


Kultivace
� Nejdůležitější metodou přímé diagnostiky

� Nutné zajistit řadu podmínek pro množení bakterií in vitro
� Voda, živiny, zdroj energie, růstové faktory, optimální teplotní 

podmínky, vhodné podmínky prostředí, pH prostředí, atd.

� Zajišťují kultivační média/půdy při optimální teplotě a 
optimální atmosféře
� Teplotu udržují termostaty

� Optimální teplota pro většinu bakterií je 37 °C

� Většina bakterií je kultivovatelná při aerobních podmínkách

� Běžně se také používají termostaty se zvýšenou tenzí CO2 a 
termostaty udržující anaerobní prostředí pro kultivaci anaerobních 
bakterií



Kultivace
Rozdělení kultivačních médií

� Rozdělujeme podle
� Složení

� Přirozené a syntetické

� Konzistence
� Tekuté – bujóny
� Tuhé – agary

� Složení a účelu
� Základní
� Obohacené
� Selektivní
� Diagnostické
� Selektivně-diagnostické



Kultivace
Rozdělení kultivačních médií
� Tekuté – bujóny

� Použití pro pomnožení bakterií
� Růst se projeví zákalem nebo blankou

� Nelze rozlišit monokulturu od směsné kultury

� Tuhé – agary
� Umožňují kultivaci bakterií ve formě kolonií – důležité pro 

další identifikaci
� Připravují se ztužením bujonového základu agarem
� Tuhnutí agaru při nižších teplotách umožňuje přidávat k 

rozpuštěným agarovým základům např. krev
� Rozpuštěný agar se vylévá nejčastěji do Petriho misek 

popřípadě do zkumavek
� Tuhnutí agaru ve zkumavce v šikmé poloze vznikne tzv. šikmý agar



Kultivace
Kultivační média - základní

� Základní tekuté
� Bujón

� Vhodný pro kultivaci běžných lékařsky významných bakterií

� Obsahuje masový extrakt, pepton a NaCl

� Peptonová voda
� Obsahuje roztok peptonu 

� Použití jako základ pro diagnostické půdy 

� Základní tuhé
� Živný agar

� Bujón + agar



Kultivace
Kultivační média - obohacené
� Krevní agar

� Obohacená základní půda krví
� Vhodný pro kultivaci naprosté většiny bakterií
� Výhodný pro pozorování hemolytické aktivity bakterií (významný 

diagnostický znak), popř. hemolytických interakcí (CAMP test)
� Schopnost bakterie narušovat erytrocyty v okolí vyrostlých kolonií

� Čokoládový agar
� Obohacené narušenými erytrocyty (např. přidání krve do horkého 

agaru)
� Pro mikroorganismy, které nedovedou živiny z KA využít

� Především pro hemofily, meningokoky a původce kapavky

� Šulova půda
� S přídavkem bovinního séra pro kultivaci mykobakterií

� Löwensteinova-Jensonova půda
� Vaječná půda pro kultivaci mykobakterií
� Částečně selektivní – obsahuje malachitovou zeleň



Kultivace
Kultivační média - obohacené

Staphylococcus aureus – beta hemolýza



Kultivace
Kultivační média - obohacené

Neisseria gonorrhoeae na čokoládovém agaru



Kultivace
Kultivační média – selektivní
� Potlačují růst určité skupiny mikroorganismů

� Živný agar + inhibitor růstu nežádoucí skupiny

� Selektivní kultivační médium s 10% NaCl
� Pro selekci stafylokoků a odclonění především gram negativní flóry ze 

směsných materiálů 

� Sabouraudův agar
� Pro selekci micromycet
� Obsahuje ATB k potlačení růstu bakterií (chloramfenikol, gentamicin)

� Selenitový bujón
� Tekuté médium
� Obsahuje seliničitan sodný pro selekci salmonel

� Půda s aktivním uhlím
� Pro záchyt bakterie Campylobacter jejuni



Kultivace

Kultivační média – selektivní

Sabouraudův agar: Zleva nahoře: CAAL – Candida albicans, CAGL – Candida glabrata, Zleva dole: CAKR – Candida krusei, CATR – Candida tropicalis



Kultivace
Kultivační média - diagnostická

� Odlišení růstu jednotlivých druhů nebo rodů 
mikroorganismů na základě biochemické aktivity
� Obsahují substrát na který působí cílová skupina 

bakterií
� V některých případě i indikátor, který reakci zviditelní

� Cukrové půdy
� Nejběžněji sledované vlastnosti
� Sledují schopnost bakterie štěpit určitý cukr pomocí 

změny pH při v agaru/bujónu s pH indikátorem
� Sledování štěpení cukrů oxidačně

� Nefermentující gram negativní bakterie



Kultivace
Kultivační média - diagnostická

� Další sledované biochemické vlastnosti pro identifikaci
� Deaminace fenylalaninu – typické pro rod Proteus

� Dekarboxylace aminokyselin – diferenciace enterobakterií

� Štěpení močoviny – rody Proteus, Morganella, Providencia, Helicobater

� Produkce H2S – rody Salmonella a Proteus

� Tvorba indolu - typické pro rod Escherichia

� Tvorba pigmentu – rod Pseudomonas

� Využití citrátu - diferenciace enterobakterií

� Asimilace cukrů – identifikace kvasinek

� Využití růstových faktorů – rod Haemophillus

� Chromogenní agary – obsahují chromogenní druhově specifické 
substráty pro rozlišení vyššího počtu mikroorganismů najednou



Kultivace
Kultivační média - diagnostická
� Kombinované půdy diagnostické

� Sledující větší počet biochemických znaků najednou
� Hajny agar

� Odlišení salmonel od ostatních enterobakterií
� Sledování na základě štěpení cukrů a tvorby sirovodíku

� CLED půda
� Pro předběžnou identifikaci bakterií izolovaných V moči
� Používá se pro uriculty

� Biochemický klín
� Kombinované diagnostické médium sledující štěpení cukrů (glukosa, 

laktosa, mannitol, sacharosa) a urey, tvorby CO2 a sirovodíku
� Kombinaci využívají také biochemické sety pro identifikaci 

různých skupin mikroorganismů
� Enterotesty , Api sety, Staphy testy, Auxa color pro kvasinky, atd.



Kultivace
Kultivační média - diagnostická

Escherichia coli – biochemický klín



Kultivace
Kultivační média - diagnostická

UriSelect agar – chromogenní agar



Kultivace
Kultivační média – selektivně-diagnostická
� Kombinace výhod selektivních a diagnostických půd
� MacConkeyho agar

� Diagnosticky obsahuje laktosu pro diferenciaci enterobakterií s neutrální 
červení jako indikátorem
� Laktosa pozitivní kolonie jsou růžové

� Selektivně obsahuje žlučové soli a krystalovou violeť pro odclonění gram 
pozitivních bakterií

� Glaubergova půda
� Obsahuje teluričitan draselný pro inhibici gram negativních bakterií a 

glukosu pro identifikaci Corynebacterium dyphteriae

� Selektivní kultivační médium s obsahem NaCl a mannitolu
� Selekce stafylokoků a identifikace zlatého stafylokoka na základě štěpení 

mannitolu
� Selektivní chromogenní agary

� Candi select/CHROMAgar CANDIDA – obsahuje ATB pro selekci candid
� Rapid L mono – pro identifikaci a odlišení Listerie monocytogenes
� MRSA select/CHROMAgar MRSA – pro selekci a identifikaci kmenů MRSA



Kultivace
Kultivační média – selektivně-diagnostická

Klebsiella penumoniae na MacConkeyho agaru



Kultivace
Kultivační média – selektivně-diagnostické

Selektivní kultivační médium s obsahem NaCl a mannitolu – nahoře Staph. epidermidis, dole Stap. aureus



Kultivace
Kultivační média – selektivně-diagnostické

Chromogenní selektivní médium pro candidy



Kultivace
Kultivační média – selektivně-diagnostické

MRSA na MRSA select půdě – chromogenní selektivní meédium



Kultivace
Kultivační média – pro anaerobní kultivaci

� Půdy s nízkým oxidoredukčním potenciálem
� Obohacení o redukující látky

� Glukosa, L-cystein, vitamin K, kyselina askorbová, thiglykolát
sodný, atd.

� Obohacené krevní agary
� VL agar

� Schaedler agar

� Tekutá média
� Thioglykolátové bujóny

� Játrové bujóny



Kultivace
Anaerobní kultivace

� Anaerobní prostředí
� Anaerostaty

� Válce + vyvíječ prostředí

� Přístroje s přívodem plynu a přestupovou komorou

� Podmínky kultivace
� 37 °C min 48 hod

� Aktinomycety 14 dní



Kultivace
Anaerobní kultivace



Kultivace
Kultivační média – pro testování ATB 

citlivosti
� Tuhá kultivační média

� Pro vyšetření citlivosti k ATB pomocí diskového difúzního 
testu

� Test se provádí na speciálních kultivačních mediích, které 
zajišťují standardní složení živin a iontů
� Mueller-Hinton

� Pro běžné mikroorganismy
� Mueller-Hinton s koňskými erytrocyty + NAD (nikotin-amin-

dinukleotid)
� Pro kultivačně náročnější (streptokoky, hemofily, 

campylobacter,…)

� Tekutá kultivační média
� Pro vyšetření citlivosti k minimální inhibiční koncentrace 

(MIC) ATB pomocí mikrodilučního testu
� MH-bujon obdobného složení jako u agarů



Kultivace
Kultivační média – pro testování ATB 

citlivosti

Gram negativní bakterie na MH agaru – diskový difúzní test



Kultivace
Kultivační média – pro testování ATB 

citlivosti

Gram negativní bakterie  v MH bujonu – diluční test pro stanovení MIC



Kultivace
Očkování materiálu

� Očkování materiálu
� Manuální

� Zpracování vzorků na kultivační média

� Manuální rozočkování

� Automatizované systémy
� Poloautomaty

� Plně automatizované systémy



Kultivace
Očkování kultivačních půd

� Přenesení klinického materiálu na kultivační půdu
� Vytvoření inokula pomocí sterilního vatového tampónu 

(tekutý materiál) nebo odběrového tampónu (výtěry, 
stěry)

� Otisk klinického materiálu (otisková metoda pro 
popáleniny, otisky rukou)

� Poválení materiálu po kultivační půdě (kultivace katétrů 
metodou dle Maki)

� Přelití/ponoření kultivační půdy do klinického 
materiálu (URICULT)



Kultivace
Očkování kultivačních půd

� Rozočkování inokula
� Křížovým roztěrem pomocí sterilních bakteriologických 

kliček

� Principem rozočkování je postupné snižování hustoty 
původního inokula tak, aby na konci byly viditelné 
jednotlivé kolonie, u který lze hodnotit morfologii 
kolonií



Kultivace
Hemokultivace
� Kultivace mikroorganismů v krvi v uzavřeném systému

� U septických pacientů
� Inokulace krve do lahviček probíhá již na oddělení

� Kultivace hemokultur analyzátoru s automatickým 
vyhodnocování růstu
� Princip detekce růstu mikroorganismů v hemokulturách je založený 

na detekci oxidu uhličitého
� Metoda sledování tvorby oxidu uhličitého je rozdílná podle výrobce 

analyzátoru
� Sledování změn tlaku uvnitř lahvičky
� Sledování tvorby pomocí čidla na dně lahvičky, které reaguje na tvorbu 

CO2
� Měření je u každého analyzátoru prováděno opakovaně 
� Systémy výsledky měření interpretují a v případě pozitivní 

hemokultury upozorní systém rozsvícením indikátoru na přední 
straně přístroje a/nebo zvukovým alarmem



Kultivace
Hemokultivace



Kultivace
Hemokultivace – typy lahviček

� Standardní média rozdělená podle vztahu etiologického 
agens ke kyslíku
� Aerobní/Anaerobní

� Lahvičky obsahující inhibitory ATB
� Aerobní, anaerobní, pediatrické

� Pro izolaci růstově náročnějších mikroorganismů
� Mykologické, mykobakteriologické

� Pediatrické
� Pro odběr malého množství krve nebo jiného primárně 

sterilního materiálu (např. likvor)

� Současný odběr pro aerobní+anaerobní kultivaci
� 1x aerobní lahvička + 1x anaerobní lahvička



Kultivace
Morfologie kolonií

� Velikost
� Drobné ≤ 1 mm, malé 1 mm, střední 2-3 mm, velké ≥ 5 mm

� Tvar
� Pravidelný, kulatý x nepravidelný, laločnatý

� Profil
� Plochý, vypouklý, miskovitý

� Okraj
� Rovné, laločnaté, vláknité, atd.

� Povrch
� Hladký, lesklý, drsný, zprohýbaný





Kultivace

Morfologie kolonií
� Konzistence

� Hlenovitá, drobivá, mazlavá
� Transparence

� Transparentní, částečně transparentní, neprůhledné
� Barva

� Závislá na kultivační půdě, některé tvoří pigment
� Okolí kultivační půdy

� Hemolýza, tvorba precipitátu na diagnostických půdách
� Zápach

� Příjemná (Pseudomonas) x nepříjemná (Proteus)
� Plazivý růst

� Bakterie z rodu Proteus – Raussův fenomén



Kultivace

Morfologie kolonií

Proteus mirabilis – Raussův fenomén



Kultivace

Morfologie kolonií

Pseudomonas aeruginosa na MH agaru– různé pigmenty



Kultivace

Morfologie kolonií

Bacillus anthracis plstnaté kolonie s výběžky (Caput meduse)



Kultivace

Morfologie kolonií

Uricult – dvě kultivační média pro semikvantitavní vyšetření moče



Kultivace

Morfologie kolonií

Uricult – dvě kultivační média pro semikvantitavní vyšetření moče


