PRIMY PRUKAZ 2. CAST



PRAKTICKA CAST
1. PRIMY PRUKAZ - KULTIVACE



Kultivace

* Princip: Kultivace bakterii je zalozena na
schopnosti mikroorganismu mnozit se na
nezivych médiich

* Cilem kultivace je prukaz pritomnosti
mikroorganismu a izolace jednotlivych kolonii
bakterii za ucelem identifikace a testovani ATB
citlivosti




Kultivace-praktické provedeni

* Pomucky: krevni agar, McConkey agar, bakterialni
kultury, klicky, popisovace, dezinfekce



McConkey agar — selektivné
diagnosticka puda
Gram negativni bakterie
laktoza pozitivni _ laktdza negativni




Desoxycholatovy agar— selektivné
diagnosticka puda
Gram negativni bakterie

laktdza pozitivni/laktdza negativni
Produkce H,S




Krevni agar - zakladni/diagnosticka
puda

* hemolyza




PRAKTICKA CAST
2. POCITANI KOLONIi MIKROBU



Pocitani kolonii

* Princip: z jedné bunky mikroba vyroste jedna
kolonie, pokud jsou bunky na povrchu agaru
od sebe dobre oddéleny

* Pro vypocet koncentrace mikrobu je treba
material redit tak, aby od sebe byly bunky po
vyockovani oddéleny

* Postup se pouziva zejména pro stanoveni
bakteriurie
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Pocitani kolonii— praktickeé
provedeni

Pomticky: suspenze bakterii, fyziologicky roztok (3 zkumavky a 9,9ml),
pipeta, kalibrovana klicka (10ul), Zivny agar, popisovac, dezinfekce
Postup: do 1. zkumavky se prida 0,1ml bakt. suspenze. Po promichani se
prenese 0,1ml ze zkumavky 1 do zkumavky 2; dtto ze zkumavky 2 do
zkumavky 3. Ze zkumavky 2 a 3 se vyockuje objem (V) 0,1 ml po celé plose
agaru pomoci kalibrované klicky, na agar se poznamena redéni suspenze.

inkubuje se 18h pri 37°C
Vyhodnoceni: ve 2. prakt. cvicenich

Redéni (D) (9,9ml fyz. roztoku + 0,1ml suspenze)
Zkumavka 1 1072
Zkumavka 2 104
Zkumavka 3 106

Koncentrace mikrob (K) - vypocet
Objem (V), redéni (D), a pocet kolonii (N)
K=N/VxD



PRAKTICKA CAST

3. VYSETRENI CITLIVOSTI NA
ANTIBIOTIKA — DISKOVY DIFUZNI
TEST



Diskovy difuzni test — prakticke
provedeni

Princip: stanoveni citlivosti rychle rostoucich nenarocnych
bakterii k antibiotikim pomoci disku s antibiotiky

Agarova puda je naockovana bakterialni suspenzi a pokladena
disky s antibiotiky

Po inkubaci sledujeme velikost inhibi¢ni zony, kterou vytvari
antibiotikum, které difunduje do agaru

Priamér inhibi¢ni zény je porovnan s prumérem inhibic¢ni zény
stanovenym pro citlivé a rezistentni kmeny (Break Point)
Pramér inhibi¢ni zény primo zavisi na citlivosti mikroba a
obsahu antibiotika v disku

Neprimo je ovlivnén pH pudy, vySkou agarové vrstvy,
koncentraci inokula



Diskovy difuzni test — prakticke
provedeni

* Pomiucky: kultura Staphylococcus aureus, MH agar,
zkumavka se 4 ml fyziologického roztoku, zakalovy
standard 0,5 McFarlanda, pasteurovy pipety, klicky,
popisovac, dezinfekce, ATB disky

* Priprava inokula: dotykem klickou se odebere 1 —2
kolonie bakterii a po sténé zkumavky se peclive
rozsuspenduje. Zakal se upravi dle zakalové
standardy (0,5 McFarlanda)



Diskovy difuzni test — prakticke
provedeni
* Inokulace: pomoci vatového tamponu

naneseme suspenzi na agar tak, aby byla
vyuzita cela plocha agaru

Streaks in 3
passes




Diskovy difuzni test — prakticke
provedeni

* Kladeni disku a inkubace: pomoci pokladace s
antibiotickymi disky jsou disky preneseny na
inokulovany agar. Misky se vlozi do termostatu
dnem vzhuru, kde se inkubuji 18h pri 37°C

 Hodnoceni: po inkubaci se zméri inhibicni
zony kolem disku s antibiotiky a porovnaiji s
limitnimi zOnami testovanych antibiotik.
— Z6éna vétsi nez limit — kmen je citlivy
— Zéna mensi nez limit — kmen je rezistentni



PRAKTICKA CAST
4. POCITANI KOLONIi - HODNOCENI
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Pocitani kolonii - hodnoceni

* Vyhodnoceni: po inkubaci se spocitaji kolonie
na miskach toho redeéni, kde je 10 — 200
kolonii. Spocte se prumeérny pocet kolonii a
vypocte se koncentrace mikrobu.

Redéni (D)
Zkumavkal 1072

Zkumavka 2 104
Zkumavka3 10°

Koncentrace mikrob (K) - vypocet
Objem (V), redéni (D), a pocet kolonii (N)
K=N/VxD



PRAKTICKA CAST

5. PRIMY PRUKAZ - KULTIVACE
HODNOCENI



Selektivné diagnostické pudy

e Hodnoceni:

* McConkey agar — laktéza pozitivni/laktdza
negativni kolonie

* Krevni agar — popiste typ hemolyzy



PRAKTICKA CAST

6. DISKOVY DIFUZNI TEST
HODNOCENI



Diskovy difuzni test

Hodnoceni: Po inkubaci se zméri primér inhibi¢ni zony kolem
disku s antibiotikem. Zaznamenejte velikost zony a
interpretujte vysledek citlivosti porovnanim s limity pro dané
mikroby a antibiotika.

Zona vetsi nez limit
kmen je citlivy

Zona mensi nez limit
kmen je rezistentni



PRAKTICKA CAST
7. PRUKAZ BETALAKTAMAZY



Testovani produkce betalaktamazy

* Princip:
bakterie mohou produkovat enzym
(betalaktamazu) stépici betalaktamovy
<ruh za vzniku kyseliny penicilinové.
Kyselou reakci lze prokazat pomoci
jodometrické metody nebo
chromogenniho substratu (nitrocefin).




Prukaz betalaktamazy — praktické
provedeni (nitrocefinovy test)

* Pomucky: prouzek filtracniho papiru roztok
nitrocefinu, klicky, kultury bakterii, podlozni sklicko,
dezinfekce

* Provedeni: Prouzek se zvlhcCi roztokem nitrocefinu.
Na vlihky prouzek se nanese kultura testovaného
kmene.

* Hodnoceni: Cervené zabarveni indikuje produkci
betalaktamazy. Zaznamenejte, zda testovany kmen
produkuje betalaktamazu.



