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ABSTRACT

Biogenic amines (BA) are low-molecular nitrogenbases formed in foods and food raw materials
by decarboxylation of precursor amino acids byaton of bacterial decarboxylases. An ability of
lactic acid bacteria (LAB), including gen&sterococcugproved BA producers), to form tyramine
and histamine was evaluated in the present expetirivo methods for testing an ability of the
isolates to form tyramine/histamine were used: ilqdecarboxylating medium (LDM) and
confirmation of BA formation by the HPLC method.

Regardingenterococcuspp., all tested isolates were positive using Inatthods. As far as LAB
are concerned however, only 10.5% of the isolates identified as positive in LDM, while 41.7%
positive isolates was confirmed by the HPLC. In HLC-positive isolates, only tyramine was
detected, histamine was not present in any of tsted samples. Members of the genus
Enterococcuswere confirmed by the PYRA-test, species idergifan was consequently
performed using the ENCOCCUS-test. Except one saitfalt was identified aB. faecium all
other enterococci isolates were identifiedeaaecalis
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uvoD
Biogenni aminy (BA) vznikaji v potravinachiigobenim bakterialnich enzyim(dekarboxylaz),
které od&tpuji karboxyl z aminokyselin. Pro vznik BA jéeba ti podminek: vyskyt volnych
aminokyselin, bakterie vybavené dekarboxylazamiraestedi [iznivé pro pomnozeniéthto
bakterii.

Mezi bakterie vyznaijici se dekarboxylazovou aktivitou fat krom jinych bakterie rodu
Enterococcusa bakterie mié&ného kvasSeni (BMK). Zastupci bakteridlniho rd8oterococcuse
vyskytuji  jako saprofyté a komenzalové travicitir@ji. Jsou powrrné rezistentni, fezivaji
zahev pi 60 °Cpo dobu 30 min. Jejich vyskyt v potravinach neldgat do souvislosti sfmou
kontaminaci fekaliemi, protoZze enterokoky se nedévina fekalnim zrgStni nachazeji

i v Zivotnim prostedi (Burdychova a kol.,2007)

Nekteri zastupci bakterii mié@ého kvaSeni setigavaji do potravin jako kulturndi startovaci
mikrofléra nebo jako probiotika. MnozitigluSnici skupiny BMK jsou¢asto uvadny jako

vyznamni producenti biogennich arijivéetns tyraminu a histaminu ( Del Prete a kol.,2009).

MATERIAL A METODIKA

V experimentu byly pouzity mikroorganismy (MO) z#sié i mikrobiologickych rozborech sfir
zrajicich pod mazem, které byly odebiranyiznych fazich vyroby. KrogdalSich MO jenz byly
stanoveny, byly na selektivnim mediu Slanetz-Bar{l@OACK, Francie) se suplementem TTC,
ktery zaji¥uje selektivitu media, stanoveny takéobakterii roduEnterococcus na pidé MRS
(NOACK, Francie) BMKvyznaiujici se dekarboxylazovou aktivitou.

Stanoveni dekarboxylazové aktivity probihalo negpmomoci tzv. Dekarboxyaiho media
(Tab.1). Ped vlastni analyzou pomoci media jsme vzorky ektidi preatkovali na Zivnou du
Plate count agat (PCA), aby vysledek nebyl owiviervenou barvou kolonii. Dekarboxyta
medium (Tab.1) se kra¥naminokyselin (AMK) navazilo a doplnilo destilovanorodou. Po
vysterilizovani byly pidany AMK rozpusné v HCI (M 0,1) na z&v bylo upraveno pH na
hodnotu 5,3¢mz bylo vytvdeno vhodné prosdi pro mikroorganismy. Mezi toxikologicky
nejvyznamgjsi biogenni aminy pé#t tyramin a histamin (Bover-Cid et al., 2000), prdtyly do
dekarboxyl&niho media fidany AMK tyrozin, histidin, z kterych dané BA vaiji. Médium bylo
rozpipetovano do sterilnich zkumavek a gwlgni vzorki MO bylo inkubovan airobfipii 37 °C
5 dni v ffipadt enterokoku a ip 30 °C 5 dni v anairobnim praéetli v fipadt BMK. Pozitivni
vysledek se projevil zémou barvy media po odezwménu pH. Zngéna pH je zavislé na vzniku
vice alkalickych BA vytvéenych z aminokyselin.
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Tab.1: Slozeni dekarboxyfaiho media (Bower-Cid S. et al.,1999)

Dekarboxylaéni médium

SloZeni 1l
Kryptone 5g
Kvasnicny extrakt 5g
Masovy extrakt 5g
NaCl 25g
Glukoza 058
Tween 80 1lg
MgSO, 02g
Mn SO, 0,05¢g
Fe SO, 0,04g
citrdt amony 2g
Thiamin 0,01g
K;PO,4 2g
Ca COs 01lg
Pyrodoxal-5- fosfat 0,05¢g
Bromcresol pyrole 0,06 g
pH 5,3
aminikyseliny 10g

Vysledky z néfeni pomoci dekarboxytaiho media nejsou zcela stoprocentni, protozektenych
piipadech rize dochézet i k barevnym reakcim bez ¢ssuého vzniku biogennich anin
zpisobené nap produkci metabolit alkalické povahy.

Proto byly vysledky v ramci experimentu péseny kontrolnim nfenim pomoci kapalinového
chromatografu (HPLC). Z dekarboxytdho media (BOVER-CID, HOLZAPFEL,1999) bylo po
kultivaci odebrano 0,5 ml vzorku, smichano s 0,51 M HCI, centrifugovano. ied HPLC
analyzou prothla derivatizace vzorku. Do vialky (8 ml) byldgigano 0,5 ml nasyceného }GO;

a 1 ml derivatizénihoc¢inidla dansylchloridu (5-dimethylaminoheptan-suifailorid, DCL), sn&s
byla promichana 1 minutu (MS2 Minishaker IKA, IKA aine GmbH, Staufen, dhecko).
Derivatizace probihala 1 hodinufip4d0 °C. Po té doSlo kifwlani 0,250 ml roztoku N
a k promichani vzniklé suspenze. Ntteagoval se zbytkem danyslichloridu, hydrofobmivagy
amini byly pak néasledh extrahovany 3 krat 1 ml diethyletheru. Organickaef byla odp&na
dosucha dusikem a vznikly odparek byl rozpust 1 ml acetonitrilu (ACN). Roztok byl Zfiltrovan
pies nylonovy membranovy filtr 0,45 um a riéistut na chromatografickou kolonu. BA obsazené
ve vzorku byly separovany pomoci kapalinového clatmgrafu HP 1100 (Agilent Technologies,
Wilmington, USA) s pouzitim fotometrického UV/VIStkktoru pi 245 nm.

Ziskané mikrobialni kultury enterokbdkbyly prowfeny pomoci PYRAtestu (Pliva-Lachema
Diagnostika CR), jenz je uken pro rychlou detekci aktivity pyrrolidonylaryladéizy, slouzici pro
potvrzeni pisluSnosti k rodiEnterococcustedy k rodové identifikaci enterokik
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V rdmci experimentu byla provedena {e$truhova identifikace a to pomoci EN-COCCUStest

(Pliva-Lachema DiagnostikaCR). Souprava umdiije provést identifikaci 36 druhpomoci
8 biochemickych test na zéklad jejichz znény barvy a pomoci diferendiai tabulky probhne
vyhodnoceni. Z 24 hodinové kultury byla vyteaa bakterialni suspenze z naSich iZolé& byla
v mnozstvi 0,1 ml umisha do mikrotitrénich destiek do 8 jamek, které obsahovali jiz zrrié
biochemické testy, inkubace probihala 24 hodir8p °C.

VYSLEDKY A DISKUZE

Pii naSem experimentu se nadm pididazjistit, Zze vSechny izolaty enterokikziskané ze syr
zrajicich pod mazem vykazovaly dekarboxylazovoivakt(Obr.1). Ercoskun a kol., 2010 oziila

rod Enterococcugako vyznamného producenta biogennich dimicoZz se ndm v rdmci naSeho
experimentu potvrdilo. Krothtoho v sodasné dob nabyva jeho vyznam z medicinského hlediska
jako pivodce mnohych infekci a to hlavru pacieni s oslabenou imunitou (Kayser, 2003).
Nekteré druhy jsou vSak v potravilsév/i pouzivany jako s@ast probiotickych kultur, nebo se
vyznaiuji produkci bakteriociin (Kelein, 2003).

Obr.1Vysledky r¥eni dekarboxylazové aktivity pomoci dekarbasyilao media
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Potty 1zolati danych Mikroorganismii (MO) byly ziskané §i mikrobiologickych rozborech syr
zrajicich pod mazem, které byly odebiranyiznych fazich vyroby, dané MO byly kultivovany na
selektivnich mediich, naslegéinbyly pregiSteny pres jednu kolonii a pouzity pro stanoveni
dekarboxylazové aktivity. dbativni vzorek- nebyla prokazana dekarboxylazova aktivpazitivni
vzorek - byla prokadzéna dekarboxylazova aktivita.

V ramci BMK bylo ze 48 vzork po stanoveni v dekarboxygléim mediu jako dekarboxylaza-
pozitivnich ozn&eno 5 izolat (Obr.1). Zbytek vzork byl posouzen jako negativni. Mnozi
piislusnici skupiny BMK jsoiasto uvadni jako vyznamni producenti biogennich afjincetns
tyraminu a histaminu ( Del Prete a kol.,2009). ¥era souboru izolat BMK bylo jako
dekarboxylaza-pozitivni ozano pouze 10,48 %. Jako kontrolnéiemi bylo pouzito stanoveni
BA v dekarboxylgnim medium pomoci kapalinového chromatografu HRO(Tibr.2).
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Obr.2 Vysledky r¥eni dekarboxylazové aktivity pomoci dekarbasyilao media prodeného
HPLC
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Enterokoky BMK

Pokty 1zolati danych Mikroorganismii (MO) byly ziskané fi mikrobiologickych rozborech syr
zrajicich pod mazem, které byly odebiranyiznych fazich vyroby, dané MO byly kultivovany na
selektivnich mediich, nésletinbyly pregisteny pres jednu kolonii a pouzity pro stanoveni
dekarboxylazové aktivity. 8ativni vzorek- nebyla prokazana dekarboxyldzova aktivjpazitivni
vzorek - byla prokdzana dekarboxylazova aktivita.

V piipadt bakterii rodu Enterococccusse potvrdily nase poznatky ziskané dekarb@xyjla

médiem, kde veSkeré vzorky byly pozitivni. Ve vSemhalyzovanych vzorcich byla zpéa
piitomnost tyraminu, histamin vSak nebyl detekovarnvgadnom ze stanovovanych vzérk

U vysledki zjisttnych pomoci HPLC u BMK bylo procento pozitivnich ovizi (detekce
histamin/tyramin) vyrazh vySSi, coZz poukazuje na nespolehlivost dekarboryje media
a opodstatuje i naSe kontrolni #fteni. Stej# jako u enterokok tak i u BMK byla stanovena
piitomnost tyraminu pomoci HPLC u vSech vAgrkistamin opt nebyl detekovan ani v jednom ze

vzorki.

Pri experimentu se u enterokipkktei vykazovali dekarboxylazovou aktivitu provedla dova
(PYRAtest) a druhovd (EN-COCCUStest) identifikacempci biochemickych test Rodova
prisluSnost k roduEnterococcusbyla potvrzena u vSech prevanych vzori. FPri druhové
identifikaci bylo zjiStno, ze krons jednoho vzorku, ktery byl diagnostikovan jakaterococcus
faecium byly vSechny ostatni izolaty na zakdaN-COCCUstestu posouzeny jakmterococcus
faecalis.

ZAVER
V ramci experimentu se nam pdida zjistit, Ze veSkeré nami izolované bakterie uod

Enterococcus které byly ziskany i mikrobiologickych rozborech syrzrajicich pod mazem
vykazovali dekarboxyldzovou aktivitu. Vysledky zsié objemy metodami (dekarboxyid
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medium, HPLC) jez byly pouZity pro toto konkrétnéieni bakterii rodiEnterococcuse svymi
vysledky naprosto shodovaly. VSech 32 vZopouzitych k danému stanoveni bylo pozitivnich na
tyramin. Histamin nebyl v experimentu zaznamenarv g@dnom ze vzornk.

U BMK jsme v ramci nfeni na HPLC zjistili vy$Si procento pozitivnich vizib nez v gipads
dekarboxyl@niho media a to zfvodnich 10,48 % na 41,7 %, coz poukazuje na nek[pabst
dekarboxylgniho media a ukazuje na moznost objeveni falesegativnich reakci a zarave

opodstatuje i naSe kontrolni iteni.

PrisluSnost k roduEnterococcusbyla potvrzena u vSech prfevanych vzori. Pri druhové
identifikaci bylo zjiSéno, ze krony jednoho vzorku, ktery byl identifikovan jakenterococcus
faecium byly vSechny ostatni izolaty posouzeny EN-COCE&EEem jakdEnterococcus faecalis.

V navaznosti na vySe uvedené vysledky probihd vasmosti detekce specifickych genu
(tyrosindekarboxylazy, histidindekarboxylazy). Pidentifikaci geri se vyuziva polymerazové
fettzové reakce (PCR) se specifickymi primery pro skatd geri tyrdc (tyrosindekarboxylaza)

ahdc(histidindekarboxylaza) (Coton et al., 2005).
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