
PŘÍMÝ PRŮKAZ 2. ČÁST 



1. PŘÍMÝ PRŮKAZ - KULTIVACE 

PRAKTICKÁ ČÁST 



Kultivace 

• Princip: Kultivace bakterií je založena na 
schopnosti mikroorganismů množit se na 
neživých médiích 

• Cílem kultivace je průkaz přítomnosti 
mikroorganismů a izolace jednotlivých kolonií 
bakterií za účelem identifikace a testování ATB 
citlivosti 



Kultivace-praktické provedení 

• Pomůcky: krevní agar, McConkey agar, bakteriální 
kultury, kličky, popisovače, dezinfekce 
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McConkey agar – selektivně 
diagnostická půda 

Gram negativní bakterie 

laktóza pozitivní   laktóza negativní 



Desoxycholátový agar– selektivně 
diagnostická půda 

Gram negativní bakterie 

laktóza pozitivní/laktóza negativní 

Produkce H2S 

 



Krevní agar - základní/diagnostická 
půda 

• hemolýza 



2. POČÍTÁNÍ KOLONIÍ MIKROBŮ 

PRAKTICKÁ ČÁST 



Počítání kolonií 

• Princip: z jedné buňky mikroba vyroste jedna 
kolonie, pokud jsou buňky na povrchu agaru 
od sebe dobře odděleny 

• Pro výpočet koncentrace mikrobů je třeba 
materiál ředit tak, aby od sebe byly buňky po 
vyočkování odděleny 

• Postup se používá zejména pro stanovení 
bakteriurie 



Počítání kolonií– praktické 
provedení 

• Pomůcky: suspenze bakterií, fyziologický roztok (3 zkumavky à 9,9ml), 
pipeta, kalibrovaná klička (10µl), živný agar, popisovač, dezinfekce 

• Postup: do 1. zkumavky se přidá 0,1ml bakt. suspenze. Po promíchání se 
přenese 0,1ml ze zkumavky 1 do zkumavky 2; dtto ze zkumavky 2 do 
zkumavky 3. Ze zkumavky 2 a 3 se vyočkuje objem (V) 0,1 ml po celé ploše 
agaru pomocí kalibrované kličky, na agar se poznamená ředění suspenze. 

• inkubuje se 18h při 37°C 
• Vyhodnocení: ve 2. prakt. cvičeních 

 

 

Ředění (D)  (9,9ml fyz. roztoku + 0,1ml suspenze) 
Zkumavka 1  10-2 

Zkumavka 2 10-4 

Zkumavka 3 10-6 

 

Koncentrace mikrobů (K) - výpočet 
Objem (V), ředění (D), a počet kolonií (N) 
K = N/V x D 



3. VYŠETŘENÍ CITLIVOSTI NA 
ANTIBIOTIKA – DISKOVÝ DIFÚZNÍ 
TEST 

PRAKTICKÁ ČÁST 



Diskový difúzní test – praktické 
provedení 

• Princip: stanovení citlivosti rychle rostoucích nenáročných 
bakterií k antibiotikům pomocí disků s antibiotiky 

• Agarová půda je naočkovaná bakteriální suspenzí a pokladena 
disky s antibiotiky 

• Po inkubaci sledujeme velikost inhibiční zóny, kterou vytváří 
antibiotikum, které difunduje do agaru 

• Průměr inhibiční zóny je porovnán s průměrem inhibiční zóny 
stanoveným pro citlivé a rezistentní kmeny (Break Point) 

• Průměr inhibiční zóny přímo závisí na citlivosti mikroba a 
obsahu antibiotika v disku 

• Nepřímo je ovlivněn pH půdy, výškou agarové vrstvy, 
koncentrací inokula 



Diskový difúzní test – praktické 
provedení 

• Pomůcky: kultura Staphylococcus aureus, MH agar, 
zkumavka se 4 ml fyziologického roztoku, zákalový 
standard 0,5 McFarlanda, pasteurovy pipety, kličky, 
popisovač, dezinfekce, ATB disky 

• Příprava inokula: dotykem kličkou se odebere 1 – 2 
kolonie bakterií a po stěně zkumavky se pečlivě 
rozsuspenduje. Zákal se upraví dle zákalové 
standardy (0,5 McFarlanda) 



Diskový difúzní test – praktické 
provedení 

• Inokulace: pomocí vatového tamponu 
naneseme suspenzi na agar tak, aby byla 
využita celá plocha agaru 



Diskový difúzní test – praktické 
provedení 

• Kladení disků a inkubace: pomocí pokladače s 
antibiotickými disky jsou disky přeneseny na 
inokulovaný agar. Misky se vloží do termostatu 
dnem vzhůru, kde se inkubují 18h při 37°C 

• Hodnocení: po inkubaci se změří inhibiční 
zóny kolem disků s antibiotiky a porovnají s 
limitními zónami testovaných antibiotik. 

– Zóna větší než limit – kmen je citlivý  

– Zóna menší než limit – kmen je rezistentní 



4. POČÍTÁNÍ KOLONIÍ - HODNOCENÍ 

PRAKTICKÁ ČÁST 



Počítání kolonií - hodnocení 

• Vyhodnocení: po inkubaci se spočítají kolonie 
na miskách toho ředění, kde je 10 – 200 
kolonií. Spočte se průměrný počet kolonií a 
vypočte se koncentrace mikrobů.  

Ředění (D)   
Zkumavka 1  10-2 

Zkumavka 2 10-4 

Zkumavka 3 10-6 

 

Koncentrace mikrobů (K) - výpočet 
Objem (V), ředění (D), a počet kolonií (N) 
K = N/V x D 



5. PŘÍMÝ PRŮKAZ – KULTIVACE 
HODNOCENÍ 

PRAKTICKÁ ČÁST 



Selektivně diagnostické půdy 

• Hodnocení: 

 

• McConkey agar – laktóza pozitivní/laktóza 
negativní kolonie 

 

• Krevní agar – popište typ hemolýzy 

 



6. DISKOVÝ DIFÚZNÍ TEST 
HODNOCENÍ 

PRAKTICKÁ ČÁST 



Diskový difúzní test 

• Hodnocení: Po inkubaci se změří průměr inhibiční zóny kolem 
disku s antibiotikem. Zaznamenejte velikost zóny a 
interpretujte výsledek citlivosti porovnáním s limity pro dané 
mikroby a antibiotika. 
 

Zóna větší než limit   
kmen je citlivý  
 
Zóna menší než limit  
kmen je rezistentní 



7. PRŮKAZ BETALAKTAMÁZY 

PRAKTICKÁ ČÁST 



Testování produkce betalaktamázy 

• Princip: 

 bakterie mohou produkovat enzym 
 (betalaktamázu) štěpící betalaktamový 
 kruh za vzniku kyseliny penicilinové. 
 Kyselou reakci lze prokázat pomocí 
 jodometrické metody nebo 
 chromogenního substrátu (nitrocefin).  



Průkaz betalaktamázy – praktické 
provedení (nitrocefinový test) 

• Pomůcky: proužek filtračního papíru roztok 
nitrocefinu, kličky, kultury bakterií, podložní sklíčko, 
dezinfekce 

• Provedení: Proužek se zvlhčí roztokem nitrocefinu. 
Na vlhký proužek se nanese kultura testovaného 
kmene. 

• Hodnocení: červené zabarvení indikuje produkci 
betalaktamázy. Zaznamenejte, zda testovaný kmen 
produkuje betalaktamázu. 

 


