
ROČNÍK XLVIX. 1980, č. 1 VOJENSKÉ ZDRAVOTNICKÉ LISTY 33

576.851.47/.49.093.4.07

ZKUŠENOSTI S DIAGNOSTICKÝM SYSTÉMEM ENTEROTUBE ROCHE V BIOCHEMICKÉ
DIFERENCIACI GRAMNEGATIVNÍCH TYČINEK Z ČELEDI ENTEROBACTERIACEAE

M. HEIZLARI, V. SEDMIDUBSKÝI, L. ŠŤASTNĂZ, T. PELLAR2, I. šILAROvĂ2,
j. ŠTEFCOVĂI, V. ŠIMERKOVÁI, A. ŠIMOVÄI, I. VLTAVSKÄI, V. IEŘÄB'KOVA1

Vojenský ústav hygieny, epidemiologie a mikrobiologie, Praha
(přednosta: MUDr. V. Kotlář, CSc.)

Ústav lékařské mikrobiologie lékařské fakulty hygienické Karlovy university v Praze
[flpřednostaz doc. MUDr. O. Emberger, CSc.)

Úvod

Exaktnî diagnostika v klinické bakterioloÂ
gické laboratoři Se v Současné době opírá pře-
devším o řadu diferenciálních biochemických
testů, a to v prvé řadě při bližším určování
enterobakteriaceí, v druhé řadě ostatních
aerobních Íermentujících tyčinek. Ve většině
laboratoří u nás i jinde ve světě je precizní ur-
čování Zaměřeno především na izoláty Ze Zá-
važných klinických onemocnění. Není možné
provádět biochemickou typiZaci v plném roz-
Sahu —— protože exaktní práce by vyžadovala
izolaci více kolonií Z jedné plotny a při denní
potřebě určit 40—50 izolâtü [což je velmi
Střídmý odhad), to Znamená stovky operací,
což bez speciálních systémů, mechanizace, po-
případě částečné automatizace, není reálné.
"V ČSSR jsou dobře Známy různé Systémy tzv.
„krátkých biochemických řad“, jako byla Za-
čátkem padesátých let ve Voj. Zdrav. listech
popsaná diferenciální plotna Knox-Švejcarova,
různé jedno- i dvou- Zkumavkové Systémy, Za-

hrnující 3-8 individuálních biochemických
testů, Známá půda podle Hajny, TSI, Roussellův
agar aj. Systém Enterotube Roche představuje
poloválcovitou plastickou trubicí obsahující
osm oddělených komůrek. Celou trubicí pro-
chází inokulační jehla a na obou koncích plas-
tické trubice jsou konce jehly uzavřeny šrou-
bovými hlavicemi odlišné barvy. Celý Systém
je uvnitř Sterilní a obsahuje média umožňující
odečítat 11 Standardních biochemický'ch testů,
konkrétně: Zkvašování glukózy, tvorbu plynu,
dekarboxylaci lysinu a ornithinu, produkci Si-
rovodíku, indolu, utilizaci laktózy, dulcitolu,
produkci Íenylalanindesaminázy, štěpení urey
a utilizaci citrátu. Inokulovaný systém Se in-
kubuje 18-20 hodin při 36—37 °C. Přítomnost
barevných indikátorů velmi usnadňuje odečí-
tání. Po prvním odečtení je možné pokračovat
v inkubaci do 72 hodin a Znovu 1 až Zkrát ode-
čítat. Systém Enterotube velmi usnadňuje iden-
tifikaci velkých počtů Suspektních kolonií,
standardizuje a významně urychluje práci.
Umožňuje rovněž přístrojové vyhodnocování
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výsledků biochemických testů. Naším cílem by-
lo jeho přezkoušení v praxi a porovnání S kon-
venčními u nás používanými postupy.

Materiál a metody

Provádění a hodnocení biochemických reakcí
Soupravy Enterotube Roche dodány péčí ZS

MNO. jedním Z distributorů je Hoffmann-La
Roche Co., jacquingasse 16-18, A-1030 Wien,
Österreich. Do srovnávací studie jsme vzali
500 kusû plastických trubic, které byly do
vlastního použití uchovávány v lednici při 4 °C.
Soupravy Enterotube jsou Zpravidla baleny po
5 nebo 5 >< 5 kusech a mají přiloženou per-
fektní dokumentaci, kde postup zpracování je
vyjádřen Slovem i obrazem [barevně]. Které
reakce Systém Enterotube zahrnuje, uvedli
jsme již v úvodu. Očkování je velmi jednodu-
ché. S obou konců trubice Enterotube opatrně
odšroubujeme uzávěry, držadlový [Smyčkový],
konec inokulační jehly vezmeme do pravé ru-
ky, v levé ruce otevřenou Petriho misku S dia-
gnostickou půdou. Inokulačním koncem jehly
Se dotkneme a zarotujeme Ve vybrané kolonií,
kterou chceme izolovat. Poté odložíme Petriho
misku, levou rukou přidržíme válec Enterotube,
inokulační jehlu pravou rukou protáhneme po
celé délce válce až na konec oddílu S glukó-
zou a poté opatrně zasuneme Zpět do poloviny
oddílu označeného HZS —— Indol. Poté inokulač-
ní jehlu ve vyznačeném místě lehkým tlakem
palce pravé ruky Snadno odlomíme a přeby-
tečný konec inokulační jehly použijeme k pro-
píchnutí okének na boku prvých 4 komůrek
[reakce probíhající Za přístupu vzdušného kys-
líku). Nakonec zašroubujeme oba konce trubi-
ce odloženými uzávěry, zkontrolujeme, Zda je
trubice na bočném štítku Správně popsána
[označení vzorku materiálu) a dáme inkubo-
vat. Bližší detaily je možné vyčíst z návodu,
který je přiložen ke každé Sadě Enterotube
trubic.

Systém Enterotube jsme vyhodnocovali jed-
nak konvenčně, jednak pomocí číselného kódu.
Hodnotili jsme procento spolehlivých, dubióz-
ních a nespolehlivých výsledků. Dále jsme pro-
vedli Srovnání s konvenční a osvědčenou
„Střední“ biochemickou řadou, Sestavenou Své-
ho času profesorem Sedlákem: glukóza, lysin,
ornithin, Sirovodík, indol, laktóza, dulcitol,
urea, citrát, fenylalanin, mannitol, arginin,
KCN, MRT, VP. Hodnocení bylo prováděno ne-
Závisle na dvou pracovištích za přibližně stej-
ných podmínek a na denním klinickém mate-
riálu s dohodnutým výběrem.

Vyhodnocovaný materiál

Izolace kolonií jsme prováděli z běžných dia-
gnostických půd Endo, DC-agar, Salmonella-
-Shigella agar, C L E D — a to po předcho-
zím výběru z denně dodávaného materiálu kli-
nických vzorků. Testování bylo provedeno
V období leden-květen 1979 ve vinohradské a
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Střešovické nemocnici v Praze. Po předběžném
výběru kmenů jednotlivých rodů provedeno
očíslování materiálu a vlastní vyšetřování na
běžně připravovaných biochemických řadách a
v Enterotube probíhala tak, jako by bylo pra-
cováno S neznámým vzorkem.

Zhodnocení Výsledků číselným kódem
Systém Enterotube umožňuje číselné Zakó-

dování výsledků, přičemž číselná hodnota jed-
notlivých testů odpovídá jejich validitě. Čím
je test diferenciálně diagnosticky významnější
a čím je Spolehlivější, tím vyšší m-á čiselnou
hodnotu a naopak. Sumace číselných výsled-
ků jednotlivých testů umožňuje určitou kate-
gorizaci jednotlivých bakteriálních rodů a Spe-
cies, čtyřčíselná formule validních reakcí pak
umožňuje další specifikaci. Výhoda číselného
hodnocení Spočívá jednak v tom, že určitou
část reakcí může Spolehlivě odečíst i velmi
málo zkušený pracovník, jednak v možnosti
použít malého Stolního kalkulátoru k rychlé-
mu třídění spolehlivých a nespolehlivých vý-
sledků.

Komparace Systému Enterotube S klasickými
testy

Sestava klasických biochemických testů byla
uvedena již dříve. jejich podrobnější popis je
zbytečný, protože jsou Zevrubně popsány v mo-
nografiích profesora Sedláka a Rašky z padesá-
tých let a jsou v ČSSR běžně znáıné. Účelem
Srovnání bylo posouzení Spolehlivosti Systému
Enterotube.

Výsledky

Zpracování výsledků biochemických testů
v systému Enterotube číselným kódem je vel-
mi jednoduché. Firma přibaluje k rourkám
předtištěné protokoly, u nichž jsou jednotlivé
reakce popsány slovně i příslušným číselným
kódem. ProStým Sečtením pozitivních reakcí
dostaneme tzv. sumární kód, který náın jed-
notlivé Species uvnitř čeledi Enterobacteriaceae
rozdělí do menších podskupin [které nejsou
v relaci S jednotlivými podčeleděmi nebo ro-
dy). Určení jednotlivých species pak podává
čtyřčíselný kód validních reakcí. Přehled kódů
i pozitivních validních reakcí podává tabulka
č. 1. Ukazuje zřetelně Slabinu Systému v tom
Smyslu, že nedovede rozlišit mezi Klebsiella
rhinoscleromatis, Klebsiella ozaenae, Shigella
Sonnei a Enterobacter agglomerans navzájem.
Na druhé Straně však každý zkušený bakterio-
log ví, že rozpoznání Shigella Sonnei a Kleb-
Siella Spp. kolonií je většinou dobře možné již
z diagnostické plotny. Bez automatického vy-
hodnocování číselných kódů počítačem nepo-
třebujeme ovšem kódování a vystačíme S kla-
Sickými Způsoby.

Identifikační schopnost Systému Enterotube
podává přehledně tabulka č. 2. Pokud se opí-
ráme pouze o číselný kód, pak S menšími vý-
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Tab. 2

Identifikační Schopnost Systému Enterotube v diagnostice nejčastěji
se vyskytujících druhů enterobakteriaceí. Hodnocení prováděno

cˇíselným kódem (sumární kód, validní reakce)

Tab. 3

Identifi/eaění .schopnost systému Enterotube v diagnostice nejčastěji
se vyskytujících druhů enterobakteriaceí. Hodnocení prováděno

běžným vizuálním odečíta'ním (bez kódu)

Procento určených
Poéet kmenů
test.

kmenů
Mikroorganismus

Spolehli- nespo-
Vě lehlivč

Escherichia coli 100 74 26

Enterobacter aerogenes 50 80 20

Enterobacter agglomerans 25 56 44

Enterobacter Cloacae 25 76 24

Proteus mirabilis 50 90 10

76 24
Proteus morganii 25 68 32

Proteus vulgaris 25

Klebsiella pneumoniae 50 74 26

Salmonella spp. 50 78 22

Shigella sonnei 25 68 32

Shigella flexneri 25 92 8

Citrobacter freundii 50 70 30

jimkamí nemůžeme spolehlivě určit 1/4 až 1/3
testovaných kmenů [Z čeledi Enterobacteria-
ceaej. Vysokou Spolehlivost určení jsme dosta-
li u kmenů Proteus mirabilis, Shigella flexneri,
naproti tomu nízkou u kmenů Shigella Sonnei
a Zvláště Enterobacter agglomerans.

Při běžným způsobem prováděném odečítání
Se identifikační schopnost systému Enterotu-
be poněkud Zvyšuje, což je nesporně Způsobe-
no přídavkem Subjektivního prvku —- Zkuše-
Iıostí odečítajícího bakteriologa. Kolem 80 a
Více procent spolehlivých určení jsme docílili
u E. coli, Enterobacter aerogenes, Proteus mi-
rabilis, Salmonella spp., Shigella flexneri. Ob-
tížně diagnostikovatelné zůstaly kmeny Ente-
robacter agglomerans a Shigella sonnei. Pře-
hledně je situace dokumentována v tabulce č . 3.

Další Způsob hodnocení systému Enterotube
spočíVal v paralelním jeho Srovnání S konven-
čně prováděnými testy. jak dokládá tabulka
č. 4, naprosté shody bylo docíleno v něco Více
než 50 O/0 případů, u třetiny kmenů byly Zjiště-
ny diskrepance v jednom testu [Zpravidla ne-
Validním], jen u 13,5 O/0 byl výrazný nesouhlas.
Svědčí to pro relativně dobrou kvalitu Entero-
tube.

Pokud se týče hodnoty jednotlivých bioche-
mických testů V Systému Enterotube, glulšóza
funguje perfektně, ale je nutno dát pozor na
inokulací tohoto koncového políčka, které je
v podstatě očkováno již Zbytkem inokula a na-
Víc u starších souprav dochází k sesychání
a rozšíření očkovacího kanálku. Při nepozor-
nosti během inokulace může pak dojít k ná-
Slednému falešně negativnímu testu. Tvorba
plynu Z glukózy je dobře prokazatelná, jen
u Skupiny Proteus-Providencia a serratií ne-
bývá produkce plynu patrná Za 24 hodin. Ly-
Sìn funguje vcelku dobře, ale má tendenci ke

v Stu eň řesnosti určení
Pocet p p
test.

kmenů

Mikroorganis-
mus nedosta-

tečně
málo

810019t spolehlivé

Escherichia coli 100 82 8 10

Enterobacter 50 82 2 16
aerog.

Enterobacter 25 56 16 28
agglom.
Enterobacter 25 76 4 20
cloacae

Px)Proteus mira- 50 88 10
bilis

Proteus Vulga- 25 72 8 20
ris

Proteus 25 72 4 24
morganii

Klebsiella 50 74 12 14
pneumon.
Salmonella spp. 50 78 4 18

Shigella sonnei 25 68 4 28

Shigella 25 88 O 12
fieXneri

Citrobacter 50 72 4 24
freundii

Poznámka: Stupeň přesnosti určení byl definován:
spolehlivě z: Všechny Validní testy pozitivní, rovněž další 5
málo spolehlivě :: 1—2 testy atypické;
nedostatečně z nejméně l Validní test atypický,

i některá další reakce.
Zpravidla

Tab. 4

Srovnání systému Enterotubc Roche s klasickou biochemickou
řadou na 200 vybraných kmenech

Souhlasný výsledek
ve všech testech 52 (If)

Diskrepance V l testu* 34,5 9/2,

Diskrepance ve dvou
testech (příp. Více)** l3>5 (JŠ)

Poznámka: * V převážně Většině v nevalidním testu,

** nesouhlas v l validním a V l (i Více) nevalidních
testech

ZVratné reakci při delší inkubaci, Zvláště při
inkubaci za pokojové teploty. Urnithin je Sta-
bilnější než předchozí. Obě dekarboxylázy jsou
dosti často V diskrepanci S klasicky provádě-
nými Zkumavkovými testy. Relativně málo se
osvědčil lysin jako diferenciační test Salmonel
a citrobakterů, museli jsme si Vypomáhat KCN
testem. Sirovodík funguje spolehlivě, ale u Sla-
bých producentů má reakce tendenci Vymizet
po 18——20 hodinách, Zvláště při pokojové tep-
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lotě. Indol je Spolehlivý. Laktóza — jeji indi-
kátor má nevýrazně červenou barvu, takže lze
někdy těžko postihnout hranici mezi pozitivi-
tou a negativitou. Dulcitol odpovídá plně kla-
sickému testu. Fenylalanindesamináza reaguje
Spolehlivě, při Slabším testu Stačí prodloužit
inkubaci při pokojové teplotě o 4-6 hodin.
Ureáza je Spolehlivá, někdy je třeba prodlou-
žit inkubaci, zvl. u enterobakterü. Citrät se
zdâl být méně citlivý než běžně používaná zku-
mavková modifikace. V některých případech
byl na Enterotubu test negativní ještě po pěti
dnech inkubace, Zatímco ve zkumavkovém tes-
tu byl citrobakter pozitivní již Za 16-20 ho-
din. Podle našeho názoru je málo Spolehlivý
pro diferenciaci proteových kmenů na jednot-
livé biotypy.

Diskuse

Systém Enterotube byl vyvinut firmou Roche
Začátkem Sedmdesátých let. První Varianta mě-
la. řadu nedostatků a byla proto značně modi-
fikována. K revidované variantě [která byla
předmětem také našeho přezkušování] se vy-
jádřil již v roce 1973 Tomfohrde Se Spolupra-
covníky. Uvádí, že revidovaná varianta je při-
jatelnou alternativou konvenčních identifikač-
ních testů. Dále uvádí, že jde-li o podezření na
příslušnost rodu Solmonella, Shigella či Ari-
Zona —— je nutné provádět orientační Serotypi-
Zaci [Tomfohrde a Sp. 1973]. S tímto názorem
nesouhlasíme, protože orientační Serotypizač-
ní testy je možno provádět přímo z kolonií na-
rostlých na diagnostických půdách ——— aniž by-
chom čekali na výsledky reakcí v Systému En-
terotube. LeerS a Arthurs přezkoušeli Systém
Enterotube na 500 klinických izolátech, přede-
vším z čeledi Enterobacteriaceae. Současně
použili konvenční testy a zjistili, že Z 500 izo-
látů 462 bylo Správně identifikováno za 24 ho-
din bez dalších doplňujících biochemických
testů, které u Zbylých izolátů pomohly S vý-
jimkou tří kmenů, které zůstaly neurčeny. Pro-
cento korelace mezi Enterotube a klasickými
biochemickými testy překračovalo 90%. Au-
toři upozorňují na obtíže při odečítání dulci-
tolové reakce [Leers a Arthurs 1973). Naše
zkušenosti vynucují větší kritičnost, ale Sho-
dujeme Se S autory v tom, že Snadnost a rych-
lost inokulace je velkou předností Systému En-
terotube a že většinu reakcí lze odečítat nej-
později za 24 hodin.

Wüst a Kayser zkoušeli 410 izolátů [z toho
23 Sbírkových kmenů) V Systému Enterotube a
konvenčních. testech. Upozorňuji na větší Spo-
lehlivost při použití numerického kódu ve
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Srovnání s běžným odečítáním. Rovněž Se zmi-
ňují o malé spolehlivosti Enterotube při iden-
tifikaci gramnegativních tyčinek mimo čeled'
Enterobacteriaceae [Wüst a Kayser 1974]. Dob-
rou výkonnost Systému Enterotube potvrzuje
Moussa [1973]. `

Systém numerického kódování se opírá o prá-
ci Dita [1972] a diferenciální biochemická ta-
bulka je plně odvozena z práce Ewingovy
[1972].

Systém Enterotube je nesporně výhodný při
zpracování velkých kvant izolací, zvláště v epi-
demiich. Urychluje, ekonomizuje a Standardi-
zuje práci. Pro běžnou praxi v diagnostických
laboratořích v ČSSR je málo vhodný —— přede-
vším p'ro vysoké devizové náklady.

Souhrn

V kooperaci dvou mikrobiologických praco-
višt' Zkoušen identifikační Systém Enterotube
Roche, umožňující Simultánní provedeni jede-
ııácti biochemických reakcí. Na 500 kmenech
různých rodů čeledi Enterobacteriaceae proká-
zána spolehlivost identifikace Zhruba v 75 0/0.
Systém Enterotube byl ve více než 85 O/o V dob-
ré Shodě S běžně prováděnými zkumavkový-
mi testy. jednoduché číselné kódování umož-
ňuje podle potřeby rychlé automatické vyhod-
nocování reakcí pomocí Stolního počítače. Sy-
stém Enterotube Roche je velmi vhodný pro
Zpracování velkého kvanta podezřelých kolo-
nií, především v epidemiích. Vynikající Služby
by mohl vykonávat při práci v pojízdných la-
boratořích. Pro běžnou laboratorní praxi ve
Stabilních laboratořích není nutný, zvláště pro
Svoji značnou nákladnost.
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