


Kultivace

* Nejdalezitéjsi metodou primé diagnostiky

* Nutné zajistit fadu podminek pro mnozeni bakterii in vitro

e Voda, ziviny, zdroj energie, riistové faktory, optimalni teplotni
podminky, vhodné podminky prostiedi, pH prostiedi, atd.

> Zajistuji kultivacni média/ptdy pii optimalni teploté a
optimalni atmosféie
» Teplotu udrzuji termostaty
» Optimalni teplota pro vétsinu bakterii je 37 °C
» VétsSina bakterii je kultivovatelna pti aerobnich podminkach

» Bézné se také pouzivaji termostaty se zvySenou tenzi CO2 a
termostaty udrZujici anaerobni prosttredi pro kultivaci anaerobnich
bakterii



ultivace
Rozdéleni kultivacnich médii

* Rozdélujeme podle

e Slozeni
 Prirozené a syntetické

e Konzistence
« Tekuté — bujony
e Tuhé - agary
e Slozeni a ucelu
« Zakladni
« Obohacené
« Selektivni
« Diagnostické
« Selektivné-diagnostické



ultivace
Rozdéleni kultivacnich médii

* Tekuté - bujony
e Pouziti pro pomnozeni bakterii
e Rist se projevi zakalem nebo blankou
» Nelze rozlisit monokulturu od smésné kultury
* Tuhé - agary
e Umoznuji kultivaci bakterii ve formé kolonii — dilezité pro
dalsi identifikaci
e Pfipravuyji se ztuzenim bujonového zdkladu agarem
e Tuhnuti agaru pfi nizsich teplotach umoznuje pridavat k
rozpusténym agarovym zakladéim napft. krev
e Rozpustény agar se vyléva nejcastéji do Petriho misek
popripadé do zkumavek
« Tuhnuti agaru ve zkumavce v Sikmé poloze vznikne tzv. Sikmy agar



ultivace
Kultivacni média - zakladni

¢ Zakladni tekuté
e Bujon
» Vhodny pro kultivaci béznych lékarsky vyznamnych bakterii
« Obsahuje masovy extrakt, pepton a NaCl
e Peptonova voda
» Obsahuje roztok peptonu
» Pouziti jako zdklad pro diagnostické ptidy
» Zakladni tuhé
e Zivny agar

« Bujon + agar



ultivace
Kultivacni média - obohacené

* Krevni agar
e Obohacena zakladni ptida krvi
e Vhodny pro kultivaci naprosté vétsiny bakterii
e Vyhodny pro pozorovani hemolYtiCké aktivity bakterii (vyznamny
diagnosticky znak), popt. hemolytickych interakci (CAMP test)
« Schopnost bakterie narusovat erytrocyty v okoli vyrostlych kolonii
» Cokolddovy agar
e Obohacené narusenymi erytrocyty (napft. pridani krve do horkého
agaru)
e Pro mikroorganismy, které nedovedou ziviny z KA vyuzit
« Pfedevsim pro hemofily, meningokoky a ptivodce kapavky
» Sulova ptida
S pridavkem bovinniho séra pro kultivaci mykobakterii
* Lowensteinova-Jensonova ptida
e Vajecna ptda pro kultivaci mykobakterii
o Caste¢né selektivni — obsahuje malachitovou zelen



ultivace
Kultivacni média - obohacené

Staphylococcus aureus - beta hemolyza



ultivace
Kultivacni média - obohacené

Neisseria gonorrhoeae na ¢okoladovém agaru



ultivace

Kultivachi média — selektivni

Potlacuji rlist urcité skupiny mikroorganismi
e Zivny agar + inhibitor rtistu nezadouci skupiny
Selektivni kultiva¢ni médium s 10% NaCl

* Pro selekci stafylokokii a odclonéni predevsim gram negativni fléry ze
smésnych materialti

Sabouraudtv agar

* Pro selekci micromycet

* Obsahuje ATB k potlaceni ristu bakterii (chloramfenikol, gentamicin)
Selenitovy bujon

* Tekuté médium

* (Obsahuje selinic¢itan sodny pro selekci salmonel

Ptida s aktivnim uhlim

* Pro zachyt bakterie Campylobacter jejuni



ivace
Kultivacni media — selektivni

Sabouraudiiv agar: Zleva nahote: CAAL - Candida albicans, CAGL - Candida glabrata, Zleva dole: CAKR - Candida krusei, CATR - Candida tropicalis



ultivace
Kultivacni média - diagnosticka
¢ (Qdliseni rtistu jednotlivych druhti nebo rodti

mikroorganism na zakladé biochemické aktivity

e Obsahuji substrat na ktery ptisobi cilova skupina
bakterii

e V nékterych pripadé i indikator, ktery reakci zviditelni
* Cukrové ptudy
e Nejbéznéji sledované vlastnosti
e Sleduji schopnost bakterie Stépit urcity cukr pomoci
zmény pH pfi v agaru/bujonu s pH indikatorem
e Sledovani stépeni cukri oxidacné
» Nefermentuyjici gram negativni bakterie



ultivace

Kultivacni média - diagnosticka

* Dalsi sledované biochemické vlastnosti pro identifikaci

Deaminace fenylalaninu - typické pro rod Proteus

Dekarboxylace aminokyselin — diferenciace enterobakterii

Stépeni mocoviny - rody Proteus, Morganella, Providencia, Helicobater
Produkce H2S - rody Salmonella a Proteus

Tvorba indolu - typické pro rod Escherichia

Tvorba pigmentu - rod Pseudomonas

Vyuziti citratu - diferenciace enterobakterii

Asimilace cukri - identifikace kvasinek

Vyuziti rastovych faktorti - rod Haemophillus

Chromogenni agary - obsahuji chromogenni druhové specifické
substraty pro rozliseni vys$siho poc¢tu mikroorganismt najednou



ultivace
Kultivacni média - diagnosticka

¢ Kombinované ptidy diagnosticke

» Sledujici vétsi pocet biochemickych znakti najednou

* Hajny agar
* (dliseni salmonel od ostatnich enterobakterii
* Sledovani na zakladé stépeni cukrti a tvorby sirovodiku

e CLED ptida
* Pro predbéznou identifikaci bakterii izolovanych V moci
* Pouziva se pro uriculty

* Biochemicky klin

* Kombinované diagnostické médium sledujici stépeni cukrt (glukosa,
laktosa, mannitol, sacharosa) a urey, tvorby CO2 a sirovodiku

* Kombinaci Vyuiivaf'i také biochemické sety pro identifikaci
rznych skupin mikroorganismi

* Enterotesty, Api sety, Staphy testy, Auxa color pro kvasinky, atd.



ultivace
Kultivacni média - diagnosticka

Escherichia coli - biochemicky klin



ultivace
Kultivacni média - diagnosticka

18 hrs mixed culture of
Klebsiella spp. and
Enterococcus spp.

18 hrs mixed culture of E. cof,
Enterococcus spp. and
Proteus spp.

UriSelect agar - chromogenni agar



ultivace
Kultivacni média — selektivné-diagnosticka

* Kombinace vyhod selektivnich a diagnostickych ptad
* MacConkeyho agar

» Diagnosticky obsahuje laktosu pro diferenciaci enterobakterii s neutralni
cerveni jako indikatorem

* Laktosa pozitivni kolonie jsou rzové

* Selektivné obsahuje zlucové soli a krystalovou violet pro odclonéni gram
pozitivnich bakterii

* Glaubergova ptida

* Obsahuje teluri¢itan draselny pro inhibici gram negativnich bakterii a
glukosu pro identifikaci Corynebacterium dyphteriae

e Selektivni kultiva¢ni médium s obsahem NaCl a mannitolu

* Selekce stafylokokti a identifikace zlatého stafylokoka na zdkladé stépeni
mannitolu

* Selektivni chromogenni agary
* Candi select/ CHROMAgar CANDIDA - obsahuje ATB pro selekci candid
* Rapid L mono - pro identifikaci a odliseni Listerie monocytogenes
* MRSA select/CHROMAgar MRSA - pro selekci a identifikaci kmentt MRSA



ultivace
Kultivacni média — selektivné-diagnosticka

Klebsiella penumoniae na MacConkeyho agaru



ultivace
Kultivacni média — selektivné-diagnosticke

www.bacteriainphotos.com @
Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus aureus

HansN. Mannitol Salt Agar

Selektivni kultiva¢ni médium s obsahem NaCl a mannitolu - nahote Staph. epidermidis, dole Stap. aureus



ultivace
Kultivacni média — selektivné-diagnosticke

CHROMagar™ Candida

C. albicans

C. dubliniensis

C. tropicalis
C. parapsilosis

C. lusitaniae

¢ C. metapsilosis

C. krusei "
C. glabrata

C. guilliermondii

Chromogenni selektivni médium pro candidy



ultivace
Kultivacni média — selektivné-diagnosticke

MRSA na MRSA select ptidé - chromogenni selektivni meédium



ultivace
Kultivacni média — pro anaerobni kultivaci

* Pady s nizkym oxidoreduk¢nim potencidlem
e Obohaceni o redukujici latky

 Glukosa, L-cystein, vitamin K, kyselina askorbova, thiglykolat
sodny, atd.

* Obohacené krevni agary
e VL agar
e Schaedler agar

* Tekuta média
e Thioglykolatové bujony
e Jatrové bujony



ultivace
Anaerobni kultivace

* Anaerobni prostredi
e Anaerostaty

 Vilce + vyvijec prostredi
« Pristroje s pfivodem plynu a piestupovou komorou
* Podminky kultivace
e 37 °C min 48 hod
» Aktinomycety 14 dni



ultivace
Anaerobni kultivace
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Kultivacni média — pro testovani ATB
citlivosti

e Tuha kultiva¢ni média

e Pro vySetreni citlivosti k ATB pomoci diskového difuzniho
testu

e Test se provadi na speciadlnich kultiva¢nich mediich, které
zajistuji standardni slozeni zivin a iont(
« Mueller-Hinton
+ Pro bézné mikroorganismy

» Mueller-Hinton s koriskymi erytrocyty + NAD (nikotin-amin-
dinukleotid)

- Pro kultiva¢né naro¢néjsi (streptokoky, hemofily,
campylobacter,...)

o Tekutd kultivacni média

e Pro vysetteni citlivosti k minimalni inhibi¢ni koncentrace
(Mlg ATB pomoci mikrodilu¢niho testu

e MH-bujon obdobného slozeni jako u agarii
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ultivacni média — pro testovani ATB
citlivosti

Gram negativni bakterie na MH agaru - diskovy diftizni test



Kultivacni média — pro testovani ATB
citlivosti
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Gram negativni bakterie v MH bujonu - dilu¢ni test pro stanoveni MIC



ultivace
Ockovani materialu

°* Oc¢kovani materialu

e Manualni
» Zpracovani vzorki na kultiva¢ni média
« Manudlni rozockovani

e Automatizovane systéemy
« Poloautomaty

« Plné automatizované systémy



ultivace
Ockovani kultivacnich pud

* Preneseni klinického materialu na kultiva¢ni ptidu

e Vytvoreni inokula pomoci sterilniho vatového tampdnu
(tekuty material) nebo odbérového tamponu (vytéry,
stéry)

e Otisk klinického materialu (otiskova metoda pro
popaleniny, otisky rukou)

e Povaleni materidlu po kultiva¢ni ptidé (kultivace katétrt
metodou dle Maki)

e Preliti/ponofeni kultiva¢ni ptidy do klinického
materialu (URICULT)



ultivace
Ockovani kultivacnich pud

* Rozockovani inokula

e Kfizovym roztérem pomoci sterilnich bakteriologickych
klicek

e Principem rozockovani je postupné snizovani hustoty
ptivodniho inokula tak, aby na konci byly viditelné
jednotlivé kolonie, u ktery 1ze hodnotit morfologii
kolonii /7




ultivace
Hemokultivace

¢ Kultivace mikroorganismi v krvi v uzavieném systému
e U septickych pacientti
e Inokulace krve do lahvicek probihad jiz na oddéleni
* Kultivace hemokultur analyzatoru s automatickym
vyhodnocovani riistu

e Princip detekce ristu mikroorganismt v hemokulturach je zalozeny
na detekci oxidu uhlicitého

e Metoda sledovani tvorby oxidu uhlicitého je rozdilna podle vyrobce
analyzatoru
 Sledovani zmén tlaku uvnitft lahvicky

« Sledovani tvorby pomoci ¢idla na dné lahvicky, které reaguje na tvorbu
CO2

e Méfeni je u kazdého analyzatoru provadéno opakované

e Systémy vysledky méreni interpretuji a v pfipadé pozitivni
hemokultury upozorni systém rozsvicenim indikatoru na predni
strané pristroje a/nebo zvukovym alarmem



ultivace
Hemokultivace




ultivace
Hemokultivace — typy lahvicek

* Standardni média rozdélena podle vztahu etiologického
agens ke kysliku

e Aerobni/Anaerobni

* Lahvicky obsahujici inhibitory ATB
e Aerobni, anaerobni, pediatrické

* Pro izolaci rlistové naroc¢néjsich mikroorganismi
e Mykologickeé, mykobakteriologické

* Pediatrické

e Pro odbér malého mnozstvi krve nebo jiného primarné
sterilniho materialu (napft. likvor)

* Soucasny odbér pro aerobni+anaerobni kultivaci
e 1x aerobni lahvicka + 1x anaerobni lahvicka




ultivace
Morfologie kolonii

* Velikost
e Drobné <1 mm, malé 1 mm, stiedni 2-3 mm, velké > 5 mm
o Tvar
e Pravidelny, kulaty x nepravidelny, lalo¢naty
* Profil
e Plochy, vypoukly, miskovity
* Okraj
e Rovné, lalo¢nateé, vlaknité, atd.
* Povrch
e Hladky, leskly, drsny, zprohybany
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ivace
Morfologie kolonii

* Konzistence

e Hlenovita, drobiva, mazlava
® Transparence

e Transparentni, ¢astecné transparentni, neprihledné
* Barva

e Zavisla na kultiva¢ni ptid€, nékteré tvori pigment
* Okoli kultiva¢ni pady

e Hemolyza, tvorba precipitatu na diagnostickych ptidach
» Zapach

e Prijemna (Pseudomonas) x neprijemna (Proteus)
* Plazivy rist

e Bakterie z rodu Proteus — Raussiiv fenomén



IVace
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Morfologie koloni

Proteus mirabilis — Rausstiv fenomén



IVace

Pseudomonas aeruginosa na MH agaru- riizné pigmenty



ivace
orfologie kolonii

Bacillus anthracis plstnaté kolonie s vybézky (Caput meduse)



tivace
Morfologie kolonii

Organisms on media

CLED Medium

MacConkey Medium

Uricult - dvé kultiva¢ni média pro semikvantitavni vySetieni moce
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tivace
Morfologie kolonii

C0|0ny denSities Escherichia coli CFU/ml
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CLED Medium

E. Coli
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MacConkey Medium
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Uricult - dvé kultiva¢ni média pro semikvantitavni vySetieni moce




