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Mikrobiologicka kvalita syrového mléka je nejvice zavis-
14 na zpusobu dojeni, na kvalitni hygiené vemene pred
dojenim a na zdravotnim stavu ovci. Pribéh laktace nema
na sledovani mikrobiologickych parametrti vliv. Pfi hodno-
ceni latkového sloZeni mléka byl zjiStén zvysujici se obsah
tuku, bilkovin, kaseinu a tukuprosté susiny. Obsah kaltozy
v pribéhu laktace klesal.

Ze zjisténych CPM se prokazalo, Ze je realné limit CPM
1,5.10° KTJ/ 1 ml dle Nafizeni ES 853/2004 splnit i na
malych farmach. Je k tomu dulezité zajistit kvalitni
hygienu vemene, krmné davky a vyloucit nemocna zvirata.
Nadojené mléko je nutné co nejrychleji zchladit na teplotu
4°C. Splnéni vyse uvedenych pozadavka vede ke zkvalit-
néni vstupni suroviny pro dalsi technologické zpracovani
ovc¢iho mléka na farmach.
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Checking on mupirocin selectivity for
bifidobacterium determination

Abstrakt

Vliv mupirocinu na 21 typovych kmenu bifidobakterii
byl stanoven na pudach ARC, ARCP a TOS. Poéty kolonie
tvoficich jednotek byly na tfech porovnavanych ptidach
srovnatelné na hladin€ vyznamnosti 95 % s vyjimkou
kmene Bifidobacterium gallicum LMG 11596, jehoZ rist
byl na ptidé ARCP slabsi. Kmen Bifidobacterium animalis
ssp. animalis CCM 4988" prokézal dobrou rlistovou schop-
nost pouze na pudé TOS. Pfi pozorovani vlivu mupirocinu
byl stanoven mirny inhibi¢ni vliv na rast v ptipadé 4 kment
bifidobakterii na hladiné pravdépodobnosti 95 %.

V pfipadé inokulace smésnych kultur a kmenu z jinych
rodu nez Bifidobacterium na pudy ARC a ARCP byla za-
znamenana pritomnost kolonii rtiznych tvart, velikosti
a rizné intenzity modré barvy. Na pudé TOS byly ve
vétsiné pripadd detekovany drobné bilé kolonie velikosti
mensi nez 0,5 mm. Po pfidavku mupirocinu do Zivné pudy
byl riist vSech testovanych kment a kultur vyznamné inhi-
bovén s vyjimkou kmene Propionibacterium freudenreichii

subsp. shermanii CCDM 160 na pidach ARC-M a ARCP-M
a kefirové kultury. V tomto pfipadé€ jsou vyssi hodnoty na
pudach s mupirocinem zpusobeny pravdépodobné pritom-
nosti kvasinek v MTO36LV kulture.

Abstract

In this study selective enumeration of bifidobacteria
using lithium mupirocin was tested. The effect of
mupirocin on 21 strains of bifidobacteria was determined
on ARC, ARCP and TOS media. Counts of colonies on
media without addition of mupirocin were equivalent at
probability level 95 % excepting Bifidobacterium gallicum
LMG 11596", which level of growth was lower on ARCP
medium. Strain Bifidobacterium animalis subsp. animalis
CCM 4988" was able to grow merely on TOS medium.
There was determined slight inhibitory effect of mupirocin
on 4 tested bifidobacteria strains at probability level 95 %.

In case of inoculation of mixed cultures and strains from
other genera on ARC and ARCP media, there were detec-
ted colonies of different shapes, sizes and with different
intensity of blue colour. On TOS medium were detected
mostly small white colonies with diameter less than
0,5 mm. The growth of all tested strains and cultures was
markedly inhibited by addition of mupirocin to growth
media exception Propionibacterium freudenreichii subsp.
shermanii CCDM 160 on ARC-M and ARCP-M, and
MTO36LV. In case of MTO36LV were detected higher
counts of colonies probably due to presence of yeasts.

1. Uvod

Ruzné kmeny rodu Bifidobacterium jsou spolu s dalSimi bak-
teriemi a v soucasnosti i nékterymi kvasinkami oznacovany
jako probiotické mikroorganismy. Dle definice uvedené WHO
a FAO v roce 2001 jsou probiotické mikroorganismy "Zivé
mikroorganismy, které maji pri podani v dostatecném mnozstvi
pozitivni vliv na zdravi svého hostitele". Za dostateéné
mnoZstvi je povazovan denni pifjem 10*-10° KTJ/ml (Shah,
2000), coz je ekvivalentni denni konzumaci 100 g probiotic-
kého vyrobku s koncentraci 10° KTJ/ml probiotickych
mikroorganismil. Legislativné oSetfend je tato skute¢nost vy-
hlaSkou Ministerstva zemédelstvi ¢. 77/2003 Sb., kterou se
stanovi pozadavky pro mléko a mlécné vyrobky, mraZené
krémy a jedlé tuky a oleje. V této vyhlasce je pozadavek na
kysané mlécéné vyrobky s bifidokulturou pritomnost bifidobak-
terii v minimdlni koncentraci 10%g vyrobku a to po celou dobu
trvanlivosti. JelikoZ nejcastéji pouzivanymi probiotickymi
mikroorganismy v mlécnych vyrobcich jsou pravé rizné kmeny
bifidobakterii vyskytujici se spolu s dal$imi druhy bakterii, je
tedy nutné jejich selektivni stanoveni v té€chto produktech.

Pro stanoveni bifidobakterii byla vyvinuta fada médii
s rdznou citlivosti, selektivitou a pouzitelnosti. Jejich
prehled je uveden v praci Roy a kol. (2000). V roce 2000
byla publikovéana prace navrhujici pro stanoveni bifidobak-
terii pouziti litné soli mupirocinu (Rada a Koc, 2000).
Selektivita mupirocinu pro stanoveni bifidobakterii byla
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potvrzena i fadou dalSich autort (Drab a kol., 2005; Grand
akol., 2003, Simpson a kol., 2004). Na zéklad¢ téchto praci
byla v roce 2007 presentovana studie popisujici vyvoj stan-
dardni metody pro stanoveni bifidobakterii v mlécnych
vyrobcich (Bulletin IDF 411/2007) a na zékladé vysledka
této studie byla zahdjena pfiprava normy pro stanoveni pre-
sumptivnich bifidobakterii ve fermentovanych i nefermen-
tovanych mlécnych vyrobcich, suSeném mléce, détské
vyzivé a zdkysovych kulturdch. Jedna se o normu ISO
29981:2010, ktera byla na pocatku roku 2010 schvélena
a v prabéhu roku 2010 se tedy ocekava jeji uvedeni do praxe
(CSN ISO 29981). V této normé je doporucovano pouZiti
TOS propionate agar media vyrabéného firmou Yakult
(YAKULT PHARMACEUTICAL INDUSTRY CO., LTD.,
Japonsko) s pfidavkem 50 mg/1 lithium mupirocinu.

Cilem této prace bylo zjistit schopnost riistu rdznych
typovych kment bifidobakterii na tomto médiu, ovéfit jeho
selektivitu a rist na této pudé porovnat s dalSimi
pouZzivanymi médii pro stanoveni bifidobakterii zaloZzenymi
na bézné dostupnych komercnich suSenych médiich.

2. Material a metody

2.1 Poutité kmeny

Jednotlivé typové a referencni kmeny byly ziskany
z rlznych sbirek mikroorganismi CCM (Ceské sbirka
mikroorganismii, Brno, CR), CCDM (Sbirka mlékaren-
skych mikroorganismii Laktoflora, Tabor, CR), LMG
(BCCM/LMG, Gent, BEL). Déle byly pouzity smésné kul-
tury FD (Chr. Hansen, Hoersholm, DK) a kefirova kultura
MTO36LV (MILCOM a.s., Praha, CR).

2.2 Uchova kmenii

Pro dlouhodobé uchovavani kmend byly pouZivany
vhodné kultiva¢ni bujony smichané s 20 % 85 % glycerolu
a rozplnéné po 1,35 ml do kryozkumavek. Po sterilaci
kryozkumavek pti 121 °C po dobu 20 minut, bylo do zku-
mavek pridano priblizné 10 pl 5 % roztoku L-cystein
hydrochloridu a 0,2 ml suspenze kmene. Po hodiné stini
pii pokojové teploté za obCasného obraceni zkumavek byly
zkumavky uloZeny pfi -70 °C do doby pouziti.

2.3 Kultivace kmenii a stanoveni poctu

VSechny druhy rodu Bifidobacterium byly kultivovany
v MRSC bujénu (Merck 1.10661 + 2g/1 NAHCO3), pri
37 °C z kultur uchovavanych pfi -70 °C v kryozku-
mavkach. Pfi kultivaci byl pfidavan L-cystein hydrochlorid
na vyslednou koncentraci 0,05 % (m/v). Kultiva¢ni pod-
minky ostatnich kment jsou uvedeny v Tab. 1. Po obnoveni
(inokulum 10 %) byly kmeny dvakrat preockovany a kul-
tivovany za optimalnich podminek do zacatku stacionarni
faze. Smésné kultury MTO36LV a FD byly pfipraveny
zaoCkovanim granulitu do 10 % RSM (Promil, CR).

Nésledné byly kmeny a smésné kultury ockovany na jed-
notlivé Zivné pudy a kultivovany pii 37°C po dobu 72 hodin
v anaerobni atmosféfe vytvorené pomoci generatord anae-
robni atmosféry Anaerogen (Oxoid, Basingstoke, VB).

Tab. 1 Vyvoj obchodnich cen vybranych miékarenskych
vyrobku v K&/llkg
Druh Oznaceni Teplota Médium 0,05 %
rustu cystein
CCM7192" | 37°C | MRSC | +
Lactobacillus helveticus CCM 7193" | 37°C MRSC +
Lactobacillus acidophilus CCM 4833" | 37°C MRSC +
Lactobacillus casei subsp. casei | CCM 7088 | 37°C MRSC

Lactobacillus delbrueckii subsp. | CCM 7190" | 37°C MRSC +
bulgaricus

Lactobacillus buchneri
Streptococcus thermophilus

Lactococcus lactis subsp.
cremoris

Lactobacillus delbrueckii subsp.
lactis

Lactococcus lactis subsp. lactis

Leuconostoc mesenteroides
subsp. cremoris

FD kultura 25°C RSM
Kefirova kultura MTO036 LV 25°C RSM

Propionibacterium freudenreichii | CCDM 160 | 30°C YEL
subsp. shermanii

Lactobacillus fermentum

cCDM 1819"| 30°C | MRSC
LMG 6896 | 37°C | Mi7
LMG 68977 | 30°C | Mi7

CCDM 847" | 37°C | MRSC +

ccM1877" | 30°C | Mi7
cCM2078" | 30°C | MRSC

Legenda: + s pridavkem, - bez pridavku cystein hydrochloridu

Pro stanoveni byly pouzity niZe uvedené Zivné pudy:

TOS - TOS propionate agar medium (YAKULT PHAR-
MACEUTICAL INDUSTRY CO., LTD., Tokyo, Japonsko)
navazka 62,5 g na 1000 ml.

ARC - RCM agar 52,5 g (Oxoid CM0151), 0,3 g aniline
blue (Sigma-Aldrich), pH 7,10.

ARCEP - priprava shodna s ARC + pridavek 5 g propio-
natu sodného / 1000 ml média (Sigma Aldrich, Postfach,
Svycarsko).

Zasobni roztok lithium mupirocinu - koncentrace 1g/1
mupirocin (AppliChem GmbH Darmstadt, Némecko)
+ 2 g/l LiCl (Sigma-Aldrich, Postfach, Svycarsko) + 30 g/l
T.C.S bujéonu (BIO-RAD 64144), rozpusténi v ultra-
zvukové lazni pri 40 °C, sterilace mikrofiltraci 0,22 um,
skladovani pri -20°C.

Ke vSem pidam byl pridan pred analyzou 5 % roztok
L-cystein hydrochloridu sterilovany mikrofiltraci na
vyslednou koncentraci 0,05 % (m/v) a roztok lithium
mupirocinu na vyslednou koncentraci 100 mg/1.

Rist kazdého testovaného kmene byl stanoven nejprve
tiikrat na kazdé z vysSe uvedenych pid bez mupirocinu
a nasledné byl porovnavan rist na kazdé pidé obsahujici
100 mg/l mupirocinu vzhledem k rdstu na samotné pude.

2.4 Vyhodnoceni vysledki

Dle normy CSN P ENV ISO 13843 (2002) pro validaci
mikrobiologickych metod byla stanovena shodnost a rela-
tivni vytéznost pud.

Po logaritmické transformaci poctii kolonie tvoficich jed-
notek (KTJ) byl k primérnym hodnotdm prifazen interval
spolehlivosti dle vzorce t(op, n.1)sd/\/n (Paulson, 2008), kde
t je tabelovand hodnota studentova rozdéleni na hladiné
vyznamnosti 95% pro n-1 stupné volnosti, s4 je smérodatna
odchylka a n pocet méfeni. Shodnost vysledkd byla
stanovena jako smérodatnd odchylka tfi nezavislych
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méfeni. Pro porovnani rtstu bifidobakterii na trojici pad
ARC, ARCP a TOS bez pridavku mupirocinu byly pouzity
logaritmické hodnoty tfi nezavislych méteni pro jednotlivé
kmeny bifidobakterii. Vyhodnoceni bylo provedeno na
zékladé jednofaktorové analyzy rozptylu (ANOVA)
pomoci softwaru Statistica (StatSoft, Tulse, OK, USA).
U kmend, jejichZ hodnoty testového kriteria nespadaly do
oboru kritickych hodnot a byla tedy prokdzana odliSnost
poctt KTJ, byl pouzit LSD test pro blizsi identifikaci pad,
na nichz byl rist bifidobakterii pravée statisticky odlisny.
Pro vyhodnoceni vliva mupirocinu na rast bifidobakterii
na pudach ARC, ARCP a TOS byly vypocteny primérné
rozdily logaritmickych hodnot pro pidy bez mupirocinu
a s pfidavkem mupirocinu a déle jejich standardni nejisto-
ta. Na zakladé téchto statistickych ukazatelt byl proveden
Studentiiv parovy jednostranny t-test pro stanoveni stati-
sticky vyznamného rozdilu rastu jednotlivych kment bifi-
dobakterii na pidach bez mupirocinu a s mupirocinem. Pro
vypocet byl pouZit vzorec t = d/sd*\/n (Paulson, 2008), kde
d je primérna hodnota rozdilii log poétti KTJ detekovanych
na pudé bez mupirocinu a s pfidavkem mupirocinu, sq je
smérodatna odchylka d a n je pocet méteni. Statistické testy
byly provedeny na 95 % hladiné vyznamnosti. Dile byla
stanovena relativni vytéznost pud (pomér poctit KTJ na
selektivni a referenéni ptidé uvedeny v procentech).

3. Dosazené vysledky

Schopnost rtistu na tfech riznych ptidach bez mupirocinu
a dale s prfidavkem mupirocinu byla porovnavana
u 21 typovych kment bifidobakterii. Seznam téchto kment
spolu s primérnymi hodnotami logaritmi pocti KTJ
a smérodatnymi odchylkami je uveden v Tab. 2.

Dale byl pozorovan rlist na téchto pidach u 12 kment
z riznych rodt a u dvou smésnych kultur. Byly vybrany
zastupci takovych druhd, které jsou Casto pouzity ve fer-
mentovanych mléénych vyrobcich. Seznam téchto kmenit
a kultur je uveden v tab. 1.

Typovy kmen Bifidobacterium animalis subsp. animalis
CCM 4988™ nerostl na pidé ARC ani ARCP, zatimco na
TOS médiu po 72 h kultivace tvoril bilé kolonie ve tvaru
disku o velikosti 0,5-1,5 mm. Stejny typ kolonii byl
pozorovan na pudé TOS i v pripadé ostatnich kment bifi-
dobakterii. Kolonie detekované na pidich ARC a ARCP
byly slabé namodralé az naSedlé disky o velikosti 0,5 aZ
3 mm.

Mira rtstu jednotlivych kmend na trojici porovnavanych
pud byla stanovena na zakladé vysledkti jednofaktorové
analyzy rozptylu uvedenych v tab. 3. Hodnota testového
kriteria presahovala tabelovanou hodnotu (Fi.,=5,14) pouze
v piipadé kmene Bifidobacterium gallicum LMG 11596".

Tab. 2 Priimérné hodnoty log (KTJ) mI" spolu s intervaly spolehlivosti a smérodatnymi odchylkami pro jednotlivé kmeny

bifidobakteril
Kmen ARC {0 ARCP ARCP-M T0S T0S-M

pramér SD primér SD primér SD pramér SD pramér SD pramér SD

poéti® pocti® pocti® pocti® poéti® poéti®
;Bifidobacteriumanimalissubp. DSM 101407 | 9,19+0,16| 0,06 | 9,17+0,06 | 0,02 | 9,17+0,23| 0,09 | 9,13+0,10{ 0,04 | 9,07+0,12 | 0,05 | 8,92+0,37 | 0,15
actis
Bifidobacterium scardovii CCDM 3507 | 9,33+0,21 | 0,08 | 9,340,10 | 0,04 | 9,34+0,12 | 0,05 | 9,32+0,13 | 0,05 | 9,320,17 | 0,07 | 9,32+0,16 | 0,07
Bifidobacterium pseudolongum CCM 7208 | 8,04+0,30| 0,12 | 8,06+0,34 | 0,14 | 8,05+0,38 | 0,15 | 8,12+0,24 | 0,10 | 8,07=0,29| 0,12 | 8,04=0,30 | 0,12
subsp. globosum
Bifidobacterium catenulatum CCM 4989" | 9,31+0,30| 0,12 | 9,31+0,33 | 0,13 | 9,32+0,31| 0,13 | 9,32+0,36 | 0,15 | 9,28+0,32 | 0,13 | 9,30+0,34 | 0,14
Bifidobacterium angulatum CCDM 312 | 8,510,101 0,04 | 8,47+0,19 | 0,07 | 8,47+0,21 | 0,09 | 8,47+0,25 | 0,10 | 8,50+0,21 | 0,08 | 8,51+0,24 | 0,10
Bifidobacterium pseudolongum CCM 72077 | 9,15+0,80 | 0,32 | 9,13+0,85 | 0,34 | 9,12+0,74 | 0,30 | 9,12+0,78 | 0,31 [ 9,14=0,86 | 0,35 | 9,17+0,72 | 0,29
subsp. pseudolongum
Bifidobacterium longum CCDM 232" | 9,020,08 | 0,03 | 9,03+0,06 | 0,02 | 9,03+0,07 | 0,03 | 8,99+0,17 | 0,07 | 9,02+0,07 | 0,03 | 9,05+0,17 | 0,05
subsp. Infantis
Bifidobacterium dentium CCDM 318" | 9,09£0,05 | 0,02 | 9,08+0,10 | 0,04 | 9,13+0,14 | 0,05 [ 9,110,13 | 0,05 | 9,06+0,33 | 0,13 | 9,05+0,40 | 0,16
Bifidobacterium animalis subsp. CCM 4988" - - - 8,44+0,07 | 0,03 | 8,44+0,25| 0,10
animalis
Bifidobacterium adolescentis CCM 49877 | 8,05+0,11| 0,04 | 8,02+0,18 | 0,07 | 8,07+0,27 | 0,11 | 8,03+0,16 | 0,06 | 8,03+0,08 | 0,03 | 8,010,16 | 0,06
Bifidobacterium thermacidophilum | LMG 216897 | 9,33+0,53 | 0,21 9,300,70 | 0,28 | 9,31+0,54 | 0,22 | 9,23+0,81 | 0,33 | 9,28+0,58 | 0,23 | 9,29+0,59 | 0,24
subsp. porcinum
fifidobacterium/ongumsubsp. LMG 131977 | 9,03+0,33| 0,13 | 9,03+0,17 | 0,07 | 9,070,09 | 0,04 | 9,04+0,27 | 0,11 | 9,05+0,35 | 0,14 | 9,05+0,32 | 0,13
longum
Bifidobacterium psychraerophilum LMG 217757 | 8,99+0,03 | 0,01 | 8,94+0,14 | 0,06 | 8,98+0,40 | 0,16 | 8,91+0,24 | 0,10 | 8,95+0,10 | 0,04 | 9,00+0,10 | 0,04
Bifidobacterium longum subsp. suis | LMG 218147 | 9,20+0,22| 0,09 | 9,24+0,23 | 0,09 | 9,220,21 | 0,09 | 9,19+0,22 | 0,09 | 9,15+0,41 | 0,17 | 9,16+0,33 | 0,13
Bifidobacterium thermacidophilum | LMG 21395" | 9,50+0,20 | 0,08 | 9,44+0,39 | 0,16 | 9,47+0,12 | 0,05 | 9,42+0,23 | 0,09 | 9,56+0,12 | 0,05 | 9,56+0,01 | 0,00’
subsp. thermacidophilum
Bifidobacterium bifidum LMG 110417 | 8,23+0,71 | 0,29 | 8,250,64 | 0,26 | 8,24+0,73 | 0,29 | 8,25+0,77 | 0,31 | 8,24+0,75 | 0,30 | 8,25+0,79 | 0,32
Bifidobacterium breve LMG 13208 | 8,71+0,19| 0,08 | 8,69+0,19 | 0,08 | 8,70+0,21 | 0,08 | 8,69+0,25 | 0,10 | 8,70+0,06 | 0,03 | 8,72+0,16 | 0,07
Bifidobacterium crudilactis LMG 23609" | 9,15+0,19| 0,08 |9,13+0,21 | 0,08 | 9,13+0,11 | 0,04 | 9,03+0,14 | 0,06 | 9,140,25 | 0,11 | 9,15+0,19 | 0,08
Bifidobacterium gallicum LMG 115967 | 9,10+0,09 | 0,04 | 9,13+0,02 | 0,01 | 9,04+0,18 | 0,07 | 9,05+0,12 | 0,05 | 9,17+0,05 | 0,02 | 9,17+0,04 | 0,02
Bifidobacterium pseudocatenulatum | CCM 7094" | 8,28+0,27 | 0,11 |8,30+0,22 | 0,09 | 8,23+0,32 | 0,13 | 8,25+0,40 | 0,16 | 8,38+0,08 | 0,32 | 8,39+0,06 | 0,24
Bifidobacterium thermophilum LMG 115747 | 9,68+0,18 | 0,07 | 9,67+0,29 | 0,12 | 9,67+0,14 | 0,06 | 9,64+0,22 | 0,09 | 9,71+0,15 | 0,06 | 9,68+0,14 | 0,06
Pozn. a - primérna hodnota ze tif nezavislych méfeni (log KTJ.ml") + interval spolehlivosti
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Tab. 3 Vysledky parového t-testu pro pudy bez mupirocinu a s pridavkem mupirocinu (-M), jednofaktorové ANOVY pro pddy
ARC, ARCP a TOS a relativni vytéZnosti pid

ARC/ARC-M
Relativni t-test

ARCP/ARGP-I1

Relativni
vytéznost

TOS/T0S-M

Relativni  ANOVA
vytéznost (F hodnota)

Oznaceni
t-test

vytéZnost

Bifidobacterium animalis subsp. lactis DSM 101407 | 0,654 95,07 1,38 89,53 1,911 73,77 2,477
Bifidobacterium scardovi CCDM 350" | -0,207 100,46 2,36 97,40 0,084 99,69 0,041
Bifidobacterium pseudolongum subsp. globosum CCM 7208" | -0,839 104,73 -1,84 112,99 3,223 93,42 0,048
Bifidobacterium catenulatum CCM 4989" | -0,191 101,27 -0,2 102,04 -6,272 104,57 0,063
Bifidobacterium angulatum CCOM 312" | 1,195 92,98 0,466 99,45 2,198 104,30 0,164
Bifidobacterium pseudolongum subsp. pseudolongum CCM 72077 0,886 99,72 -0,23 102,29 -0,543 101,07 0,005
Bifidobacterium longum subsp. infantis CCDM 232" | -0,297 101,92 1,519 91,05 -1,759 106,98 0,194
Bifidobacterium dentium ccDM 318" | 1,087 95,90 0,642 95,38 0,405 98,76 0,62
Bifidobacterium animalis subsp. animalis CCM 4988T - - - - 0,094 100,60 -

Bifidobacterium adolescentis CCM 49877 | 1,595 93,84 1,337 91,32 0,76 96,30 0,179
Bifidobacterium thermacidophilum subsp. porcinum LMG 21689" 0,97 96,13 1,225 91,32 -3,802 102,26 0,051
Bifidobacterium longum subsp. longum LMG 131977 | -0,037 98,28 0,787 94,29 0,400 98,03 0,071
Bifidobacterium psychraerophilum LMG 217757 | 1,668 91,21 1,571 81,83 5,122 112,26 0,102
Bifidobacterium longum subsp. suis LMG 218147 | -3,767 109,65 1,624 93,45 -0,603 101,13 0,295
Bifidobacterium thermacidophilum subsp. thermacidophilum LMG 21395" | 0,615 90,13 1,501 89,07 -0,718 100,55 1,472
Bifidobacterium bifidum LMG 110417 | -0,753 101,51 -1,445 104,93 -0,415 103,71 0,001
Bifidobacterium breve LMG 13208" | 3,064 95,85 1,243 97,71 -0,736 104,76 0,029
Bifidobacterium crudilactis LMG 23609" | 3,021 95,10 6,416 79,21 -0,23 100,95 0,065
Bifidobacterium gallicum LMG 11596 | -1,400 106,08 -0,439 103,64 0,045 99,78 5,797
Bifidobacterium pseudocatenulatum CCM 7094" | -0,663 102,39 -0,843 107,68 -0,041 92,38 0,422
Bifidobacterium thermophilum LMG 115747 | 0,417 98,89 1,253 94,52 3,242 92,69 0,366

Pozn.: tabelované hodnoty tap=2,92, Fiav=5,14
hodnoty relativni vytéZnosti jsou uvedeny v procentech

LSD testem byla prokazéana inhibice riistu tohoto kmene na
pudé ARCP bez ptidavku mupirocinu. U ostatnich kment
bifidobakterii byly pocty KTJ na trojicich pid srovnatelné.

Pro stanoveni inhibi¢niho vlivu mupirocinu v testované
koncentraci 100 mg/l na rist typovych kment bifidobak-
terii byla hodnocena mira rdstu jednotlivych kment na
pudé bez mupirocinu a na pudé s pridavkem mupirocinu
Studentovym jednostrannym t-testem. Vysledky jsou uve-
deny v Tab. 3. Hodnoty testového kritéria spadaly do oboru
kritickych hodnot (twp=2,92) téméf u vsech testovanych
kment bifidobakterii a na hladiné vyznamnosti 95 % tedy
nebyla zjiSténa statisticky vyznamna odliSnost rlstu na
pudach bez mupirocinu a s piidavkem mupirocinu.
Vyjimkou byly pouze 4 kmeny - Bifidobacterium pseudo-
longum subsp. globosum CCM 7208", Bifidobacterium
thermophilum LMG 11574", Bifidobacterium breve LMG
13208" a Bifidobacterium crudilactis LMG 23609". V pii-
padé prvnich dvou jmenovanych kmend byl prokazan
inhibi¢ni vliv mupirocinu na pidé TOS, hodnoty KTJ na
této pidé po pridavku mupirocinu klesly téméf o desetinu
tddu. U kmene Bifidobacterium breve LMG 132087
a Bifidobacterium crudilactis LMG 23609" byl stanoven
slabsi rast na puadé ARC-M, pokles byl vSak o méné nez
desetinu fadu. PatrnéjSi vliv mupirocinu byl detekovan
u kmene Bifidobacterium crudilactis LMG 23609" na ptdé
ARCP-M, jehoz pocéty KTJ klesly témér o pétinu fadu.
Relativni vytéznosti pid s pridavkem mupirocinu pro jed-
notlivé kmeny bifidobakterii jsou uvedeny v tab. 3.

Pro ovéfeni selektivity metody byla provedena stejna
stanoveni u 12 vybranych kmenti z rdznych rodd a u dvou

smésnych kultur (Tab. 1). Na pidé ARC bez piidavku
mupirocinu byla prokazéna dobra ristova schopnost vSech
kment s vyjimkou typového kmene Leuconostoc mesen-
teroides subsp. cremoris CCM 2078", ktery nerostl na
7adné z testovanych ptd. Na ptidé ARCP byl rdst kmeni
mirné inhibovan, v porovnani s ARC ptidou se hodnoty
poctl KTJ u nékterych kment pohybovaly o 1-3 fady niZe.
Typové kmeny Lactobacillus helveticus CCM 71937

Tab. 4 Rdst jednotlivych kmend a kultur na paddch
s pfidavkem mupirocinu
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Druh Kmen ARC-M ARCP-M TOS-M
Lactobacillus fermentum CCM 71927 + + -
Lactobacillus helveticus CCM 71937 - - -
Lactobacillus acidophilus CCM 48337 - - +
Lactobacillus casei subsp. casei | CCM 7088" + + +
Lactobacillus delbrueckii subsp. | CCM 71907 - - -
bulgaricus
Lactobacillus buchneri CCM 18197 - + -
Streptococcus thermaphilus LMG 6896" - - -
Lactocopcus lactis subsp. LMG 68977 - - -
cremoris
Lactobacillus delbrueckii subsp. | CCDM 8477 + + -
lactis
Lactococcus factis subsp. lactis | CCM 18777 - - +
Leuconostoc mesenteroides CCM 20787 - - -
subsp. cremoris
FD kultura FD - - -
Kefirovd kultura MTO036 LV + + +
Propionibacterium freudenreichii | CCDM 160 + + +
subsp. shermanii
Vysvétlivky: + pozitivni vyskyt, - negativni vyskyt
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a Lactococcus lactis subsp. cremoris LMG 6897" byly na
pudé ARCP zcela inhibovany. Kmeny tvofily na obou
pudach kolonie riznych tvart, velikosti a rtiznych odstint
modré. V pripadé pudy TOS byly detekovany drobné bilé
kolonie o velikosti 0,5 mm, pfipadné obtizné pocitatelné
bodové kolonie. Vyjimkou byl kmen Streptococcus ther-
mophilus LMG 6896", ktery tvoril na piidé TOS kolonie
o velikosti 1 mm. Po pfidavku mupirocinu do vSech testo-
vanych Zivnych pid dosSlo u vétSiny kmen@i k naprosté
inhibici jejich rtstu, u nékterych kment byl vSak rdst inhi-
bovan jen ¢aste¢né. Schopnost ristu jednotlivych kment na
pudach s pfidavkem mupirocinu je uvedena v tab. 4.

Na piadé ARC M byly pocty KTJ nizsi o 5 a vice fadua
v porovnani s poéty na pidé bez mupirocinu, v pripadé
stejného porovnani u pid ARCP a TOS byl rtist kment pri-
davkem mupirocinu inhibovan o 6 a vice fadi. Kmeny po-
zitivni na pudach s mupirocinem tvofily drobné kolonie
riznych tvarG o velikosti 0,5 mm aZ obtiZné pocitatelné
bodové kolonie. Jediny kmen, ktery prokazal velmi dobrou
ristovou schopnost i na pidach s mupirocinem, byl
Propionibacterium freudenreichii subsp. shermanii CCDM
160, jehoz hodnoty na pudich ARC a ARCP bez
mupirocinu i s mupirocinem byly srovnatelné. OdliSna
morfologie kolonii CCDM 160 na pidé ARCP-M (drobné
bodové kolonie) od morfologie kolonii bifidobakterii Cini
tyto dva rody na této pidé snadno odlisitelné. V piipadé
pudy ARC-M byly vsak detekovany rtizné druhy kolonii,
nékteré zaménitelné s koloniemi rodu Bifidobacterium. Na
pudé TOS s pridavkem mupirocinu byl rist CCDM 160
variabilni a v pribéhu rliznych méfeni byla stanoveni pocti
KTJ velmi odlisna. V ptipadech pozitivniho ristu vSak byly
detekovany drobné bodové kolonie snadno odliSitelné od
kolonii rodu Bifidobacterium.

Smésné kultury FD a MTO36LV prokazaly dobrou rts-
tovou schopnost na pudach bez mupirocinu. V dasledku
pritomnosti vice kmeni bakterii ve smésnych kulturach
a dale i kvasinek v kefirové kulture bylo detekovano vice
druhti kolonii v ramci jedné pudy. Pfidavkem mupirocinu
byl rist MTO36LV kultury inhibovan maximalné o 3 a vice
rfada. Vysoké pocty na pudach s mupirocinem byly
pravdépodobné zpuisobeny ristem kvasinek. Pfi stanoveni
bifidobakterii v kefirové kulture by tedy mély byt pouZity
suplementy inhibujici pravé rast kvasinek. Na TOS pudé
tvorila kultura drobné bodové kolonie odliSitelné od kolonii
rodu Bifidobacterium. Ruist FD kultury byl pfidavkem
mupirocinu do rastového média zcela inhibovén.

4. Zavér

Vsechny testované kmeny bifidobakterii prokazaly
schopnost riistu na pudé TOS, na pudach ARC a ARCP je
vSak schopnost rustu bifidobakterii pravdépodobné
druhové specificka a nékteré druhy ¢i kmeny nemusi byt na
téchto pidach zachyceny. Po pfidavku mupirocinu byl
detekovan slaby druhové specificky inhibi¢ni efekt.

Rist kmenti z ostatnich rodd byl na trojici testovanych
pud bez pridavku mupirocinu druhové specificky.
Morfologie kolonii na ptidé TOS byla témér ve vSech pfi-
padech rozdilna od morfologie kolonii bifidobakterii a jed-
notlivé rody byly snadno odliSitelné. Po pfidavku
mupirocinu byl rist vSech testovanych kment a kultur na
pidé TOS jednoznacné inhibovan. V pripadé pid ARC
a ARCP byla morfologie nékterych kment shodna s mor-
fologii bifidobakterii, po pfidavku mupirocinu do téchto
dvou pud nedoslo k inhibici u kmene z rodu Propio-
nibacterium.
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