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Ovod

Exaktni diagnostika v klinické bakteriolo-
gické laboratori se v souCasné dobé opira pie-
devSim o Ffadu diferencidlnich biochemickych
testli, a to v prvé radé pri bliZz§im urcovani
enterobakteriacei, v druhé Fradé ostatnich
aerobnich fermentujicich ty€inek. Ve vétSiné
laboratori u nés i jinde ve svété je precizni ur-
Covani zaméfeno predevSim na izolaty ze za-
vaznych Kklinickych onemocnéni. Neni moZné
provadét biochemickou typizaci v plném roz-
sahu — protoZe exaktni prace by vyZadovala
izolaci vice kolonii z jedné plotny a pfi denni
potfeb& urcit 40—50 izolath (coZ je velmi
stfidmy odhad), to znamenéd stovky operaci,
coZ bez specidlnich systémi, mechanizace, po-
pfipadé &asteCné automatizace, neni redlné.
V CSSR jsou dobfe znadmy riizné systémy tzv.
,kratkych biochemickych Fad“, jako byla za-
Catkem padesatych let ve Voj. zdrav. listech
popsand diferencidlni plotna Knox-Svejcarova,
rizné jedno- i dvou- zkumavkové systémy, za-

hrnujici 3—8 individudlnich biochemickych
testd, zndm4 ptda podle Hajny, TSI, Rousselliiv
agar aj. Systém Enterotube Roche predstavuje
polovélcovitou plastickou trubici obsahujici
osm oddélenych komirek. Celou trubici pro-
chézi inokula¢ni jehla a na obou koncich plas-
tické trubice jsou konce jehly uzavieny Srou-
bovymi hlavicemi odliSné barvy. Cely systém
je uvnitt sterilni a obsahuje média umoZiiujici
odecitat 11 standardnich biochemickych testd,
konkrétné: zkvaSovani glukézy, tvorbu plynu,
dekarboxylaci lysinu a ornithinu, produkci si-
rovodiku, indolu, utilizaci laktézy, dulcitolu,
produkci fenylalanindesaminézy, St&peni urey
a utilizaci citrdtu. Inokulovany systém se in-
kubuje 18—20 hodin p¥i 36—37 °C. P¥itomnost
barevnych indikédtord velmi usnadiiuje odeéi-
tani. Po prvnim odecteni je moZné pokracovat
v inkubaci do 72 hodin a znovu 1 aZ 2Kkréat ode-
Citat. Systém Enterotube velmi usnadiiuje iden-
tifikaci velkych poétli suspektnich kolonif,
standardizuje a vyznamné& urychluje préci.
UmoZiiuje rovn&Z pristrojové vyhodnocovéni
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vysledkdt biochemickych testd. Nasim cilem by-
lo jeho pfezkouSeni v praxi a porovnéni s kon-
vencnimi u nds pouZivanymi postupy.

Material a metody

Provadeéni a hodnoceni biochemickych reakei

Soupravy Enterotube Roche dodény péci ZS
MNO. Jednim z distributori je Hoffmann-La
Roche Co., Jacquingasse 16-18, A-1030 Wien,
Osterreich. Do srovnavaci studie jsme vzali
500 kush plastickych trubic, které byly do
vlastniho pouZiti uchovavany v lednici pf¥i 4 °C.
Soupravy Enterotube jsou zpravidla baleny po
5 nebo 5 X 5 kusech a maji pfiloZenou per-
fektni dokumentaci, kde postup zpracovani je
vyjaddien slovem i obrazem (barevné). Které
reakce systém Enterotube zahrnuje, uvedli
jsme jiZ v tvodu. OCkovéani je velmi jednodu-
ché. S obou konci trubice Enterotube opatrné
odSroubujeme uzévéry, drZadlovy (smyckovy]),
konec inokulaéni jehly vezmeme do pravé ru-
ky, v levé ruce otevienou Petriho misku s dia-
gnostickou ptdou. Inokula¢nim koncem jehly
se dotkneme a zarotujeme ve vybrané kolonii,
kterou chceme izolovat. Poté odloZime Petriho
misku, levou rukou pfidrZime valec Enterotube,
inokulaéni jehlu pravou rukou protdhneme po
celé délce valce aZz na konec oddilu s gluké-
Zou a poté opatrné zasuneme zpét do poloviny
oddilu oznac¢eného H,S — Indol. Poté inokulac-
ni jehlu ve vyznacdeném misté lehkym tlakem
palce pravé ruky snadno odlomime a pieby-
te€ny konec inokulacni jehly pouZijeme k pro-
pichnuti okének na boku prvych 4 komiirek
(reakce probihajici za pfistupu vzdus$ného kys-
liku). Nakonec zaSroubujeme oba konce trubi-
ce odloZenymi uzivéry, zkontrolujeme, zda je
trubice na bo&ném Stitku sprdvné popsédna
(oznadeni vzorku materidlu) a ddme inkubo-
vat. BliZ8i detaily je moZné vycCist z nédvodu,
ktery je priloZen ke kaZdé sadé Enterotube
trubic.

Systém Enterotube jsme vyhodnocovali jed-
nak konvenc¢né, jednak pomoci ¢iselného kédu.
Hodnotili jsme procento spolehlivych, dubioz-
nich a nespolehlivych vysledkd. Dale jsme pro-
vedli srovndni s konvenéni a osvédenou
,Stfedni“ biochemickou Fadou, sestavenou své-
ho ¢asu profesorem Sedldkem: glukobza, lysin,
ornithin, sirovodik, indol, lakt6za, dulcitol,
urea, citrat, fenylalanin, mannitol, arginin,
KCN, MRT, VP. Hodnoceni bylo provddéno ne-
z&visle na dvou pracoviStich za pribliZzné stej-
nych podminek a na dennim Kklinickém mate-
ridlu s dohodnutym vybérem.

Vyhodnocovany material

Izolace kolonii jsme provadéli z béZnych dia-
gnostickych. pid Endo, DC-agar, Salmonella-
-Shigella agar, C L E D — a to po pfedcho-
zim vybéru z denné doddvaného materialu kli-
nickych vzorkd. Testovdni bylo provedeno
v obdobi leden—kvéten 1979 ve vinohradské a

stfeSovické nemocnici v Praze. Po pfedb&Zném
vybéru kment jednotlivfch rodi provedeno
oCislovani materidlu a vlastni vySetfovani na
béZné pfipravovanych biochemickych fadéach a
v Enterotube probihala tak, jako by bylo pra-
Covano s neznamym vzorkem.

l
Zhodnoceni vysledkii €iselnym kdédem

Systém Enterotube umoZiluje Ciselné zako-
dovani vysledkd, pri¢emZ Ciselnd hodnota jed-
notlivych testd odpovidd jejich validitd. Cim
je test diferenciidlné diagnosticky vyznamnéjsi
a Cim je spolehlivéjsi, tim vySS$i méd Eiselnou
hodnotu a naopak. Sumace c¢iselnych vysled-
ki jednotlivych testdi umoZiiuje urditou kate-
gorizaci jednotlivych bakteridlnich rodd a spe-
cies, CtyrCiselnd formule validnich reakci pak
umoZiiuje dalsi specifikaci. Vyhoda c¢iselného
hodnoceni spo€ivd jednak v tom, Ze urcitou
Cast reakci miZe spolehlivé odecist i velmi
méalo zkuSeny pracovnik, jednak v moZnosti
pouZit malého stolniho kalkuldtoru k rychlé-
mu tfidéni spolehlivych a nespolehlivych vy-
sledkii.

Komparace systému Enterotube s klasickymi
testy

Sestava klasickych biochemickych testli byla
uvedena jiZ dfive. Jejich podrobné&jsi popis je
zbytecny, protoZe jsou zevrubné popsédny v mo-
nografiich profesora Sedldka a Rasky z padesé-
tych let a jsou v CSSR b&Zné& znamé. Uelem
srovnédni bylo posouzeni spolehlivosti systému
Enterotube.

Vysledky

Zpracovani vysledki biochemickych testli
v systému Enterotube ¢iselnym kédem je vel-
mi jednoduché. Firma pribaluje k rourkam
predtiSténé protokoly, u nichZ jsou jednotlivé
reakce popsany slovné i prisluSnym d&iselnym
kdédem. Prostym sectenim pozitivnich reakci
dostaneme tzv. sumdrni ko6d, ktery ndm jed-
notlivé species uvnit¥ ¢eledi Enterobacteriaceae
rozdéli do menSich podskupin (které nejsou
v relaci s jednotlivymi pod¢eledémi nebo ro-
dy). Urcéeni jednotlivych species pak podava
CtyFéiselny kdd validnich reakci. Prehled kodl
1 pozitivnich validnich reakci podava tabulka
€. 1. Ukazuje zfetelné& slabinu systému v tom
smyslu, Ze nedovede rozliSit mezi Klebsiella
rhinoscleromatis, Klebsiella ozaenae, Shigella
sonnei a Enterobacter agglomerans navzdjem.
Na druhé strané vSak kaZdy zkuSeny bakterio-
log vi, Ze rozpozndni Shigella sonnei a Kleb-
siella spp. kolonii je vétSinou dobfe mozZné jiZ
z diagnostické plotny. Bez automatického vy-
hodnocovéani ¢&iselnych koédd pocitatem nepo-
tfebujeme ovSem kodovéani a vystacime s kla-
sickymi zplisoby.

Identifikaéni schopnost systému Enterotube
podava p¥ehledné tabulka &. 2. Pokud se opi-
rame pouze o Ciselny ko6d, pak s mensimi vy-
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Tab. 2

Identifikacni schopnost systému Enterotube v diagnostice nejcastéji
se vyskytujicich druhii enterobakteriacei. Hodnoceni provddéno
ciselnym kédem (sumdrni kdd, wvalidni reakce)

Tab. 3

Identifikacni schopnost systému Enterotube v diagnostice nejéastéji
se vyskytujicich druhii enterobakteriacei. Hodnoceni provddéno
béinym vizudinim odelitanim (bez kidu)

Procento uréenych G g
Pocet kment . ) Pocet Stupeil piesnosti urceni
Mikroorganismus test. Mikroorganis- test.
: kmenti | spolehli- l nespo- s kment soolehiiva malo nedosta-
v& ’ lehlive po spolehlivé |  tetné
Escherichinsoli 100 " 26 Escherichia coli | 100 82 8 10
Enterobacter aerogenes 50 80 20 Enterobacter 50 82 2 16
Enterobacter agglomerans 25 56 44 aerog.
Enterobacter cloacae 25 76 24 Enterobacter 25 56 16 28
Proteus mirabilis 50 90 10 agglom.
Proteus vulgaris 25 76 24 Entetobacter 23 46 4 an
.. cloacae
Proteus morganii 25 68 32 Dranes il 50 38 2 10
Klebsiella pneumoniae 50 74 26 bilis
Salmonella spp. 50 78 22 P_roteus vulga- 25 72 8 20
Shigella sonnei 25 68 32 Hs
Shigella flexneri 25 92 8 Proteus = 2 & A
. . morganil
Citrobacter freundii 50 70 30 Klebsiclla 50 74 12 14
pneumon.
jimkami nemiZeme spolehlivé urdit 1/4 az 1/3 | Salmonellaspp.| 50 8 4 16
testovanych kmend (z celedi Enterobacteria- Shigella sonnei 25 68 4 28
ceae). Vysokou spolehlivost urcéeni jsme dosta- Shigella 25 88 0 12
li u kment@ Proteus mirabilis, Shigella flexneri, flexneri
naproti tomu nizkou u kmenti Shigella sonnei Citrobacter 50 72 4 24
a zvlasté Enterobacter agglomerans. freundii

PFri béZnym zphsobem provadéném odeditdani
se identifika¢ni schopnost systému Enterotu-
be ponékud zvySuje, coZ je nesporné zpiisobe-
no pridavkem subjektivniho prvku — zkuSe-
nosti odecitajiciho bakteriologa. Kolem 80 a
vice procent spolehlivych urcéeni jsme docilili
u E. coli, Enterobacter aerogenes, Proteus mi-
rabilis, Salmonella spp., Shigella flexneri. Ob-
tiZné diagnostikovatelné ziistaly kmeny Ente-
robacter agglomerans a Shigella sonnei. Pre-
hledné je situace dokumentovéna v tabuice ¢ . 3.

Dalsi zplisob hodnoceni systému Enterotube
spocival v paralelnim jeho srovnéani s konven-
¢né provadénymi testy. Jak doklada tabulka
¢. 4, naprosté shody bylo docileno v néco vice
nez 50 % pripadd, u tfetiny kmend byly zjists-
ny diskrepance v jednom testu (zpravidla ne-
validnim), jen u 13,5 % byl vyrazny nesouhlas.
Svédc¢i to pro relativné dobrou kvalitu Entero-
tube.

Pokud se tyCe hodnoty jednotlivych bioche-
mickych testll v systému Enterotube, glukéza
funguje perfektng, ale je nutno déat pozor na
inokulaci tohoto koncového policka, které je
v podstaté oCkovéno jiZ zbytkem inokula a na-
vic u starSich souprav dochédzi k sesychdni
a roz8ifeni oCkovaciho kandlku. P¥i nepozor-
nosti béhem inokulace miiZe pak dojit k néa-
slednému faleSné negativnimu testu. Tvorba
plynu z glukézy je dobfe prokazatelnd, jen
u skupiny Proteus-Providencia a serratii ne-
byva produkce plynu patrnd za 24 hodin. Ly-
sin funguje vcelku dobfe, ale méa tendenci ke

Pozndmka: stupeil pfesnosti uréeni byl definovén:

spolehlivd = vSechny validni testy pozitivni, rovn&Z dalsi;

madlo spolehlivé = 1-2 testy atypické;

nedostateén? = nejmén¢ 1 validni test atypicky,
i néktera dalsi reakce.

zpravidla

Tab. 4

Srovndni systému Enterotube Roche s klasickou biochemickou
fadou na 200 vybranych kmenech

Souhlasny vysledek

ve vSech testech 52: 9%
Diskrepance v 1 testu* 34,5 9%,
Diskrepance ve dvou

testech (pfip. vice)** 13,5 %

Poznidmka: * v pfevdZné vétS§iné v nevalidnim testu,

** nesouhlas v 1 validnim a v 1 (i vice) nevalidnich
testech

zvratné reakci pri delsi inkubaci, zvlasté pri
inkubaci za pokojové teploty. Ornithin je sta-
bilnéjsi neZ predchozi. Obé dekarhoxyldzy jsou
dosti ¢asto v diskrepanci s klasicky provadé-
nymi zkumavkovymi testy. Relativné maélo se
osveédcil lysin jako diferenciacni test salmonel
a citrobakter®, museli jsme si vypoméhat KCN
testem. Sirovedik funguje spolehlivé, ale u sla-
bych producenti ma reakce tendenci vymizet
po 18—20 hodinéach, zv148té pri pokojové tep-
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lot&. Indol je spolehlivy. Laktéza — jeji indi-
kdator mé nevyrazné Cervenou barvu, takZe lze
nékdy téZko postihnout hranici mezi pozitivi-
tou a negativitou. Dulecitol odpovidd plné kla-
sickému testu. Fenylalanindesaminaza reaguje
spolehlivé, pri slabSim testu stac¢i prodlouZit
inkubaci pri pokojové teploté o 4—6 hodin.
Ureaza je spolehlivd, nékdy je tfeba prodlou-
7it inkubaci, zvl. u enterobakterti. Citrat se
zdal byt méné citlivy neZ b&Zné pouZivané zku-
mavkovad modifikace. V nékterych pFipadech
byl na Enterotubu test negativni jeSté po péti
dnech inkubace, zatimco ve zkumavkovém tes-
tu byl citrobakter pozitivni jiZ za 16—20 ho-
din. Podle naSeho néazoru je malo spolehlivy
pro diferenciaci proteovych kmen@ na jednot-
livé biotypy.

Diskuse

Systém Enterotube byl vyvinut firmou Roche
zaGatkem sedmdeséatych let. Prvni varianta me-
la fadu nedostatkli a byla proto znac¢né modi-
fikovana. K revidované varianté (ktera byla
pfedmétem také naSeho pfezkuSovani) se vy-
jad¥il jiZ v roce 1973 Tomfohrde se spolupra-
covniky. Uvadi, Ze revidované varianta je pri-
jatelnou alternativou konvencénich identifikac-
nich testfi. Dale uvadi, Ze jde-li o podezFeni na
pifislusnost rodu Solmonella, Shigella &i Ari-
zona — je nutné provadeét orientacni serotypi-
zaci (Tomfohrde a sp. 1973). S timto nédzorem
nesouhlasime, protoZe orientaCni serotypizac-
ni testy je mozno provadét pfimo z kolonii na-
rostlych na diagnostickych piiddch — aniZ by-
chom d&ekali na vysledky reakci v systému En-
terotube. Leers a Arthurs prezkouSeli systém
Enterotube na 500 klinickych izolatech, prede-
v§im z Celedi Enterobacteriaceae. Soucasné
pouZili konvenéni testy a zjistili, Ze z 500 izo-
1a4td 462 bylo sprdavné identifikovdno za 24 ho-
din bez dalSich dopliiujicich biochemickych
testli, které u zbylych izolatd pomohly s vy-
jimkou t#i kment, které zistaly neurceny. Pro-
cento korelace mezi Enterotube a klasickymi
biochemickymi testy piekracovalo 90 %. Au-
tofi upozoriiuji na obtiZe pfi odecitani dulci-
tolové reakce (Leers a Arthurs 1973). NaSe
zkuSenosti vynucuji vétsi kriti¢nost, ale sho-
dujeme se s autory v tom, Ze snadnost a rych-
lost inokulace je velkou pfednosti systému En-
terotube a Ze vé&tSinu reakci lze odecitat nej-
pozdéji za 24 hodin.

Wiist a Kayser zkouSeli 410 izolatt (z toho
23 sbirkovych kmeni) v systému Enterotube a
konvenénich testech. Upozoriiuji na vétsi spo-
lehlivost pri pouZiti numerického koédu ve

srovndni s béZnym odecitdnim. RovnéZ se zmi-
nuji o malé spolehlivosti Enterotube pfi iden-
tifikaci gramnegativnich tyCinek mimo celed
Enterobacteriaceae (Wiist a Kayser 1974). Dob-
rou vykonnost systému Enterotube potvrzuje
Moussa (1973). ‘

Systém numerického kdédovani se opiré o pra-
ci Dita (1972) a diferencidlni biochemickéa ta-
bulka je plné odvozena z prdce Ewingovy
(1972).

Systém Enterotube je nesporné vyhodny pfi
zpracovani velkych kvant izolaci, zv1asté v epi-
demiich. Urychluje, ekonomizuje a standardi-
zuje praci. Pro b&Znou praxi v diagnostickych
laboratofich v CSSR je méalo vhodny — pfFede-
v§im pro vysoké devizové néklady.

Souhrn

V kooperaci dvou mikrobiologickych praco-
vi§t zkouSen identifikacni systém Enterotube
Roche, umoZiiujici simultdnni provedeni jede-
nacti biochemickych reakci. Na 500 kmenech
riiznych rodi celedi Enterobacteriaceae proka-
zdna spolehlivost identifikace zhruba v 75 90.
Systém Enterotube byl ve vice neZ 85 % v dob-
ré shodé s béZné provadénymi zkumavkovy-
mi testy. Jednoduché cCiselné koédovani umoz-
niuje podle potfeby rychlé automatické vyhod-
nocovani reakci pomoci stolniho pocitace. Sy-
stém Enterotube Roche je velmi vhodny pro
zpracovani velkého kvanta podezielych kolo-
nii, predevSim v epidemiich. Vynikajici sluZby
by mohl vykondvat pfi préaci v pojizdnych la-
poratofich. Pro b€Znou laboratorni praxi ve
stabilnich laboratorich neni nutny, zvlasté pro
svoji znac¢nou nékladnost.
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