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ABSTRAKT

Diplomova préace se zabyva tvorbou biogennich amini bakteriemi izolovanymi z bazant.
Pro vyzkum byly pouziti baZanti z volné ptirody a z chovu ve voliéfe. Izolace bakterii byla
provedena z prsniho a stehenniho svalstva, jater a klize. Produkce biogennich aminti byla
zjisStovana pomoci kultivaéni metody a iontové-vyménné chromatografie.

Teoreticka ¢ast se zabyva charakteristikou mikroflory bazantl a drtibeze, vlastnostmi a vy-

skytem biogennich aminll a charakteristikou mikroorganismu s dekarboxyldzovou aktivitou.

Klicova slova: mikroorganismy, bazant, biogenni aminy, iontové-vyménna chromatografie,

kultiva¢ni metoda.

ABSTRACT

This thesis deals with production of biogenic amines by bacteria isolated from pheasants. To
research the use of wild pheasants and breeding in the aviary. Isolation of bacteria was per-
formed from the breast, thigh muscle, the liver and skin. Production of biogenic amines was
investigated using cultivation methods and ion-exchange chromatography. Theoretic part
deals with the characterization of microflora of poultry and pheasants, properties and occur-

rence of biogenic amines and characterization of microorganisms with decarboxylase activ-

ity.

Keywords: microorganisms, pheasant, biogenic amines, ion-exchange chromatography, cul-

tivation method.
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UvVOD

Biogenni aminy jsou toxické nizkomolekuldrni organické bazické slou€eniny vznikajici v
potravinach nejcastéji dekarboxylaci aminokyselin piisobenim bakterialnich dekarboxylac¢-
nich enzymt. Zakladnimi podminkami vzniku biogennich aminil v potravinach jsou pfitom-
nost aminokyselin v potravin€, pfitomnost mikroorganismi s dekarboxylazovou aktivitou a
nastoleni vhodnych podminek pro riist a mnoZeni mikroorganismi. Vyznam ma nejen pii-
tomnost volnych aminokyselin, ale také pfitomnost vyuzitelnych sacharid. DalSimi faktory,
které ovlivituji produkei biogennich aminii jsou pH, teplota, pfitomnost soli, pfistupnost
kysliku, doba zrani, doba skladovani a hygienické podminky.

woev

Biogenni aminy, z nich nejzndméjsi histamin, tyramin, putrescin a kadaverin, byly studovany
zejména pro svou toxicitu. V soucasné¢ dob¢ se vSak biogenni aminy dostdvaji do poptedi
z4ymu 1 co se tyCe hygieny potravin, jelikoz relativné vysoké hodnoty obsahu nékterych bio-
gennich amint mohou slouzit 1 jako indikator zhorSeni procesu ¢i nedodrzeni predepsaného

technologického postupu vyroby.

Mezi mikroorganismy, které produkuji biogenni aminy, patii bakterie rodu Pediococcus,
Lactobacillus, Pseudomonas, Enterococcus, Micrococcus a mnoho zastupcii Celedi Entero-
bacteriaceae. Patii sem 1 zastupci startovacich kultur, pouzivanych pii vyrobé fermentova-
nych potravin. | zastupci probiotickych kultur patii mezi potencionalni producenty biogen-
nich amint, které jsou v soucasnosti trendem pii vyrob¢ fermentovanych potravin pro dosa-

zeni pozitivniho U¢inku na lidské zdravi.

Toxické davky biogennich amint je obtizné stanovit, zavisi na individudlnich rozdilech mezi

lidmi a na pfitomnosti riznych biogennich amint v potravé.
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I. TEORETICKA CAST
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1 MIKROFLORA DRUBEZE A BAZANTU

Maso je velmi komplikovanym biologickym a biochemickym systémem s rychlou dynami-
kou zmén. Maso je surovinou neudrznou, pomérné snadno a rychle podl€hajici mikrobialni

proteolyze [1].

Za poslednich 20 let spotfeba dribeziho masa u nas 1 ve svété¢ pomérné rychle roste a to
vede k intenzivnéjsi zivo€iSné vyrobég, zvyseni po¢tu zemédelskych podnikl a poctu dribe-
ze. Je vSak tieba brat v uvahu specifické problémy této komodity, jako je kontaminace lid-

skymi a zvifecimi patogeny a rovnéZ socialni a ekologické problémy [2].

Driibezi maso mé takovou skladbu Zivin, kterd je optimalni pro mikrobialni rast. Vodni ak-
tivita se pohybuje v rozmezi 0,98 — 0,99 (v zavislosti na stafi kusu a na skladovacich pod-
minkéch). pH svaloviny se pohybuje mezi 5,7 az 6,7, s prodluzujicim se skladovanim stoupa
aZ na hodnotu 7,2. Svalovinu Zivych zvitat 1ze povazovat za aerobni prosttedi, pfisun kysli-
ku zajistuje krevni obéh. Po pordzce pokracuje tkan v dychani, poté se nahromadi CO, a
prostiedi se stava anaerobnim, vyjimkou je n€kolik milimetrti silnd povrchova vrstva. Nepo-
Skozend klize, na které jsou zachyceny mikroorganismy, tvofi i po pordzce bariéru branici

svalovinu pied pfimou mikrobidlni kontaminaci [1, 3, 4].

Drlibez se chova vétSinou ve velkochovech, porazka a zpracovani probiha ve specialnich
zédvodech. Stres driibeze b&hem piepravy neptiznivé ovlivituje imunitni systém, mize do-
chazet k porucham funkce traviciho traktu a tim se miZe zvysit vyluCovani patogennich
bakterii. Dospéla driibez miiZze byt kontaminovana konzumaci exkrementii, vzajemnym sty-
kem, prachem nebo aerosolem nesenym vétracim vzduchem, vodou nebo krmivem. Krmivo
mize byt vyznamnym zdrojem patogennich mikroorganismi, vcetné salmonel a mykotoxi-
ni. Ve velkochovech se mohou vyskytovat také paraziti a hlodavci, ktefi mohou byt rovnéz

zdrojem nezadoucich mikroorganismu [2, 3, 4].

Mikroorganismy piitomné v dribezi mohou byt patogenni 1 nepatogenni, piicemz i nepato-
genni mikroorganismy mohou zpusobovat kazeni potravin. Mezi vyznamné patogeny patii
zeyjména Campylobacter spp., Clostridium perfringens, Listeria monocytogenes, Salmonel-

la spp., Staphylococcus aureus, Escherichia coli a Yersinia enterocolitica [5].
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1.1 Mikroflora jednotlivych ¢asti dribeZe a bazantu

Ziva dribez obsahuje mnoho rtiznych druhli mikroorganismi, na kazi, v pefi, v zazivacim
traktu, apod. Pfitomnost mikroorganismi a jejich Sifeni zavisi na podminkach chovu, na
dopravé zvitat, na zplisobu zpracovani masa ve vyrobnim procesu. Ke kontaminaci mize

také dochdzet z rukou pracovnikd, z prostiedi, ze stroji, apod. [7, §].

Mnozstvi mikroorganismil je u zveéfiny podminéno celou fadou faktort, z nichz nejvyznam-
néj8i jsou zdravotni stav zvifat (bazantti), zpiisob usmrceni a zachazeni se zvétinou post
mortem. U pernaté zvéte se po uloveni z divodu poruseni gastrointestinalniho traktu nedo-
porucuje tzv. vyhdckovani, coz mize vést ke zneciSténi télni dutiny obsahem stieva.
K zajisténi prvotiidni zvéfiny se doporucuje co mozna nej¢asnéjsi vyvrzeni, jehoz soucasti
by mélo byt 1 odstranéni volete [9].

V prvni fazi jate¢ného zpracovani je zdrojem kontaminace pfedevsim peti. Pfi pafeni se do-
stavaji mikroorganismy do paftici vody. Pii teploté vody 60 — 63 °C fada mikroorganismt
po urcité¢ dob€ hyne, napt. bakterie ¢eledi Enterobacteriaceae. Béhem strojového Skubani
dochazi k pfenosu mikroorganismli na dalsi kusy. Studie prokéazaly napt. Sifeni salmonel pti
Skubani pefi strojem s gumovymi prsty, kdy mize dochazet k znaénému rozptyleni mikrobi.
Uvnitt tohoto pfistroje je teplé a vlhké prosttedi, které podporuje jejich rust. Kritickym bo-
dem vyroby je 1 kuchani, pfi odstrafiovani vnitinosti vznikd moZznost kontaminace driibeze,
ale 1 naradi. Naradim a stroji se pak pfendsi kontaminace na dal$i opracovavané kusy. Bé-
hem opracovani dritbeze se zvySuje pocet mikroorganismii asi na dvojnadsobek. Omyvanim

dritbeze se snizuje poc¢et mikroorganismu [3, 4, 7].

V piipadé odlovu bazantl je zvife usmrceno brokovou zbrani. Broky mohou porusit celist-
vost kiize a zvysit tak riziko rozsiteni mikroorganismti z ktize do svaloviny. Kromé ktize
mohou také porusit integritu organti dychaci a travici soustavy a umoznit tak rozsiteni mik-
roorganismil z téchto soustav, kde se pifirozen¢ vyskytuji, do pfisluSnych télnich dutin a

ptiléhajici svaloviny [10].

Na zacatku technologického zpracovani dribeze, tedy usmrceni a vykuchani, kolisd pocet
bakterii v mase v rozmezi 10° az 10* CFU/cm™. Slozeni mikroflory, nachdzejici se v tomto
stadiu zpracovani dritbeze, je pestré a tvoii ho fada mikrobidlnich rodl a druhd. Po usmrce-
ni dribeze ptevladaji bakterie rodu Pseudomonas (20 — 25 %), zbytek tvofii dal§i mikroor-

ganismy. SloZeni mikroflory na kiiZi dritbeZe je na konci chladirenského uchovani podstatné
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zméneéné. Bakterie rodu Pseudomonas a Alcaligenes tvoii uz 90 az 95 % a pocet bakterii

dosahuje hodnoty 107 az 10* CFU/cm™ [11].

Chlazena driitbez ma idealni podminky pro rist mikroorganismi, nejcastéji se vyskytuji za-
stupci Celedi Enterobacteriaceae, Micrococcaceae, Aeromonadaceae, rodu Pseudomonas,
Aeromonas, Campylobacter, Arcobacter, Staphylococcus, Enterococcus a bakterii mlé¢né-
ho kvasSeni. Na dribezi se vyskytuji bakterie Staphylococcus aureus, nachdzejici se
v nosohltanu zivych ptakl, odkud miize dojit k pfenosu na kiizi a mezi peti. Dale byla zjis-
téna piitomnost bakterii Celedi Campylobacteraceae - Arcobacter butzleri, Acrobacter
cryaerophilus, Arcobacter skirrowii a Helicobacter pullorum, z Celedi Enterobacteriaceae

Yersinia enterocolitica |7, 12].

Na povrchu dritbeze se vyskytuji také kvasinky rodt Rhodotorula, Cryptococcus, Cystofi-
lobasidium a Debaryomyces a dalsi [13].

Kazeni dribeZze se projevuje zapachem, spole¢né s pH stoupd obsah ¢pavku. PfiCinou je
zejména pomnozeni pseudomondd (hlavné Pseudomonas fluorescens, P. putida, P. fragi),
zastupci Moraxella a Acinetobacter. Jednd se o silné proteolytické mikroorganismy,
schopné 1 lipolytické aktivity. Senzorické zmény jsou patrné, pokud pocet téchto psychrot-

rofi dosahuje po&tu 10’ — 10* CFU/g [4].

Pocet mikroorganismi v terminalni ¢asti stfeva se u savcl, ptaki a plazi pohybuji v rozpéti

10" - 10"* CFU/g [14].

Mezi prvni bakterie, které kolonizuji gastrointestinalni trakt mlad’at ptakd, patii zejména
Escherichia coli, Enterococcus faecium, dale bifidobakterie a zastupci rodt Clostridium,
Streptococcus, Lactobacillus. Bakterie rodu Clostridium jsou bézné ptitomné v travicim
traktu zdravé driibeze. Jejich pfemnoZeni a tvorba toxinu jsou pfi¢inou vzniku klinického
onemocnéni nekroticka enteritida. Vyskytuje se napt. u kura doméaciho, brojlerd, u krit.

Pavodce je Clostridium perfringens typu A — E [15, 16].

Béhem prvnich dvou az ¢tyi dnli osidli tenké a slepé stievo enterokoky a enterobakterie.
V prvnim tydnu Zivota kufete se v tenkém stteveé vyskytuji prevazné laktobacily, slepé stie-
vo je pozdé&ji kolonizovano hlavné anaerobnimi bakteriemi - zastupci rodu Bacteroides a
bifidobakteriemi, fakultativné anaerobni bakterie se vyskytuji méné. U dospélé¢ dribeze je
nejvetsi mnozstvi stfevnich bakterii ve slepém stieve, kde se vyskytuji hlavné klostridia,

zastupci rodu Bacteroides, v menSim poctu je zde zastoupeni laktobacili a enterokokii.
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V tenkém stfevé se vyskytuji nejvice laktobacily, enterokoky a enterobakterie. Ve stievech
se vyskytuje v malém mnozstvi houby Penicillium, Saccharomyces, Candida albicans a
Aspergillus. V bunikach sttevni sliznice se mohou vyvijet také parazité kokcidie [17, 18, 19,
20].

U bazantli ve v€ku od jednoho do 120 dnti se vyskytuji ve dvanacterniku po dvou dnech
zivota bifidobakterie, po péti dnech v laniku a po deseti dnech ve slepém stievé a konecni-
ku. Jeden den po vylihnuti se objevuji v riznych Castech stfevniho traktu laktobacily a
klostridia. Mikroorganismy rodu Bacteroides, Peptococcus a dalsi striktné anaerobni bakte-
rie se objevuji mezi patym az desatym dnem zivota. Ve tficeti dnech v€ku bazanta tvoii do-
minantni mikrofloru dvanacterniku, la¢niku, slepého stfeva a kone¢niku bifidobakterie, lak-
tobacily a peptokoky. Ve slepém stievé a konecniku se také nachazeji jesté¢ bakterie
rodu Bacteroides a ve dvandcterniku enterokoky. Mezi desatym a dvacatym dnem véku

nariistaji v riznych ¢astech sttevniho traktu pocty bakterii Escherichia coli [10].

Tab. 1: Pocty vybranych anaerobnich mikroorganismil ve stfevnim obsahu jednotlivych ¢asti

stteva baZantl ve véku 120 dnti (log CFU/g) [10]

. AEROBNI

CASTI ANAEROBNi MIKROORGANISMY MIKROORGANISMY

STREVA

Bacteroidaceae | Bifidobakterie | Klostridia | Laktobacily | Peptokoky | Escherichia | Entercoccus

Dvanacter-
nik 7,13 6,35 4,15 6,22 4,13 7,14
Laénik 6,87 6,32 4,11 6,39 2,45 4,18 5,62
Slepé stievo 7,15 7,76 3,86 6,39 7,2 4,11 4,34
Koneénik 7,1 7,2 3,1 6,9 7,1 4,55 4,1

Svalovina baZantll obsahuje podstatné mensi mnoZstvi mikroorganismil nez stfeva. Na prsni
svalovin€ bazantich kohoutti z farmového odchovu bylo zjiSténo 3,54 log CFU/g psychrot-
rofnich mikroorganismii, na stehenni svalovin¢ 3,79 log CFU/g. V prsni svaloviné
farmové chovanych bazantich slepic byl pocet psychrotrofnich mikroorganismi
4,02 log CFU/g, ve stehenni svaloviné 4,24 log CFU/g. Prsni svalovina bazantich kohoutli z
odlovu obsahovala mensi pocet mikroorganismi 2,79 log CFU/g, stehenni svalovina
3,25 log CFU/g. Prsni svalovina bazantich slepic z odlovu obsahovala 2,60 log CFU/g, ste-
henni svalovina 3,22 log CFU/g psychrotrofnich mikroorganismti. Tyto hodnoty byly zjiste-

ny u neskladovanych bazantt [10].
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1.2 Vyznamni zastupci mikroorganismii osidlujicich driibez

1.2.1 Salmonella

Doména: Bacteria

Kmen: Proteobacteria

Ttida: Gammaproteobacteria
Rad: Enterobacteriales
Celed”: Enterobacteriaceae

Rod: Salmonella [22]

Bakterie rodu Salmonella jsou rovné, gramnegativni, nesporulujici ty€inky, vétSinou pohyb-
livé peritrichalnimi biciky (obr. 1). Bakterie se mohou vyskytovat v fetizcich, ale také jed-
notlivé, nebo v parech. Jsou fakultativné anaerobni a chemoorganotrofni, maji respiratorni i
fermentatorni typ metabolismu. Rostou pfti teploté 6 — 50 °C, nejlépe pii 37 °C. Salmonely
piezivaji zmrazeni a chlazeni, usmrcovany jsou pisobenim teplot nad 66 °C. Nékteré séro-

typy jsou znacné termorezistentni (S. Senftenberg) [22, 23].

Salmonely jsou primdrnimi stfevnimi patogeny Clovéka, teplokrevnych i studenokrevnych
zivoCichii. Nachazeji se v potravinach, ve vod¢, v prostiedi, v ptidé. Ve vodé¢ mohou za

vhodnych podminek pfeZivat mésice 1 léta [22, 24].

Mezi nejCastéjSi plivodce onemocnéni se fadi Salmonella Enteritidis (S. enterica subsp. en-
terica ser. Enteritidis). MlzZe se Sifit do vnitinich orgdni. K Sifeni infekce mitize dojit pro-
sttednictvim kontaminované¢ho krmiva, vody nebo z rtiznych zdroji chovatelského prostie-
di. Druhy nejcastéj$im ptivodcem gastroenteritid je S. enterica subsp. enterica ser. Typhi-
murium. S. Typhi, je patogenni pouze pro €loveka, k pienosu dochézi prostfednictvim vody

a potravin kontaminovanych lidskou stolici [7, 22].

Nekteré sérotypy jsou tzce adaptovany na svého hostitele napt. S. Typhi a S. Paratyphi na
¢loveka, na dobytek S. Dublin, na prase S. Choleraesuis, na dribez S. Gallinarum, ale mno-

hé sérotypy tuto vazbu na hostitele nemaji, napt. S. Typhimurium, S. Enteritidis [24].
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Obr. 1: Salmonella [25]

1.2.2 Listeria monocytogenes

Doména: Bacteria
Kmen: Firmicutes
Ttida: Bacilli

Rad: Bacillales
Celed’: Listeriaceae

Rod: Listeria [22]

Listerie tvofi pravidelné kratké tycky se zakulacenymi konci, ob¢as maji 1 kokovity tvar
(obr. 2). Vyskytuji se jednotlivé nebo v kratkych fetizcich. Listerie jsou Siroce rozsifené
v prostfedi, n¢které druhy jsou patogenni pro Cloveka i1 zvitata. Listeria monocytogenes je
roz$ifena u zvitat, ve volné ptirod¢, na rostlinach, byva také izolovdna ze sto¢niho kalu,
silaze, pudy, stolice zdravych zvifat i clovéka a také z humanniho 1 veterindrniho klinického
materidlu. Listerie jako patogenni mikrorganismy, které mohou ptechodné osidlovat sliznice

svych hostitelti, pfedevs§im v zazivacim traktu lidi a zvitat [22, 24].

Listeria monocytogenes zpusobuje onemocnéni zvané listeridza, které vznika predevSim po
konzumaci nepasterovanych syrtt a mléénych vyrobku, kontaminované zeleniny a pfi poziti
nespravn¢ piipravené¢ho jidla z masa. Projevuje se stievnimi a zalude¢nimi potizemi, bolest-
mi hlavy, zvracenim, prijmem, apod. Listerie pronikaji v zaZivacim traktu endocyt6zou do
epitelidlnich bunék tenkého stfeva nebo jsou absorbovany buiitkami imunitniho systému.
Jsou rychle fagocytovany mikrofagy a dalSi rozvoj infekce je urCovan schopnosti listerii

mnoZit se v makrofagu [24, 26].
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Je malo pravdépodobné, ze malé mnozstvi bakterii v potravinach zpusobi listeriozu, ale je
Znamo, ze poziti potraviny kontaminované vice nez 1000 bakteriemi L. monocytogenes zpu-
sobi onemocnéni ohrozenych skupin lidi, kterymi jsou starsi lidé, novorozenci, t€hotné zeny,

lidé se snizenou obranyschopnosti organismu atd. [26].

Obr. 2: Listeria monocytogenes [28]

L. monocytogenes je velmi odolnd vii¢i zmrazovani, suSeni, dokaze se mnozit uz pti teplo-
tach 3 — 4 °C a roste 1 pfi teplotach 45 — 50 °C. Pasteracni proces vsak nepiezije (72 °C po
dobu 16 sekund) [26, 27].

1.2.3 Campylobacter

Doména: Bacteria

Kmen: Proteobacteria

Ttida: Epsilonproteobacteria
Rad: Campylobacterales
Celed’: Campylobacteraceae

Rod: Campylobacter [22]

Campylobacter jsou zakiivené gramnegativni ty¢inky, n€kdy az spiralovitého tvaru (obr. 3)
s n¢kolika zavity, velké 0,2 — 0,5 um x 0,5 — 5 um. Jsou pohyblivé pomoci polarnich bici-
k. Maji pozitivni katalasovou 1 oxidasovou reakci. Nejdilezitéjsi druh Campylobacter
jejuni lze rozpoznat od ostatnich diky jeho schopnosti hydrolyzy hipuratu, rezistenci

k celafalotinu a citlivosti k nalidixové kyselin€ [24, 29, 30].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 19

Obr. 3: Campylobacter jejuni [31]

Campylobacter jsou velmi rozsifeny v ptirod¢, vétsina je adaptovéana na stfevni trakt teplo-
krevnych zvitat. C. jejuni se vyskytuje hlavné u drubeze. C. jejuni vyvolavéa akutni sttevni
onemocnéni po poziti infikované potravy, jako jsou chladirenské kutata, kriity a jina driabez,
nepasterizované mléko, voda, nebo kontaktem s nakazenym zvifetem. Infekce ¢asto souvisi
s tepeln¢ Spatné upravenou potravou. Pii teploté pod 37 °C se C. jejuni nemnozi, ale mize

prezivat ve vlhku 1 pf1 4 °C 1 nékolik tydnt [24, 30].

1.2.4 Clostridium

Doména: Bacteria
Kmen: Firmicutes
Ttida: Clostridia
Rad: Clostridiales
Celed’: Clostridiaceae

Rod: Clostridium [22]

Rod Clostridium zahrnuje ty¢inky s oblymi konci, tvotici odolné spory. Grampozitivné se
barvi ptfedevsim v poc¢atecnich stadiich riistu. VEtSina druhti roste za anaerobnich podminek,
nekteré vSak vykazuji raznou S§ifi tolerance ke kysliku. Rostou v Sirokém teplotnim rozmezi

s optimem 37 °C [24, 30, 32].

Klostridia se bézné vyskytuji v ptidé, odpadech a produktech zivocisného i rostlinného pt-

vodu. Vyskytuji se 1 jako saprofyti a komenzalové ve stfeve zvifat a Clovéka [32].
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Spory klostridii jsou zna¢n¢ odolné vii¢i neptiznivym podminkdm zevniho prostiedi, jako je
teplota, zafeni, vyschnuti a rizné chemické latky. Spory jsou pfitomny v pade, vode,

v prachu a mohou kontaminovat potraviny [30].
Clostridium perfringens

Clostridium perfringens je sporotvorna grampozitivni bakterie, ktera se vyskytuje ubikvitné,
napi. ve stfevé lidi a zvifat. Jedna se o nepohyblivé tycky, silné pres lum, kratké
2 — 4 pum nebo dlouhé - vice nez 10 um. Nékdy mohou byt opouzdiené polysacharidovym
pouzdrem. Spory piezivaji v pad¢ nebo prachu po velmi dlouhou dobu a mohou snadno
kontaminovat potraviny, zvlasté maso. C. perfringens se bézn¢ nachazi v syrovém mase a

driibezi [24, 33, 34].

Otrava toxinem C. perfringens nastava pouze pfi silné kontaminaci potraviny. C. perfrin-
gens je producentem fady toxickych enzymi a na zaklad¢ spektra tvofenych toxini jsou
jednotlivé kmeny rozdéleny do péti toxickych typii, oznacovanych A — E. Typy A, Ba D
produkuji do potravin termolabilni enterotoxin a jejich termorezistentni spory jsou schopné

prezit var [24, 30].
Clostridium botulinum

Clostridium botulinum zahrnuje heterogenni skupinu bakterii, spole¢nym znakem téchto
bakterii je tvorba toxinu se shodnym biologickym uc¢inkem, ale rtiznou antigenni strukturou,
podle které se d€li na antigenni typy A — G. VSechny produkované toxiny maji vlastnosti
neurotoxinli. Tvoii se ve tkanich uhynulych organismii a ve vhodnych substratech mimo
télo. Tento toxin (botulotoxin) je pfi¢inou botulismu neboli otravy klobasovym jedem. Pro-
dukce botulotoxinu byla také prokazéana u dalSich druht klostridii, a to u Clostridium buty-
ricum (neurotoxin typu E) a Clostridium baratii (neurotoxin typu F). Pro ¢lovéka je toxicky
botulotoxin typu A, B a E, vzacné F a G. Typy C a D u ¢lovéka neptisobi klinické pfiznaky,

vyvolavaji onemocnéni u zvirat [30, 32].

Nejcastéjsi formou botulismu je alimentarni intoxikace botulotoxinem jiz vytvofenym
v potraving, nejcastéji v domacich masovych, rybich i zeleninovych konzervach a v polo-

konzervach véetné riznych omacek [24].

Podle biochemické aktivity a dalSich biologickych vlastnosti rozd€lujeme kmeny Clostridi-

um botulinum do 4 skupin [30]:
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1. skupina - obsahuje proteolytické kmeny, které tvofi botulotoxin typi A, B a F, hojné
rozsitené v pudé¢, na rostlinach a ve sttevnim traktu savci [24, 30].

2. skupina — ptredstavuje sacharolytické kmeny, které produkuji botulotoxin typti E, B a F,
nejCastéji se vyskytuji ve vodach a u vodnich zvirat [24, 30].

3. skupina — kmeny produkuji toxin typu C a D a Clostridium novyi typ A [24, 30].

4. skupina — obsahuje proteolytické Clostridium, produkujici botulotoxin typu G a netoxic-

ké Clostridium subterminale [24, 30].

Obr. 4: Clostridium botulinum [21]

1.2.5 Escherichia coli

Doména: Bacteria

Kmen: Proteobacteria

Ttida: Gammaproteobacteria
Rad: Enterobacteriales
Celed: Enterobacteriaceae

Rod: Escherichia [22]

Jedna se o gramnegativni fakultativné anaerobni rovné ty¢ky se zaoblenymi konci, 2-3 um
dlouhé, 0,6 pm Siroké, nékdy mohou byt kratké - kokobacilarni. Vyskytuji se jednotlivé
nebo ve dvojicich. Optimalni teplota rtustu E. coli je 37 °C. Tyto bakterie mohou ptezivat
v prostiedi bez kysliku i s kyslikem. E. coli Zije jako komenzal v tlustém stieveé ¢lovéka a

teplokrevnych zivoc¢ichil. Fekalnim znecisténim se dostava do vody, kde mize prezit i néko-
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lik tydna. Slouzi jako indikator fekalniho znecisténi prostiedi a pitné vody [22, 24, 35, 36,
37].

K ptenosu E. coli dochazi pfimym kontaktem fekalné kontaminovanyma rukama nebo
nepiimo prostiednictvim kontaminovanych pifedmétii. Dale konzumaci kontaminovanych

potravin a vodou [38].

Vysoce infekéni sérotyp je E. coli O157:H7. Ptiznaky infekce mohou byt nevolnost, zvra-
ceni, zalude¢ni kieCe, krvavy prijem, mize dojit k selhani ledvin a dalSich orgéant, k anémii,

ke spontannimu krvaceni a dal§im komplikacim [24, 37].

V zazivacim traktu se urcité kmeny E. coli uplatiiuji jako patogeny riznymi mechanismy,

podle kterych se skupiny kmenti E. coli oznacuji jako [24]:

1. enteropatogenni (EPEC)

2. enterotoxigenni (ETEC)
3. enteroinvazivni (EIEC)

4. enterohemoragické (EHEC)

Enteropatogenni E. coli vyvolavaji akutni prijmova onemocnéni u novorozencii a kojenct.
Bylo prokézéno, ze schopnost vyvolat tyto prijmy je vazédna pouze na nékteré sérotypy,
které kolonizuji tenké a tlusté sttevo. U EPEC kmeni nebyla prokazana tvorba enterotoxi-
ni. Infekce témito kmeny je spojena s charakteristickymi ultrastrukturdlnimi zménami v
epitelidlnich buiikach tenkého stieva. Podstatou je uzka vazba bakterii E. coli s enterocyty

[24, 38].

Enteroinvazivni E. coli maji podobny mechanizmus patogenity jako shigely, tj. pronikaji do

bun€k a v nich se mnozi. Nemoc probihd pod obrazem bacilarni dysenterie [24, 38].

Enterotoxigenni £. coli kolonizuji tenké stfevo pomoci koloniza¢nich faktort, coz jsou pro-
teinové fimbrie, které jsou druhové specifické (napt. pro Cloveéka, selata, telata). ETEC
kmeny vyvolavaji akutni priijmova onemocnéni u déti i dospélych. Vyskytuji se prevazné v
teplych oblastech (Mexiko, Bangladés, Egypt), jsou nazyvany jako cestovatelské prajmy
[24, 38].

Enterohemoragické E. coli maji podobny mechanizmus adherence jako EPEC, ale vazi se
prevazné v tlustém stteve. Jsou producenty toxinu, ktery se oznacuje jako podobny shigelo-

vému (shigalike toxin) nebo verotoxin. Izoluji se ze sporadickych nebo epidemickych one-
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mocnéni hemoragickou kolitidou, u nékterych nemocnych se vyvine hemolytickouremicky
syndrom (HUS). Jde o mikroangiopatickou hemolytickou anemii s trombotizaci, primarné
jsou poskozeny endotelie, onemocnéni je Casto smrtelné. Zdrojem infekce je vétSinou infi-

kované hovézi maso [24, 38].

Obr. 5. Escherichia coli [39]

1.2.6 Staphylococcus aureus

Doména: Bacteria

Kmen: Firmicutes

Ttida: Bacilli

Rad: Bacillales

Celed”: Staphylococcaceae
Rod: Staphylococcus [22]

Staphylococcus aureus je grampozitivni kok seskupeny do hlouckt. Jedna se o fakultativné
anaerobni organismus. Pfirozen¢ obyvaji kiizi a sliznice lidi a zvifat a nevyvolava zadné po-
tize. Staci vSak sebemensi porucha pfirozené odolnosti a projevi se jako patogen, pronikne
do tkani a vyvold onemocnéni od koznich afekci po zavazné zanéty vnitfnich organti. Radi
se mezi biochemicky nejaktivnéjsi bakterie, produkuje spoustu komplexnich latek bunécné

stény, exoenzymd a toxint, z nichZ mnoh¢ se uplatiuji jako faktory virulence [24, 30, 40].
Stafylokoky patii mezi mikroby pomérné rezistentni k zevnimu prostfedi, odolavaji vy-
schnuti, 1 zahfivani na teploty kolem 60 °C [30].

Staphylococcus aureus produkuje v potravinach enterotoxiny bilkovinné povahy, které mo-
hou zptisobit az smrtelné otravy. Enterotoxin je tepelné stabilni protein, ktery ziistava aktiv-

ni 1 po varu po dobu 30 min. St. aureus se nejcastéji vyskytuje u masa, masnych vyrobcich,
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vajecnych vyrobcich, ryb, brambor, peciva, cukrafskych vyrobcich, mlécnych vyrobcich,
apod. Do potravin se St. aureus dostane pii Spatnych hygienickych podminek, napf.
z hnisajicich loZisek na rukou lidi ptipravujici piislusné potraviny, z kontaminovanych po-
vrchli, naddob, apod. K otravé dochdzi vétSinou tehdy, je-li koncentrace bunck St. aureus
v potraving fadu 10° az 10’ g”'. Pavodcem otravy viak nejsou Zivé butiky, ale jimi vytvofené

toxiny [40, 41, 42].

Obr. 6: Staphylococcus aureus [43]

1.2.7 Pseudomonas

Doména: Bacteria

Kmen: Proteobacteria

Ttida: Gammaproteobacteria
Rad: Pseudomonadales
Celed”: Pseudomonadaceae

Rod: Pseudomonas [22]

Pseudomonas patii mezi gramnegativni, nefermentujici, fakultativné anaerobni, tycinkovité
bakterie. Pohybuji se jednim nebo nékolika polarnimi bi¢iky, pouze ziidka jsou nepohyblivé.
Maji schopnost vyuzivat nejriznéjsi organické slouceniny jako zdroje energie a uhliku a bez
narokli na specifické ristové latky. Nékteré druhy jsou schopny vyuzivat jednouhlikaté

slouceniny (napi. methanol) jako zdroje zivin a energie [41, 44].

Spousta druhti tvoti fenazinova barviva zlutych, modrych, zelenych nebo ¢ervenych odstind,

kterd uvoliuji do rastového prostiedi a zplisobuji tim nezadouci zabarveni potravin (napf.
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modrani nebo ¢ervenani mléka). Nékteré druhy vyvolavaji v potravinach cizi viiné nebo pa-

chy (ovocny, rybi) nebo pachuti (napt. mydlovou, hotkou apod.) [41].

Maji silné proteolytické schopnosti, které jim umoznuji rozklad bilkovinnych potravin, a
proto patii k nejpocetnéj$im mikroorganismiim na povrchu masa a zptsobuji jeho kazeni.

Jejich lipolytické vlastnosti se uplatiuji pti kazeni tukd [41].

Nejvyznamngjsi a nejcastéji izolovany druh piedstavuje Pseudomonas aeruginosa. Je vyraz-
nym patogenem. Vyskytuje se v piirodnich i odpadnich vodach, v pid€, na rostlinach, u
volné Zijicich i domacich zvifat, v potravinach, zejména v mase. Casto je piitomna v tlustém
sttevé jako normalni flora. Je relativné rezistentni k fyzikalnim a chemickym vliviim, roste

pii 42 °C [30, 44].

Dalsim pomérné Casto izolovanym druhem je Pseudomonas fluorescens. Jako patogen se
uplatiluje pouze prilezitostné. Vyskytuje se v pid¢, vode, v potravinach, nékteré kmeny jsou
patogenni pro rostliny. Mezi dal§i vyznamné druhy patii Pseudomonas putida a Pseudomo-

nas stutzeri [30, 44].

Obr.7: Pseudomonas fluorescens [45]
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2 BIOGENNI AMINY

Biogenni aminy jsou skupinou alifatickych, heterocyklickych nebo aromatickych bazi odvo-
zenych od aminokyselin. Nékteré biogenni aminy maji samy vyznamné biologické vlastnosti,
protoZe jsou napt. tkanovymi hormony (histamin), protoalkaloidy (hordenin, gramin) a sta-
vebnimi latkami, které se ucastni biosyntézy dalSich hormona Zivocichti (fenylethylamin),
fytohormont auxint, alkaloid a dalSich sekunddrnich metabolitd rostlin. U histaminu, ty-
raminu a 2-fenyletylaminu jsou zjiStovany neptiznivé ucinky, ovlivituji nervovy systém, pi-
sobi na krevni tlak, vyvolavaji kozni projevy (tabulka 2). Polyaminy (spermidin, putrescin,
kadaverin) jsou nezbytné pro déleni a riist bun€k, pro udrZeni vysoké metabolické aktivity,
pro funkci imunitniho systému, atd. Podporuji zaroven i rast nadort, 1 kdyz samy nejsou

karcinogenni. [46, 47,48].

Tab.2: Biogenni aminy, jejich prekurzory, produkty transformace a biologicky vyznam [54]

Biogenni Pivodni ami- | Dalsi produkty aminokyselin a . c
. . . Biologicky vyznam
amin nokyselina transformace aminu
lokalni tkanovy hormon, snizuje krevni tlak,
histamin histidin vliv na sekreci zalude¢ni $tavy, Gi¢ast pii ana-
fylaktickém Soku a alergickych reakcich
stabilizace makromolekul (nukleové kyseliny),
kadaverin lysin subcelularnich struktur (ribosomy), stimulace
diferenciace bunek
S . . . stabilizace makromolekul (nukleové kyseliny),
. arginin via orni- | N-methylputrescin, polyaminy L, . .
putrescin . o i . subcelularnich struktur (ribosomy), stimulace
tin nebo citrulin | spermidin, spermin . . N
diferenciace bun¢k
. . stabilizace makromolekul (nukleové kyseliny),
. .. putrescin, N-methylputrescin, ., . .
agmatin arginin olvaminy spermidin. spermin subcelularnich struktur (ribosomy), stimulace
POy ysp - SP diferenciace bunek
fenyle.thyla- fenylalanin tyramin, dqpamin, adrenalin,
min noradrenalin
. . . . .| prekurzor dopaminu, lokalni tkanovy hormon,
. . dopamin, epinefrin, norepinefrin, v , . ,
tyramin tyrosin . . zvySuje krevni tlak, vliv na kontrakce hladkého
synefrin, hordenin
svalstva
dopamin DOPA norepinefrin, epinefrin mediatory sympatickych nervi
lokalni tkanové a rostlinné hormony (katecho-
tryptamin tryptofan serotonin, melatonin laminy), vliv na krevni tlak, peristaltiku stiev,
psychické funkce
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Biogenni aminy vznikaji z aminokyselin plisobenim specifickych enzymi ze skupiny dekar-
boxyldz nebo jako produkty enzymové katalyzované aminace. Vznikaji také pisobenim vy-

sokych teplot. Jsou nezadoucimi metabolity rozkladu bilkovin [50, 51].

Biogenni aminy jsou v nizkych koncentracich ptirozenou slozkou fady potravin jako b&ézné
produkty metabolismu, jsou to tzv. endogenni biogenni aminy. Exogenni biogenni aminy
vznikaji v potravinach pii kvasnych procesech a jako disledek mikrobidlni kontaminace.
V zivocisnych tkanich a rostlinnych pletivech vykonavaji fadu dtlezitych funkei. K tvorbé
biogennich amint zna¢né pfispiva kulturni a kontaminujici mikroflora, protoZe nékteré mik-
roorganismy maji schopnost tvofit dekarboxylazové enzymy, které katalyzuji dekarboxylaci

volnych aminokyselin v potraviné za vzniku biogennich amini [46, 50, 52, 53].

2.1 Vyskyt biogennich amini v potravinach

Biogenni aminy se vyskytuji ve vSech potravinach, které obsahuji bilkoviny nebo volné ami-
nokyseliny. Biogenni aminy se ve vyS$im mnozstvi vyskytuji ve fermentovanych potravi-
nach, kde vznikaji ¢innosti mikroorganismui (kysané zeli, fermentované masné vyrobky, sy-
ry, vino aj.). V mase, rybach a syrech jsou hlavnimi biogennimi aminy histamin, putrescin,
tyramin a kadaverin. Pti skladovani masa dochazi vlivem enzymové aktivity pfitomné mik-
roflory ke zvySeni obsahu biogennich amind, a obsah nékterych z nich lze vyuZit jako indi-
kator Cerstvosti masa. Vafeni md maly vliv na obsah biogennich aminli, dochazi pouze

k jejich ¢asteCnému vyluhovani a rozkladu, vyssi ubytky jsou pii peceni a smazeni [54, 55].

Cerstvé a zpracované vepfové maso obsahuje velké mnoZstvi adrenalinu, spermidinu a
sperminu a niz§i hladiny noradrenalinu, putrescinu, histaminu, kadaverinu a tyraminu.
Velké mnozstvi kadaverinu pfitomné v hovézim mase byly spojeny s velkou kontaminaci
enterobakteriemi. BA ve fermentovanych saldmech mohou pochazet z kontaminované
suroviny nebo kvasenim. Ve vakuové baleném mase byla zjisténa tvorba tyraminu zpusobe-
na bakterii Carnobacterium divergens, tvorba putrescinu a kadaverinu byla zptisobena ente-

robakteriemi nebo pseudomonadami [55, 56].

V cCerstvém rybim mase je obsah biogennich aminti maly, obsah se zvySuje pfi nevhodném
skladovani, pti vysSich teplotach je pfitomnou mikroflorou dekarboxylovan hlavné histidin
na histamin. Vznikaji také ostatni biogenni aminy, jako je tyramin, kadaverin a putrescin.

Optimalni teplota tvorby histaminu je 5 — 38 °C a zavisi hlavné na druhu kontaminujici mik-
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roflory. Mezi mikroorganismy, které jsou schopny produkovat nebezpecné mnozstvi hista-
minu patii Morganella morganii a Hafni alvei, Acromonas hydrophila, Vibrio alginoly-
ticus, Pseudomonas sp., Klebsiella sp., atd. Minoritnim biogennim aminem byva agmatin,

ktery se v mase a mase ryb nachazi b&zn& v mnozstvi 1 — 3 mg.kg" [54, 57].

Vyskyt biogennich amint v mléce je nizky, ale v syrech se obsah vyrazné zvySuje. Pii zrani
dochazi k vyrazné tvorb& biogennich amint, ale pfili§ velké mnozstvi mize byt zpiisobené
vlivem kontaminujici mikroflory v provozech s nedostatecnou hygienickou urovni [54, 56,

57].

Biogenni aminy se jako pfirozend soucdst vyskytuji i v potravinach rostlinného pivodu.
Hlavnim biogennim aminem v ovoci a zelenin€ byva tyramin. Citrusové plody maji hodné
putrescinu, v bananech je jako hlavni biogenni amin tyramin, dale také fenylethylamin, his-
tamin, dopamin, serotonin a norepinefrin. Listy Spenatu obsahuji histamin, dale
N-methylhistamin, N-acetylhistamin a amidy histaminu s rtiznymi karboxylovymi kyselinami.
V mlééné fermentované zelening (napt. mrkev a Cervena fepa) byl nalezen kadaverin, hista-
min, putrescin, spermidin a tyramin. V pSenici se nachdzeji amidy 2-hydroxy-
putrescinu s ferulovou a p-kumarovou kyselinou, které vznikaji jako fytoalexiny pii napade-

ni rostliny [54, 58].

Odstranéni jiz jednou vzniklych biogennich aminii z potraviny je velmi obtizné, snizeni lze
dosahnout napt. pouzitim diaminooxidasy, ale v praxi to neni pouzitelné. K ¢asteCnému
snizeni obsahu amin®i dochazi v tepelné zpracovanych vyrobcich jejich reakei s rozkladnymi
produkty cukri v Marillardové reakci. NejvhodnéjsSim zpiisobem je dodrzovani takovych
technologickych postuptt a hygienickych podminek pti vyrobé, které brani vzniku biogen-

nich amini [54].

2.2 Mikroorganismy produkujici biogenni aminy

Jako producenti biogennich aminti byvaji popisovani zastupci téchto bakterii: Enterobacte-
riaceae, Micrococcaceae, rod Pseudomonas, Aeromonas, Campylobacter, Arcobacter,

Staphylococcus, Enterococcus [12].

Ptitomnost bakterii s dekarboxylazovou aktivitou miize tedy ukazovat na ptitomnost toxic-

kych produktii v potravinach. Ani chladirenské skladovani nemusi zamezit vzniku biogen-
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nich amint, bylo zjisténo, ze se obsah biogennich aminti zvySuje 1 béhem skladovani pti tep-

loté 4 °C[12].

Enterobacterieaceae jsou povazovany za mikroorganismy s vysokou dekarboxylazovou
¢innosti, zejména v produkci kadaverinu a putrescinu. Vysoky dekarboxyla¢ni Gc¢inek byl
zaznamenam napi. u Enterobacter a Serratia. Enterobacterieaceae produkuji také znacné

mnozstvi histaminu, zejména Enterobacter cloacae, E. aerogenes, Klebsiella oxytoca a

Escherichia coli [59].

Z celedi Micrococcaeae byla pozorovana dekarboxylace histidinu u rodt Micrococcus a
Staphylococcus. Produkce histaminu byla pozorovana u St. xylosus. St. carnosus a St. pisci-
fermentans maji velkou dekarboxylacni ¢innost aminokyselin, produkuji 2-fenyletylamin,

histidin, putrescin a kadaverin [59].
Bakterie mlé¢ného kvaseni nejsou povazovany za toxické a patogenni, nékteré druhy vSak
produkuji BA, nejvyznamnéjsi je tvorba tyraminu [59].

Na produkci BA se podileji také kvasinky. U kvasinek rodu Debaryomyces a Candida
izolovanych z fermentovaného masa byla zjiSténa dekarboxylazova aktivita histidinu, ktera
byla vysSi, nez u baktérii mlécného kvaSeni a stafylokokl. Nékteré kmeny kvasinek byly

schopné tvortit vysoké mnozstvi 2-fenylethylaminu a tyraminu [59].

Tab. 3: Vyznamné mikroorganismy produkujici biogenni aminy [54]

Potravina Mikroorganismy Produkované aminy
Morganella morganii, Klebsiella pneumoniae, histamin, tyramin,
ryby Hafnia alvei, Proteus mirabilis, Clostridium perf- | kadaverin, putrescin,
ringens Staphylococcus xylosus agmatin

Lactobacillus buchneri, L. delbrueckii subsp.
bulgaricus, L. plantarum, L. casei, L. acidophilus,
Enterococcus faecium, Propionibacterium sp.,
Bacillus macerans,

histamin, tyramin,
kadaverin, putrescin,
tryptamin

syry

histamin, tyramin,
maso a masné | Pediococcus sp., Lactobacillus sp., Pseudomonas | kadaverin, putrescin,

vyrobky sp., Enterococcus sp., Micrococcus sp. fenylethylamin,
tryptamin

fermentovana | Lactobacillus plantarum, Leuconostoc mesentero- | histamin, tyramin,
zelenina ides, Pediococcus sp. kadaverin, putrescin

histamin, tyramin,
kadaverin, putrescin,
tryptamin

fermentované | Rhizopus oligosporus, Trichosporon beigllii, Lac-
vyrobky ze soji | tobacillus plantarum
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2.3 Biologické ucinky biogennich aminii

Biogenni aminy jsou pro organismus nepostradatelné, ale ve vysokych koncentracich se
mohou projevovat jako psychoaktivni a vasoaktivni aminy. Psychoaktivni aminy pisobi jako
pienaseci v centralnim nervovém systému, vasoaktivni aminy piisobi piimo nebo

nepiimo na vaskularni systém [54].

Vysoké davky biogennich amini mohou zptsobit dychaci potize, zalude¢ni a stfevni potize,
buseni srdce, hypotenzi (histamin) nebo hypertenzi (tyramin), migrény (fenylethylamin, ty-
ramin). Hlavnimi enzymy, které biogenni aminy ve sttevech odbouravaji jsou monoaminoo-
xidasa a diaminooxidasa. Spermidin a spermin jsou odbouravany enzymem polyaminooxida-
sou. Toxicky ucinek biogennich aminti je siln¢ ovlivnén aktivitou téchto enzymi, kterd mtize
byt u jednotlivych jedincti riznd a zavisla na fad¢ faktorti, napf. na pfitomnosti inhibitora
(n€kterd léciva, alkohol). Pii hodnoceni toxického G¢inku je nutné zvaZovat nejen ptitom-
nost konkrétniho biogenniho aminu, ale i ostatnich faktort, jakymi jsou mnozstvi spotiebo-
vané potraviny, pfitomnost jinych toxickych latek apod., proto je velmi obtizné stanovit

hranici toxicity biogennich aminii [54, 59].

Polyamidy spermidin a spermin, jako vicefunkéni kationty, plni fadu vyznamnych biologic-
kych funkci. Ugastni se proteosyntézy a biosyntézy nukleovych kyselin, ovliviiuji procesy
v organismu, jako je regulace télesné teploty, pfijem vyzivy, zvySeni nebo snizeni krevniho
tlaku. ZvySeny obsah potravnich polyaminti je zddouci pro hojeni ran, popalenin, vyvoj a

obnovu stfevni mukozy apod. [54, 56].
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II. PRAKTICKA CAST
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3 CILPRACE

Cilem této diplomové prace bylo studium tvorby biogennich amini bakteriemi izolovanymi
z bazantiho masa. Bakterie byly izolovany z prsniho svalstva, ze stehenniho svalstva, z jater
a kaze.

Pro dosaZzeni cilii bylo potieba:

* vypracovat reSersi tykajici se charakterizace mikroflory bazant a driibeze,

* popsat vlastnosti a vyskyt biogennich aminli a zastoupeni bakterii s dekarboxylazovou

aktivitou.
Pro vypracovani praktické ¢asti diplomové prace bylo nutné naplnit tyto dil¢i cile:

* izolace mikroorganismu z jednotlivych ¢asti bazantii, stanoveni jejich poctu a charakteris-

tika bakterii,

* stanovit produkci biogennich amint kultivaéni metodou a iontové vyménnou chromato-

grafii,

* na zaklad¢ ziskanych vysledki zformulovat zavér.
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Popis analyzovanych vzorki

V experimentdlni ¢asti diplomové prace byly analyzovany vzorky vybranych ¢asti tél bazan-
ta, které¢ byly ziskany od Ing. Roberta Gala, Ph.D. Jednalo se o bazanty, ktefi byli
chovani ve voliérach v bazantnici Svatoboftice - Mistfin (Jihomoravsky kraj). Dale byli tes-
tovani bazanti zijici ve volné pifirodé¢ ve stejném regionu. Bazanti byli odloveni dne
6. 11. 2010 a skladovani ve visu venku pii teploté 8 = 4 °C. Prvni odbér vzorkd masa byl

proveden dne 9.11.2010, druhy odbér dne 18.11.2010 a tfeti odbér dne 25.11.2010.

4.2 Material

4.2.1 Kultivacni pady

e Masopeptonovy agar (MPA) a bujon (MPB) (HiMedia, Bombai, Indie)
e Plate Count Agar (PCA; HiMedia)

¢ Endo agar (HiMedia)

e MRS agar a bujon (Oxoid, Basingstoke, Velka Britanie)

e M17 agar a bujon (Oxoid)

Priprava pidy: Dané mnozstvi pudy bylo dle doporuceni vyrobce navazeno a rozpusténo v
1000 ml destilované vody. Sterilace probéhla v autoklavu pti 121 °C po dobu 15 minut.
Ptipravené pldy byly rozlity do Petriho misek.

4.2.2 Pristrojova technika

¢ Autoklav H+P Varioklav (H+P Labortechnik AG, Némecko)

e Termostat BT 120 (Laboratorni piistroje Praha, Ceska republika)
e Laboratorni pfedvazky (Kern&Sohn GmbH, Némecko)

¢ Automatické mikropipety (Nichiryo, Japonsko)

e B&zn¢ laboratorni sklo a dalsi pomiicky
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4.3 Priprava vzorki

Z jednotlivych ¢asti tél bazanta bylo odebrdno cca 5 g vzorku, smichéno s fyziologickym
roztokem v poméru 1: 9 a homogenizovano ve stomacheru. Poté bylo dle potieby provede-
no desitkové fedéni. Vzorky byly oCkovany roztérem na Petriho misky s ptislusnymi
pudami. V ramci prace byly stanoveny celkové pocty fakultativné anaerobnich mezofilnich
(CPM) a psychrotrofnich mikroorganismti na piidé PCA, enterobakterii na Endo agaru a
bakterii mlécného kvaseni (BMK) na pidach MRS a M17. Misky byly kultivovany po
dobu nezbytnou pro nartst zjistovanych mikroorganismii - CPM, BMK a enterobakterie pii
30 °C a 37 °C po dobu 48 hodin, psychrotrofni mikroorganismy pfi teploté 8 °C po dobu 7
— 10 dnd. Po uplynuti doby nezbytné pro rast testovanych skupin mikroorganismi byly ko-

lonie spocitany a piepocteny na CFU/g.

4.4 Charakterizace izolovanych mikroorganismu

4.4.1 Morfologie mikroorganismi

Makroskopické znaky

Makroskopické znaky udéavaji informace o povaze mikroorganismil 1 €istoté kultury. Podle
jejich vzhledu, pigmentace a konzistence lze orientaéné rozdélit bakterie. Vzhled kolonii

muze byt ovlivnén stafim kultury a kultivaénimi podminkami [61].
Pti posuzovani vzhledu kolonii byly sledovany nasledujici znaky:

- profil, tvar, okraje kolonii,
- velikost kolonii,
- produkce pigmenti,

- konzistence kolonii — hladka, slizovita, mouc¢nata, kozovita,
Mikroskopické znaky

Pomoci mikroskopickymi metod lze zjistit tvar, velikost, uspotadani bakterii v preparatu.

Podle téchto znak 1ze orientacné mikroorganismy (bakterie) rozdélit do skupin [61].

Mikroskopické morfologické znaky byly hodnoceny pomoci objektivu s imerznim olejem u

preparatll fixovanych teplem a barvenych diagnostickym barvenim podle Grama. Pozorova-
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ni bylo zaméteno predevsim na typ bunécné stény podle Grama, tvar buniky a charakteristic-

ka usporadani bunék [61].

4.4.2 KOH test

KOH test doplituje Gramovo barveni, je zaloZen na G¢inku 3% roztoku KOH, jenz hydroly-
zuje bunéfnou sténu gramnegativnich bakterii. Grampozitivni bakterie u¢inkiim
3% KOH odolavaji. Lze jej rovnéz pouzit k orienta¢nimu urceni, zda se jedna o grampozi-

tivni nebo gramnegativni bakterie [62].

Na podlozni skli¢ko byla nanesena kapka 3% roztoku KOH (Lach-Ner, Neratovice, CR).
Vyzihanou a zchladlou bakteriologickou klickou bylo odebrano dostatecné mnozstvi kultury
(1 kolonie) zkoumané bakterie a rozmichdno v naneseném KOH. Po rozmichdni byla klicka
zvednuta od sklicka. V ptipadé€, ze zkoumand bakterialni kultura je gramnegativni, se sus-
penze KOH s bakterialni kulturou stava viskosni, bunky se rozpousti a za klickou se tdhne
vlakno uvolnéného bunééné¢ho obsahu. V ptipad€, ze zkoumana kultura je grampozitivni,
nedochdzi k lysi bakteridlnich bun€k a suspenze bakterii a KOH zlstava tekutd a vlakno

bunécného obsahu za klickou se netvoii [49].

4.4.3 Produkce katalasy

Neékteré bakterie jsou schopny produkovat enzym katalasu, ktery rozklada peroxid vodiku
na vodu a molekularni kyslik. Katalasu tvofi pfedevSim aerobni a fakultativné anaerobni
bakterie [62].

Na podlozni sklicko byl naneses 3% peroxid vodiku a do néj byla pomoci klicky rozetfena
bakterialni kolonie narostend na Petriho misce. Pozitivni reakce se projevila uvoliovanim

bublinek kysliku [62].

4.5 Dekarboxylazova aktivita bakterii

Pii dekarboxylaci aminokyselin plisobenim enzymil nékterych bakterii dochazi ke vzniku

CO; a ptislusného aminu, ¢imz se zvysi pH pady [68].
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4.5.1 Zjistovani produkce biogennich aminu kultiva¢ni metodou v dekarboxyla¢nim

médiu s pH indikatorem

Produkce biogennich aminu byla sledovdna v dekarboxylacnim médiu obsahujicim pfislus-
nou aminokyselinu a pH indikator (brokresol purpur) v mikrotitracnich destickach.
Do kazdé jamky mikrotitracni desticky bylo napipetovano 150 pl dekarboxylaéniho média
obohacené¢ho o pfislusnou aminokyselinu v koncentraci 1 % (w/v) a 5 ul 24 hodinové
suspenze dan¢ho mikroorganismu kultivovaného v ptislusném bujonu (MPB, MRS, M17).
Sté&peni aminokyselin je anaerobni proces, proto byly viechny jamky pro vytvoieni anaerob-
niho prostfedi zakapnuty 1 kapkou parafinového oleje. DestiCky byly vlozeny do sacku a
kultivovany pfi teploté 30 °C po dobu 48 hodin. Pozitivni reakce se projevila zménou barvy

média ze zluté na fialovou.
SloZeni dekarboxyla¢niho média [68]

Hodnoty jednotlivych komponent jsou uvedeny v gramech na 100 ml média:

trypton (HiMedia) ..........ccooeiiiiiiiii e 0,5
kvasni¢ny extrakt (HiMedia) ....................ccccveeeeee 0,5
masovy extrakt (HiMedia) ....................ccevvieeeeennnnn 0,5
NaCl (Lach-Ner) ......cooviiiiiiiiiiiiiiiiinieieeeeeennnn 0,25
glukéza (Lach-Ner)...........coovviiiiiiiiiiiiineen.....0,05
Tween 80 (Sigma-Aldrich) ..., 0,1
MgSO4(Lach-Ner) .....cccoviiiiiiiiiiiiiiiee e, 0,02
MnSOa4 (Lach-Ner) .....c.ooiviiiiiiiiiiiic e, 0,005
FeSOa (Lach-Ner).......ooovviiiiiiiiiiiic e, 0,004
citrat amonny (Lach-Ner)..............cooviiiiiiiinnn. 0,2
thiamin (Sigma-Aldrich) ..., 0,001
K3PO4 (Lach-Ner).......ccooiiiiiiiiiciieees 0,2
CaCO3(Lach-Ner) ....cccoviiiiiiiiiiiii i, 0,01
pyridoxal-5-fosfat (Sigma-Aldrich)........................... 0,005
ptilusna aminokyselina (Sigma-Aldrich) ..................... 1,0
bromkresol purpur (Sigma-Aldrich)......................... 0,006
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4.5.2 Stanoveni biogennich aminii iontové-vyménnou chromatografii

Bujon pro rist zkouSenych bakterii byl obohacen prekurzory sledovanych biogennich aminti
aminokyselinami argininem, histidinem, lyzinem, ornitinem, a tyrozinem (Sigma-Alrich, St.
Louis, USA) v koncentraci 0,2 % (w/v). Dekarboxyla¢ni médium s aminokyselinami bylo
v mikrozkumavce po inkubaci centrifugovano (10000 x 30 min pii 4 °C). Smés byla zfil-
trovana pres 0,45 um filtr. 100 pl takto pfipravené smési bylo automaticky nastiiknuto do
analyzatoru aminokyselin AAA400 (Ingos, Praha, Ceska republika), jehoZ soudasti je kolo-
na (55x3,7 mm) naplnéna iontoméni¢em Ostion LG ANG (Ingos, Praha, Ceské republika).
Detekce probihala po postkolonové ninhydrinové derivatizaci spektrofotometrickym detek-
torem (570 nm). Biogenni aminy byly eluovany podle nasledujiciho programu: pufr A po
dobu 0 — 60 min, pufr B po dobu 60 — 86 min. Pot¢ byla kolona obnovena 0,2 mol/l NaOH
po dobu 15 minut a stabilizovaina po dalSich 19 minut pufrem A.
Teplota kolony byla nastavena na 65 °C. Pritokova rychlost pufru byl 0,3 ml/min, ninhydri-
nového ¢inidla 0,2 ml/min. Eluce probihala pfi teploté 65 °C (0 — 41 min a 111-120 min) a
45 °C (41 — 111 min). Kazda smes byla analyzovana minimaln¢ duplicitn¢. Biogenni aminy
(histamin, tyramin, putrescin, kadaverin) pro pfipravu standardu byly ziskdny ze Sigma-

Aldrich.

Kazdy ze vzorkl (pro jeden testovany mikroorganismus) byl pfipraven 3x a byl nanesen na

kolonu ve dvojim opakovani (n = 6).
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Pocty mikroorganismu

U jednotlivych ¢asti tél bazantl byly sledovany celkové pocéty mezofilnich a psychrotrofnich

mikroorganismi, bakterie mlééného kvaseni a enterobakterie.

Celkovy pocet mikroorganismi se u vzorkl prsni svaloviny s postupem casu zvySoval.
V piipadé vzorki bazantli chovanych ve voliéfe zpivodnich 3,3 - 10° CFU/g aZ na
7 - 10" CFU/g po 19 dennim skladovani pfi venkovni teploté (Obr. 8). U vzorkll bazantd
odchycenych ve volné ptirodé byl pozorovan podobny trend postupného zvysovani CPM.

Obr. 8: Pocéty mikroorganismti ze vzorki prsniho svalstva bazantt
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Pocty psychrotrofnich bakterii u vzorkd prsou bazantl z voliéry i z piirody opét postupné
zvySovaly (Obr. 8) z po&ate¢nich hodnot 2,3 - 10* CFU/g, respektive 5,0 - 10* CFU/g, na
1,4 - 10° CFU/g, respektive 2.2 - 10’ CFU/g. K postupnému nartstu poctu bakterii
v prubé¢hu skladovani dochazelo u prsni svaloviny bazantti i v pfipadé enterobakterii,
u kterych lze pozorovat nejvétsi nartst poctu. Ke zvyseni pocétu bakterii mlé¢ného doslo
mezi 1. a 2. odbérem, poté mezi 2. a 3. odbérem doslo k mirnému poklesu jejich poctu, a to

jak u vzorkl bazantti chovanych ve voliéfe, tak i u bazanti odlovenych v ptirod¢.
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Poc¢ty mikroorganismti se rovnéz postupné zvySovaly i u vzorkd stehenniho svalstva bazan-
t z obou typt chovu (Obr. 9). Celkovy pocet mikroorganismi se v piipadé stehenniho sva-
lu bazantii chovanych ve voliéie pohyboval v rozmezi 1,2 - 10° — 7,1 - 10’ CFU/g, v piipads

bazant odchycenych z volné ptirody v rozmezi 2,8 - 10° — 1,2 - 10® CFU/g.

Obr. 9: Pocéty mikroorganismii ze vzorki stehenniho svalstva bazantti
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Jestlize srovname pocty psychrotrofnich bakterii u stehenni svaloviny bazantti chovanych ve
voliéte a odchycenych ve volné piirode¢, tak vyssi pocty téchto mikroorganismil o cca
1 tad byly zjistény u stehna volné odchycenych bazantti (Obr. 9). U téchto vzorkt bylo po
19 dnech skladovani zjisténo 5,7 - 10" CFU/g oproti 4,6 - 10’ CFU/g u bazantt z voliéry.

U bakterii mlééného kvaseni byl rovnéz zjistén béhem 19 denniho skladovani bazantl pii
venkovni teploté postupny narlst po¢tu bakterii na prsni svaloviné. Mezi 1. a 2. odbérem
doslo k nartistu BMK o cca 2 — 3 tady, mezi 2. a 3. odbérem uz bylo zvySeni po¢tu BMK
minimalni. Nejvetsi vzestup poctu Zivotaschopnych bunék byl pozorovan u enterobakterii na
stehennim svalu u bazantti odchycenych ve volné ptirodé, kdy doslo béhem skladovani ke

zvyseni poétu z 10 CFU/g na 7,4 - 10° CFU/g (Obr. 9).

Vyskyt stejnych indikatorovych skupin mikroorganismti byl rovnéz sledovan u jater bazantd

z voliéry a volné ptirody. U CPM doslo mezi 1. a 2. odbérem ke zvySeni poctu bunék o cca
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2 tady, mezi 2. a 3. odbérem uz byl pozorovan jen maly nartst (Obr. 10). Podobny trend byl
pozorovan i v ptipadé psychrotrofnich bakterii a enterobakterii. U bakterii mlééného kvaseni
doslo mezi prvnimi dvéma odbéry k postupnému navyseni poctu zivotaschopnych bunék,
poté se vsak jejich pocet mirng snizil (Obr. 10), podobné jako u BMK izolovanych z prsniho

svalu bazantt.

Obr.10: Pocty mikroorganismi ze vzorku jater bazantd
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Pro srovnani mikrobialniho osidleni byla u 2. odbéru provedena i mikrobiologicka analyza
ktize bazanti odchycenych ve volné pirirodé. U tohoto vzorku se vyskytovalo nejvice psych-
rotrofnich bakterii (2,1 - 10’ CFU/g), CPM byl zhruba o jeden fad niz§i. Po¢et BMK byl 5.3
- 10° CFU/g a pocet enterobakterii 9,3 - 10* CFU/g.

U bazantiho masa se v pomérné velkém mnozstvi vyskytovaly psychrotrofni bakterie, mezi
které lze zatadit napt. rody Pseudomonas, Bacillus, Aeromas, Flavobacterium, nékteré
enterobakterie, bakteriec mlééného kvaseni a dalsi [6]. Tyto vysledky jsou v souladu s tim, ze
bazanti byli skladovani pii venkovni teploté, ktera se pohybovala kolem 6 °C [65]. Vyssi

celkové pocty mikroorganismi byly zjistény u bazanti chovanych ve volné pfirode¢.

Mnozstvi mikroorganismi se zvySovalo s prodluzujici se dobou skladovani bazantli. Mirné

vys$i CPM byly zjistény u casti tél bazantli z volné ptirody. Nejvyssi CPM z jednotlivych
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casti se nachazelo u stehenniho svalstva bazanta z volné ptirody skladovaného 19 dni pti
venkovni teploté. Zvyseni po¢tu mikroorganismi bylo pravdépodobné zptisobeno tim, Ze po
usmrceni jiz nebyla téla bazantl sterilni a byla postupné kolonizovana mikroorganismy
z okolniho prostiedi. Cast mikroorganismi miize rovnéz pochazet od osob, které s tély ma-

nipulovaly pfi usmrceni nebo poté pii odbérech vzorkd.

K ponékud odlisnym vysledkiim dospé€l Gallas [10], ktery na prsni a stehenni svaloving ba-
zantich kohoutdi z farmového odchovu zjistil cca 10° CFU/g psychrotrofnich mikroorganis-
mi, coZ je zhruba o 1 fa4d méné nez v této studii. Podle Gallase [10] prsni svalovina bazan-
tich kohouti z odlovu obsahovala mensi podet mikroorganisma (cca 10> CFU/g) neZ od
bazantl z farmového odchovu. V této studii nebyly zjistény vyraznéjsi rozdily v poctu mik-

roorganismil u bazantl z farmového odchovu a z odlovu z volné ptirody.

5.2 Charakteristika izolovanych mikroorganismu

5.2.1 Makroskopické a mikroskopické znaky bakterii izolovanych z jednotlivych
casti tél bazanta
Prsni sval

Bakterie izolované z prsni svaloviny bazanta skladovaného 3 dny pti venkovni teploté, tvo-
fily nejcastéji kolonie velikosti 1 — 7 mm, barvy bilé, krémové, okrové az oranzové. Tvar byl
nejcastéji okrouhly, profil plochy, zvySeny, vypoukly. Dle mikroskopickych pozorovani byl
tvar bunky ve vétSin€ pripadi ty¢inkovity nebo kokovity. Buniky se vyskytovaly se ve dvoji-
cich a shlucich. Z hlediska reakce na Gramovo barveni a KOH test byly bakterie z vétsi po-
loviny gramnegativni. Vice neZ polovina bakterii izolovanych z prsni svaloviny produkovalo
enzym katalasu. Podrobny popis vSech bakterii izolovanych z prsni svaloviny baZantl je

uveden v priloze PI.

Bakterie izolované z baZanta, skladovaného 12 dnd pii venkovni teploté, tvofily kolonie
velikosti 1 — 10 mm, barvy krémové, okrové az zluté, s okrouhlym tvarem, s profilem pte-
vazné plochym. Tvar buiiky byl ty¢inkovity a kokovity, bunky se zpravidla vyskytovaly ve
shlucich. Mezi izolovanymi bakteriemi prevladaly gramnegativni bakterie pfevazné produ-

kujici enzym katalasu (viz ptiloha PI).
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Izolaty z bakterii z prsni svaloviny baZanta skladovaného 19 dnil pfi venkovni teploté,
tvofily kolonie velikosti 2,5 — 4 mm, barvy slonové kosti, okrové az oranzové, s nejcaste-
ji okrouhlym tvarem, s profilem pievazné¢ vypouklym. Tvar buiiky tyCinkovity a kokovity,
buniky se vyskytovaly ve shlucich nebo ve tvaru fetizkii. Mezi izolovanymi bakteriemi opét
prevladaly gramnegativni negativni bakterie prevazné produkujici enzym katalasu (viz pfilo-

ha PI).

Stehenni sval

[zolované bakterie z baZanta skladovaného 3 dny pfi venkovni teploté, tvofily kolonie veli-
kosti 1,5 — 6 mm, barvy bilé, krémové, Zluté, tvar byl nejcastéji okrouhly, profil zvySeny a
vypoukly. Bunky byly tvaru tyCinek nebo kokii, vyskytovaly se nejcastéji ve shlucich.
Bakterie byly z vétsi poloviny gramnegativni a vétSina z nich produkovalo enzym katalasu.
Podrobny popis vSech bakterii izolovanych ze stehenniho svalu baZantii je uveden v ptiloze

PI

Bakterie izolované z bazanta skladovaného 12 dnil pii venkovni teploté tvotily kolonie veli-
kosti 1 — 7 mm, barvy nejvice smetanové a svétle zluté, nejCastéji s okrouhlym tvarem,
s profilem pfevazné plochym a vypouklym. PfevaZovaly buiiky tvaru kokd, které se Casto
vyskytovaly ve shlucich nebo v fetizcich. Bakterie byly pfevazné grampozitivni a z poloviny

produkovaly enzym katalasu (viz ptiloha PI).

Bakterie izolované z bazanta skladovaného 19 dnil pti venkovni teploté tvotily kolonie veli-
kosti ptevazné 0,5 — 6 mm, barvy bil¢, smetanové a bézové, s okrouhlym tvarem, s profilem
pievazné plochym. Tvar bunék byl zpravidla ty¢inkovity a kokovity, buiiky se vyskytovaly
ve shlucich nebo tvortily fetizky. Mezi izolovanymi bakteriemi pfevladaly grampozitivni bak-

terie, které zhruba z poloviny produkovaly enzym katalasu (viz ptiloha PI).

Jatra

Bakterie izolované z jater bazanta, skladovaného 3 dny pii1 venkovni teploté tvotily kolonie
velikosti 0,1 — 20 mm, barvy smetanové, krémové a zluté, s okrouhlym a zvinénym tvarem,
s profilem pfevazné zvySenym a vypouklym Tvar bunék byl ptevazné kokovity nebo kratké
tyCinky, které se vyskytovaly jednotlivé 1 ve shlucich. Mezi izolovanymi bakteriemi byly
pfevazné grampozitivni grampozitivni bakterie, z nichZ vétSina produkovala enzym katalasu.

Podrobny popis vSech bakterii izolovanych z jater bazantii je uveden v ptiloze PI.
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[zolaty z jater baZantli skladovanych 12 dnli pfi venkovni teploté tvofily kolonie velikosti
I — 10 mm, barvy bilé, smetanové, oranzove, s nejcastéji okrouhlym tvarem, s profilem pie-
vazné plochym. Tvar bun€k byl ty¢inkovity a kokovity, bunky se vyskytovaly nejcastéji ve
shlucich. Bakterie byly z vétsi poloviny grampozitivni a pfevazné produkovaly enzym kata-

lasu (viz ptiloha PI).

[zolované bakterie z jater baZzanta skladovaného pii venkovni teploté 19 dnili tvofily kolonie
velikosti 1 — 5 mm, barvy bilé, smetanové, krémové, tvar okrouhly, profil plochy, vypoukly,
pupkovity, knoflikovy. Buiiky byly tvaru ty¢inek nebo kokii, vyskytovaly se jednotlivé nebo
ve shlucich. Pomér mezi grampozitivnimi a gramnegativnimi bakteriemi byl zhruba stejny,
vice nez polovina bakterii izolovanych z jater bazanta po 19 dnech produkovala enzym kata-

lasu (viz ptiloha PI).

Kiize (priroda)

Bakterie izolované z kiize bazanta skladovaného 12 dnii pfi venkovni teploté tvotily kolo-
nie velikosti 3 — 6 mm, barva zlutd a oranzovd, s tvarem okrouhlym a vroubkovanym,
s profilem prevazné zvySenym. Tvar bunck byl nejcastéji kokovity, builky se vyskytovaly
jednotlivé 1 ve shlucich. Bakterie byly hlavné grampozitivni a vSechny produkovaly enzym

katalasu (viz ptiloha PI).

5.3 Dekarboxylazova aktivita bakterii - kvalitativni stanoveni kultiva¢ni

metodou

Schopnost dekarboxylace aminokyselin izolovanymi bakteriemi byla nejprve zjiStovana skri-
ningovou kultivaéni metodou po 48 hodinové kultivaci bakterii v dekarboxylaénim médiu.
Dekarboxyla¢ni médium obsahovalo ptisluSnou aminokyselinu (arginin, histidin, lysin, orni-
tin a tyrosin) a pH indikator (bromkresolovy purpur). Pozitivni reakce se projevila
v disledku zmény pH kultivacniho média z kyselého na zasadité zménou zbarveni kultivac-

niho média ze Zlutého na fialové.
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Tab. 4: Dekarboxylace aminokyselin bakteriemi izolovanych z bazantt skladovanych 3 dny

Cislo Vzorek ARG | HIS LIS ORN | TYR
vzorku
1 prsa (voliéra) - — _ _
2 prsa (voliéra) - - + _
3 prsa (voliéra) - — _ _ _
4 prsa (voliéra) - — _ _ _
5 prsa (voliéra) + - _ _ _
6 prsa (voliéra) + - + + +
7 prsa (voliéra) + - _ _ _
8 prsa (voliéra) + - - _ +
9 stehno (voliéra) + - + + +
10 stehno (voliéra) + - + + +
11 stehno (voliéra) + - + + +
12 stehno (voliéra) - — + s +
13 stehno (voliéra) - - - - -
14 stehno (voliéra) | — - - _ _
15 stehno (voliéra) - - - - -
16 stehno (voliéra) - - - -
17 stehno (voliéra) - - - -
18 jatra (voliéra) - — _ _ _
19 jatra (voliéra) - — _ _ _
20 jatra (voliéra) - — _ _ _
21 jatra (voliéra) — _ _ _
22 jatra (voliéra) + + + +
23 jatra (voliéra) - — _ _ _
24 jatra (voliéra) - - _ _ _
25 jatra (voliéra) + - _ _ _
26 jatra (voliéra) + - - _ +
27 jatra (voliéra) + - - _ +
28 prsa (pfiroda) —+ - + . +
29 prsa (pfiroda) —+ —+ + s +
30 prsa (pfiroda) —+ - + —+ —+
31 prsa (ptiroda) + - - — _
32 prsa (pfiroda) + - —+ + +
33 prsa (ptiroda) + - _ _ _
34 prsa (ptiroda) + - _ _ +
35 prsa (ptiroda) + - _ _ +
36 prsa (ptiroda) + - _ _ +
37 stehno (ptiroda) + + + — +
38 stehno (ptiroda) + - + s +
39 stehno (ptiroda) + - + _ +
40 stehno (ptiroda) - - + _ _
41 stehno (piiroda) + + + + +
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Pokradovani Tab. 4

Cislo Vzorek | ARG | HIS | LIS | ORN | TYR
vzorku
42 stehno (pfiroda) - - + _ _
43 stehno (ptiroda) + - - _
44a | stehno (ptiroda) + - - _
44b | stehno (pfiroda) + - - _ 4
45 jatra (pfiroda) + + + +
46 jatra (pfiroda) + + + +
47 jatra (ptiroda) + + + +
48 jatra (pfiroda) —+ - _ _ _
49 jatra (pfiroda) + + + +
50 jatra (pfiroda) —+ - + _
51 jatra (pfiroda) + - + + _
52 jatra (ptiroda) + - _ + _
53a jatra (priroda) + - —+ + _
53b jatra (ptiroda) + - - + _

+ pozitivni reakce (zména zbarveni kultivaéniho média na fialovou), - negativni reakce, +-

slabé pozitivni reakce.

ARG - arginin, HIS - histidin, LY'S - lysin, ORN - ornitin, TYR - tyrosin

Dekarboxylace argininu izolovanymi bakteriemi z baZanta byla zjiSténa u pomérné€ vysokého
poctu izolovanych bakterii ze vSech Casti tél bazanta (tabulka 4). Naopak schopnost dekar-
boxylace histidinu byla u izolovanych bakterii nizk4, byla pozorovana pouze u
jedné bakterie izolované z jater bazanta z voliéry, u dvou bakterii izolovanych ze stehna
baZzanta z pfirody a u C¢tyf kmenid izolovanych z jater bazanta z pfirody. Dekarboxylace
lysinu byla v dekarboxyla¢nim médiu zaznamendna u bakterii izolovanych ze vSech ¢asti tél
bazanta, nejméné u izolati z jater (voliéra) a nejvice u bakterii izolovanych ze stehna (ptiro-
da) a jater (ptiroda). Dekarboxylace ornitinu byla skriningovou metodu zjisténa u bakterii
izolovanych ze vSech casti téla bazantti, avSak byla pozorovana pouze u nizkého poctu izo-
lath. U bakterii izolovanych zjater bazanti z odchovu ve voliéfe, u izolati z prsniho
a stehenniho svalu bazantli z volné ptirody se dekarboxylace projevila pouze u jednoho
vzorku. Schopnost dekarboxylovat aminokyselinu tyrosin se také projevila u bakterii izolo-
vanych ze vSech casti tél bazanti, nejméné vSak u izolati z prsniho svalstva a jater bazantii

chovanych ve voliéte (tabulka 4).
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Tab.5. Dekarboxylace aminokyselin bakteriemi izolovanych z bazantl skladovanych 12 dni

Cislo Vzorek ARG | HIS LIS | ORN | TYR
vzorku

54 prsa (voliéra) + - + 4 +
55 prsa (voliéra) + - + s +
56 prsa (voliéra) + - + s +
57 prsa (voliéra) + - + s +
58 prsa (voliéra) + + - —+ —
59 prsa (voliéra) - - - — -
60 prsa (voliéra) + + + + +
61 prsa (voliéra) - - - - _
62 prsa (voliéra) - - _ s
63a prsa (voliéra) - - - 4
63b prsa (voliéra) - - - — -
64 stehno (voliéra) - - - —+ _
65 stehno (voliéra) + - + —+ —+
66 stehno (voliéra) + - + —+
67 stehno (voliéra) + - + —+
68 stehno (voliéra) - - — —+ -
69 stehno (voliéra) - - — —+ -
70 stehno (voliéra) - - — —+ -
71 stehno (voliéra) + + + +
72 stehno (voliéra) + + + +
73 stehno (voliéra) + - + + +
74a stehno (voliéra) + - — + _
74b | stehno (voliéra) + - - - +
75a stehno (voliéra) + — — _ _
75b stehno (voliéra) + - - _ 4
76 jatra (voliéra) + - +

77 jatra (voliéra) + - +

78 jatra (voliéra) + - —+ + 4
79 jatra (voliéra) + - + +
80 jatra (voliéra) + - + +
81 jatra (voliéra) + - - - +
82 jatra (voliéra) + - - - +
83 prsa (pfiroda) - - - + +
84 prsa (pfiroda) - - —+ —+
85 prsa (pfiroda) - - —+ —+
86 prsa (piiroda) + - - —s _
87 prsa (pfiroda) - - - — -
88 prsa (pfiroda) + - - - -
89 prsa (piiroda) + - - - +
90 prsa (pfiroda) + - + + 4
91 prsa (pfiroda) + - - - +
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PokraCovani Tab. 5

Cislo Vzorek ARG | HIS LIS | ORN | TYR
vzorku

92 prsa (piiroda) - - - _ _
93 stehno (pfiroda) | —+ - + +
94 stehno (piiroda) - - + s
95 stehno (pfiroda) - - —+ + _s
96 stehno (ptiroda) + - - —+ +
97 stehno (pfiroda) | —+ - - —+ —
98 stehno (pfiroda) - - - —+ —
99 stehno (pfiroda) - - - —+ —
100 | stehno (ptiroda) - - — - _
101 stehno (ptiroda) + - - - +
102a | stehno (pfiroda) + - - - +
102b | stehno (pfiroda) + - — - +
103 jatra (ptiroda) - - - —+ —+
104 jatra (ptiroda) - + +

105 jatra (ptiroda) - + +

106 jatra (ptiroda) - - + + s
107 jatra (ptiroda) + - + + .
108 jatra (ptiroda) + - - _ _
109 jatra (ptiroda) + - - —+ —+
110 jatra (ptiroda) - - - _ _
111 jatra (priroda) + - _ _ +
112 kize (pfiroda) + - —+ —+ _
113 kize (pfiroda) + - - _
114 kize (pfiroda) + - - -
115 ktze (ptiroda) - - - _ _
116 kize (ptfiroda) - - - — _
117 kize (ptiroda) + - - -

118 kize (ptfiroda) + - - -

119 kize (ptiroda) + - - _ _

+ pozitivni reakce (zména zbarveni kultivacniho

slabé pozitivni reakce.

média na fialovou), - negativni reakce, +-

ARG - arginin, HIS - histidin, LYS - lysin, ORN - ornitin, TYR - tyrosin

Dekarboxylace argininu bakteriemi izolovanymi z bazanti skladovanych po dobu 12 dnt se

projevila u vétsiny izolath bakterii z kazdé ¢asti téla bazantl z ptirody 1 voliéry (tabulka 5).

Dekarboxylace aminokyseliny histidinu byla opét pozorovana u malého poctu izolovanych

bakterii, projevila se pouze u dvou kment izolovanych z prsni svaloviny bazantli z voliéry a

u dvou kmenil izolovanych ze stehenni svaloviny bazantl z voliéry. Schopnost dekarboxyla-
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ce lysinu byla zjiSténa u nizkého poctu bakterii izolovanych ze stehna a jater bazantii
z volného odchytu v ptirod€é. Schopnost bakterii izolovanych z tél bazanti po 12 dnech
skladovani dekarboxylovat aminokyseliny ornitin a tyrosin byla pozorovana zhruba u polo-

viny bakterii, u mnohych z nich vSak byla reakce slaba (tabulka 5).

Tab. 6. Dekarboxylace aminokyselin bakteriemi izolovanych z bazanti skladovanych 19 dnt

Cislo Vzorek ARG | HIS LIS ORN | TYR
vzorku

120 prsa (voliéra) —+ _ s _ .
121 prsa (voliéra) + - + 4 .
122 prsa (voliéra) + - + + _
123 prsa (voliéra) + —+ + + +
124 prsa (voliéra) - - + + _
125 prsa (voliéra) + - + + _
126 prsa (voliéra) + - + + .
127 prsa (voliéra) - - _ + _
128 prsa (voliéra) + - - _s _
129 prsa (voliéra) + - _ _ +
130 prsa (voliéra) - - _ _ _
131 prsa (voliéra) + — _ _ +
132 prsa (voliéra) + - _ _ _
133 stehno (voliéra) + - - _ _
134 stehno (voliéra) + - + +

135 stehno (voliéra) + - + +

136 stehno (voliéra) | —+ - + + .
137 stehno (voliéra) + - - _ _
138 | stehno (voliéra) + - + +
139 stehno (voliéra) + - — -
140 stehno (voliéra) + - - _ _
141 stehno (voliéra) - - - _ _
142 jatra (voliéra) + - + + +
143 jatra (voliéra) - - + + +
144 jatra (voliéra) - - + + +
145 jatra (voliéra) + - + + +
146 jatra (voliéra) + - + _ _
147 jatra (voliéra) + - + + +
148 prsa (ptiroda) + + + +
149 prsa (ptiroda) + + + +
150 prsa (ptiroda) + - + + +
151 prsa (pfiroda) —+ —+ + + +
152 prsa (pfiroda) —+ — + + +
153 prsa (piiroda) —+ —+ + + _
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Pokracovani Tab. 6

Cislo Vzorek ARG | HIS LIS | ORN | TYR
vzorku
154 prsa (pfiroda) + - - _ _
155 prsa (piiroda) + - _ _ _
156 prsa (piiroda) - - _ _ _
157 prsa (pfiroda) + - - - -
158 | stehno (pfiroda) - - + _ _
159 | stehno (pfiroda) + —+ + + +
160 | stehno (pfiroda) + + + +
161 stehno (pfiroda) + + + +
162 stehno (ptiroda) + + + +
163 | stehno (ptiroda) - - - _ _
164 | stehno (ptiroda) - - - _ _
165 | stehno (ptiroda) - - - _ _
166 jatra (ptiroda) + + + + +
167 jatra (ptiroda) - - + + _
163 jatra (ptiroda) + + + + +
169 jatra (ptiroda) + —+ + + +
170 jatra (pfiroda) + —+ + + +
171 jatra (priroda) + + + +
172 jatra (ptiroda) + + + +

+ pozitivni reakce (zména zbarveni kultivaéniho média na fialovou), - negativni reakce, +-

slabé pozitivni reakce.
ARG - arginin, HIS - histidin, LY'S - lysin, ORN - ornitin, TYR - tyrosin

Schopnost dekarboxylace aminokyseliny argininu byla u bakterii izolovanych z tél bazanta
po 19 dnech skladovani opét vysoka, vyskytovala se u vétSiny izolovanych bakterii (tabulka
6). Dekarboxylace histidinu nebyla zjiSt€éna u bakterii izolovanych z casti tél baZantii
zumélého odchovu ve voliéte, u izolati z Casti t&€l bazantl z volné ptirody se naopak de-
karboxylace histidinu projevila. Dekarboxylace aminokyseliny lysinu byla zjiSténa u vSech
bakterii izolovanych z jater bazanta z ptirody 1 odchovu ve voliéte. Byla rovnéz ve vysokém
podilu zaznamendna i u bakterii izolovanych z ostatnich casti tél. Schopnost dekarboxylovat
aminokyseliny ornitin a tyrosin izolovanymi bakteriemi z tél bazantli byla nejcastéji pozoro-
vana u kmenti izolovanych z jater bazantii odchycenych z volné ptirody i voliéry.

U této metody mohou vzniknout faleSné pozitivni vysledky z diivodu tvorby jinych produk-

ta s alkalickou reakci nez biogennich amind. Dalsi nevyhoda kultivaéni metody spociva

v neschopnosti zachytit malé mnozstvi produkovanych biogennich amind.
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5.4 Dekarboxylazova aktivita bakterii - kvantitivni stanoveni biogennich

amini iontové-vyménnou chromatografii

Pomoci iontové-vymeénné chromatografie byla po kultivaci bakterii provedena analyza pro-
dukce 8 biogennich aminti (histaminu, fenyletylaminu, tyraminu, putrescinu, kadaverinu,

agmatinu, sperminu a spermidinu) v bujonu obohaceném o piislusné aminokyseliny.

U Zadné bakterie izolované z tél bazantli nebyla metodou IEC zjiSténa produkce fenyletyla-

minu, agmatinu, spermidinu a sperminu.

Tab. 7: Produkce biogennich amint bakteriemi izolovanymi z bazantl skladovanych 3 dny

Cislo Vzorek Biogenni aminy”
vzorku Odbér 1 HIS TYR PUT CAD

1 prsa (voliéra) ND* ND 31,43+ 0,47 43,02 + 1,05
2 prsa (voliéra) ND ND ND 1,39 £ 0,05
3 prsa (voliéra) ND ND ND ND

4 prsa (voliéra) ND ND ND ND

5 prsa (voliéra) ND ND 3,93 +0,14 4,45+ 0,01
6 prsa (voliéra) ND ND 47,49 £ 1,18 66,83 + 0,52
7 prsa (voliéra) ND 5,49 £ 0,24 ND ND

8 prsa (voliéra) ND 786,05 £ 11,94 ND ND

9 stehno (voliéra) 1,36 £ 0,01 ND 37,75+ 1,48 63,35+ 0,93
10 stehno (voliéra) 1,36 £ 0,07 ND 42,41 +1,03 67,08 + 2,05
11 stehno (voliéra) | 1,67 £0,04 ND 49,43 + 0,62 67,59 +£2,48
12 stehno (voliéra) ND ND 3,97+0,10 ND

13 stehno (voliéra) ND ND ND ND

14 stehno (voliéra) ND ND ND ND

15 stehno (voliéra) ND 12,73 £ 0,33 ND ND

16 stehno (voliéra) ND 586,52 £ 19,12 ND ND

17 stehno (voliéra) ND 582,83 £ 28,24 ND ND

18 jatra (voliéra) ND ND ND ND

19 jatra (voliéra) ND ND ND ND

20 jatra (voliéra) ND ND ND ND

21 jatra (voliéra) ND ND ND ND

22 jatra (voliéra) ND ND ND ND

23 jatra (voliéra) ND ND ND ND

24 jatra (voliéra) ND ND ND ND

25 jatra (voliéra) ND ND ND ND

26 jatra (voliéra) ND 638,75+ 12,78 ND ND

27 jatra (voliéra) ND 719,81 £ 16,50 ND ND

28 prsa (pfiroda) ND ND 35,69 £ 1,17 60,58 +£2,92
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Pokracovani Tab. 7

Cislo Vzorek Biogenni aminy”
vzorku Odbér 1 HIS TYR PUT CAD

29 prsa (pfiroda) ND* ND 10,02 £ 0,21 3,17+0,11
30 prsa (pfiroda) ND ND 7,73 £0,31 ND

31 prsa (pfiroda) ND ND 22,72 +0,42 ND

32 prsa (pfiroda) ND ND 27,94 £ 0,93 45,17 £0,36
33 prsa (pfiroda) ND ND ND ND

34 prsa (pfiroda) ND 1295,36 + 46,46 ND ND

35 prsa (pfiroda) ND 677,20 £ 26,24 ND ND

36 prsa (pfiroda) ND 533,64 £ 13,67 ND ND

37 stehno (ptiroda) ND ND 91,60 + 1,43 77,30 + 3,58
38 stehno (ptiroda) ND ND 21,07 +£0,83 3555+ 1,17
39 stehno (ptiroda) ND ND 198,91 + 3,30 78,13 + 2,03
40 stehno (ptiroda) ND ND 340, 06 + 2,48 11,73 £ 0,58
41 stehno (ptiroda) ND ND 6,58 £0,17 ND

42 stehno (ptiroda) ND 816,98 + 28,29 ND ND

43 stehno (ptiroda) ND ND ND ND

44a stehno (ptiroda) ND ND ND ND

45 jatra (priroda) ND ND 8,35+0,02 ND

46 jatra (priroda) ND ND 8,94 +0,33 ND

47 jatra (priroda) 1,55+ 0,07 ND 9,95+ 0,26 ND

48 jatra (priroda) ND ND 2,11 +£0,07 ND

49 jatra (priroda) 3,13+0,03 ND 1,32 £ 0,07 ND

50 jatra (priroda) ND ND ND ND

51 jatra (priroda) ND ND ND ND

52 jatra (priroda) ND 27,56 £ 0,97 ND ND

53a jatra (priroda) ND 608,98 + 7,12 ND ND

* — produkce vyjadiend v mg/l jako primér + smérodatna odchylka (n =6)

* ND — biogenni aminy nedetekovany

HIS — histamin, TYR - tyramin, PUT - putrescin, CAD - kadaverin
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Tab. 8: Produkce biogennich amint bakteriemi izolovanymi z bazantl skladovanych 12 dni

Cislo Vzorek Biogenni aminy”
vzorku Odbér 2 HIS TYR PUT CAD

54 prsa (voliéra) 3,00 = 0,07 ND* 189,08 + 6,23 82,88 +2,50
55 prsa (voliéra) 2,56 £ 0,05 ND 219,65 + 8,63 109,73 + 2,64
56 prsa (voliéra) 2,58 £0,06 ND 183,15+ 2,50 107,00 £+ 4,56
57 prsa (voliéra) ND 3,82 +0,02 3,84+ 0,09 2,08 +£0,03
58 prsa (voliéra) ND ND ND ND

59 prsa (voliéra) ND ND ND ND

60 prsa (voliéra) ND ND ND ND

61 prsa (voliéra) ND 3,09+0,10 ND ND

62 prsa (voliéra) ND ND ND ND

63a prsa (voliéra) 1,27 £ 0,05 4,64 + 0,19 ND ND

64 stehno (voliéra) | 4,98 0,19 ND 343,34 £ 15,48 76,02 + 1,91
65 stehno (voliéra) | 2,58 + 0,09 ND 164,90 + 6,28 88,00 + 3,36
66 stehno (voliéra) | 0,75+ 0,01 2,56 +0,13 21,87+ 0,25 29,76 + 1,17
67 stehno (voliéra) | 2,41 +0,11 ND 142,14 +£ 2,92 70,34 + 0,83
68 stehno (voliéra) ND ND ND ND

69 stehno (voliéra) ND ND ND ND

70 stehno (voliéra) | 0,65 = 0,00 7,55+ 0,29 3,57 £0,07 ND

71 stehno (voliéra) | 1,36 +0,04 ND 184,73 + 0,30 100,30 + 2,76
72 stehno (voliéra) | 0,99 + 0,03 47,44 £ 1,20 3,73 +£0,12 2,74 +0,15
73 stehno (voliéra) ND 662,34 + 24,82 ND ND

74a stehno (voliéra) ND 619,96 + 3,27 ND ND

74b stehno (voliéra) ND 710,46 £ 22,14 ND ND

76 jatra (voliéra) 2,39 £ 0,05 109,66 + 3,88 236,30 + 4,78 82,94 +2,70
77 jatra (voliéra) 2,83 £0,06 35,04 + 0,62 167,34 + 4,16 100,71 + 1,11
78 jatra (voliéra) 2,14 £0,02 73,29 £ 1,89 9,03+0,10 31,10 £ 1,42
79 jatra (voliéra) 1,69 + 0,07 13,01 +£ 0,25 35,39+ 1,42 43,85 + 0,84
80 jatra (voliéra) 2,95+0,11 ND 200,99 + 8,20 83,31 + 3,00
81 jatra (voliéra) ND 637,94 + 8,11 ND ND

82 jatra (voliéra) ND 648,18 £ 17,66 ND ND

83 prsa (pfiroda) ND ND 34,81 + 0,61 18,61 +£0,01
84 prsa (pfiroda) ND ND 30,16 + 1,41 59,02 + 2,81
85 prsa (pfiroda) 1,01 £ 0,04 1,30 £ 0,05 30,12 £ 1,17 51,99 + 0,82
86 prsa (pfiroda) 1,86 + 0,06 46,19 £ 1,70 3441 £ 1,39 62,70 £2,67
87 prsa (pfiroda) ND ND ND ND

88 prsa (pfiroda) ND ND ND ND

89 prsa (pfiroda) ND 260,79 + 10,54 ND ND

90 prsa (pfiroda) ND ND 25,95 +£0,99 49,12 +2.44
91 prsa (pfiroda) ND 717,06 £ 28,17 ND ND

92 prsa (pfiroda) 2,59 £0,07 40,56 + 2,00 ND ND
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PokraCovani Tab. 8

Cislo Vzorek Biogenni aminy”
vzorku Odbér 2 HIS TYR PUT CAD
93 stehno (ptiroda) | ND* ND 23,51+ 1,05 54,92 + 1,24
94 stehno (ptiroda) | ND ND 24,29 + 0,68 42,16 £ 1,90
95 stehno (ptiroda) | ND ND 23,85+ 0,98 43,70 £ 1,27
96 stehno (ptiroda) | ND ND 348,71 + 8,30 ND
97 stehno (ptiroda) | ND ND ND ND
98 stehno (ptiroda) | ND ND 22,65+ 0,80 38,21+ 1,46
99 stehno (ptiroda) | ND 4,41 £ 0,10 ND ND
100 stehno (ptiroda) | ND 713,57 + 32,35 ND ND
101 stehno (pfiroda) | ND 736,28 + 22,21 ND ND
102a stehno (ptiroda) | ND 769,15+ 17,53 ND ND
103 jatra (priroda) ND ND 27,21 £0,87 47,83 +£1,07
104 jatra (ptiroda) ND ND 67,95 + 0,47 61,37+ 1,34
105 jatra (ptiroda) ND ND 43,43 + 1,29 18,29 + 0,84
106 jatra (priroda) ND ND 29,78 £ 0,39 22,82 +0,71
107 jatra (ptiroda) ND 63,96 + 1,41 3,02 £0,09 3,57 £0,07
108 jatra (priroda) ND 55,15+ 1,47 ND ND
109 jatra (priroda) ND 92,20 + 0,41 ND ND
110 jatra (ptiroda) ND 8,75+ 0,12 ND ND
111 jatra (priroda) ND 662,47 £ 27,69 ND ND
112 kiize (ptiroda) ND ND 17,49 + 0,03 40,60 + 1,75
113 kiize (ptiroda) ND ND 18,59 + 0,62 51,36 £2,47
114 kize (pfiroda) ND ND ND ND
115 kize (pfiroda) ND ND ND ND
116 kize (ptiroda) ND ND ND ND
117 kize (ptiroda) ND ND ND ND
118 kiize (ptiroda) ND 716,81 + 16,94 ND ND
119 kiize (ptiroda) ND 783,49 + 36,75 ND ND

* — produkce vyjadiend v mg/l jako primér + smérodatna odchylka (n =6)

* ND — biogenni aminy nedetekovany

HIS — histamin, TYR - tyramin, PUT - putrescin, CAD - kadaverin,
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Tab. 9: Produkce biogennich amini bakteriemi izolovanymi z bazanti skladovanych 19 dnti

Cislo Vzorek Biogenni aminy”

vzorku | ogper 3 HIS TYR PUT CAD
120 prsa (voliéra) ND* ND 12,40 + 0,23 22,18 £ 0,47
121 prsa (voliéra) ND ND 277,06 £ 7,17 732,18 £ 32,38
122 prsa (voliéra) 6,80 +0,17 ND 302,70 + 8,73 164,50 + 4,79
123 prsa (voliéra) ND ND 119,74 + 1,46 53,14+ 1,16
124 prsa (voliéra) ND ND 16,13 £ 0,37 23,75+ 0,71
125 prsa (voliéra) ND 173,46 + 6,68 9,88+0,16 2,47 +£0,03
126 prsa (voliéra) ND 37,23 £ 1,45 22,32+ 0,78 8,13+0,10
127 prsa (voliéra) ND 54,12 £2,59 479,11 £ 4,86 34,01+ 1,07
128 prsa (voliéra) ND 51,72 +2,09 12,14 +£ 0,26 9,09 + 0,15
129 prsa (voliéra) ND 860,27 + 30,76 ND ND
130 prsa (voliéra) 2,04 £0,09 3,39+ 0,08 ND ND
131 prsa (voliéra) ND 618,31 + 8,64 ND ND
132 prsa (voliéra) ND ND ND ND
133 stehno (voliéra) ND 146,61 + 5,74 ND ND
134 stehno (voliéra) ND 4,12 £0,02 309,07 +£ 9,20 821,60 £ 6,72
135 stehno (voliéra) ND ND 48,02 + 1,42 35,00 + 0,23
136 stehno (voliéra) ND ND 309,91 £2,15 773,79 £ 23,78
137 stehno (voliéra) ND 370,16 £ 0,78 94,29 + 3,82 36,61+ 1,27
138 stehno (voliéra) ND ND 91,04 £ 0,96 438,59 + 8,60
139 stehno (voliéra) ND ND ND ND
140 stehno (voliéra) ND 3,66 = 0,07 ND ND
141 stehno (voliéra) | 1,15+ 0,03 3,42 + 0,09 ND ND
142 jatra (voliéra) | 6,07 +0,12 ND 327,51 £ 5,10 80,87 + 1,32
143 jatra (voliéra) | 7,26 + 0,09 0,82 £ 0,02 393,85 + 16,64 78,18 £3,22
144 jatra (voliéra) ND ND 395,18 + 13,35 | 1047,95 + 56,82
145 jatra (voliéra) ND ND 391,73 £2,02 919,32 £ 13,43
146 jatra (voliéra) | 0,86 + 0,01 2,00 £ 0,10 1,93 £ 0,08 ND
147 jatra (voliéra) 1,58 £0,07 88,73 £4,23 ND ND
148 prsa (pfiroda) ND ND 344,38 £ 17,66 41,86 + 1,94
149 prsa (ptiroda) 1,96 + 0,10 ND 356,27 £ 19,71 51,56 + 0,21
150 prsa (pfiroda) 1,78 £ 0,06 ND 332,25+9,41 51,87 £2,17
151 prsa (piiroda) | 2,00 £ 0,09 ND 373,01 + 8,40 54,79 £ 1,43
152 prsa (pfiroda) ND 338,40 £ 13,80 47,40 + 1,85 ND
153 prsa (pfiroda) ND ND 318,74 + 11,98 41,69 + 1,01
154 prsa (pfiroda) ND 418,40 £ 17,12 ND ND
155 prsa (pfiroda) ND ND ND ND
156 prsa (pfiroda) ND ND ND ND
157 prsa (pfiroda) ND 11,43 £ 0,08 ND ND
158 stehno (ptiroda) ND ND 7,86+ 0,35 18,17+ 0,72
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Pokracovani Tab. 9

Cislo Vzorek Biogenni aminy”
vzorku Odbér 3 HIS TYR PUT CAD
159 stehno (ptiroda) | 1,71 0,07 ND* 413,55+ 10,14 49,62 +2.24
160 stehno (ptiroda) 1,53 £ 0,06 ND 391,68 £10,18 52,13 £ 1,38
161 stehno (ptiroda) ND ND 333,01 £1,76 27,62 + 0,38
162 stehno (ptiroda) ND ND 5,40 £ 0,06 38,39+ 1,21
163 stehno (ptiroda) ND 41,43 £1,82 ND ND
164 | stehno (ptiroda) ND 3,52 + 0,20 ND ND
165 stehno (ptiroda) ND 3,60 = 0,09 ND ND
166 jatra (priroda) ND ND 329,13 +£ 11,98 43,38 +£1,58
167 jatra (priroda) ND ND 8,23 +£0,14 ND
168 jatra (priroda) ND ND 468,61 + 2,96 41,06 + 1,37
169 jatra (priroda) ND ND 431,52 £ 10,26 39,59 + 1,38
170 jatra (ptiroda) 1,92 + 0,09 ND 317,63 + 4,62 37,26 +£1,33
171 jatra (ptiroda) ND ND 148,18 + 1,55 44,14 £ 0,76

* — produkce vyjadiend v mg/l jako primér + smérodatna odchylka (n =6)

* ND — biogenni aminy nedetekovany

HIS — histamin, TYR - tyramin, PUT - putrescin, CAD - kadaverin

Produkce BA bakteriemi izolovanymi z prsniho svalstva bazanta

1. odbér (bazanti skladovani 3 dny pfi venkovni teplot€)

U bakterii izolovanych z prsniho svalstva bazanta chovan¢ho ve voliéte byla detekovana
produkce tyraminu, kadaverinu a putrescinu (tabulka 7 — 9). Tvorba kadaverinu byla nejvys-
81, u izolatu €. 6 bylo v bujonu po kultivaci detekovano 66,83 + 0,52 mg/l kadaverinu. Dale
byla detekovana produkce putrescinu, nejvyssi hodnota byla rovnéz zjisténa u izolatu €. 6
(47,49 £ 1,18 mg/l). U dvou izolati byla zjisténa produkce tyraminu, u izolatu ¢. 8. byla
naméfena vysoka hodnota vyprodukovaného tyraminu (786,05 £+ 11,94 mg/l).

U bakterii izolovanych z prsniho svalstva baZzanta z volné ptirody se u nejvice izolati proje-
vila produkce putrescinu, avSak tento biogenni amin byl bakteriemi produkovan v mensim
mnozstvi (tabulka 7 — 9). Nejvyssi produkce byla u této skupiny bakterii zjiSténa u tyraminu
(hodnoty v rozmezi 533,64 — 1295,36 mg/l). Tyto hodnoty jsou tedy jesté vyssi nez u izola-
ta z prsniho svalu z voliéry. Produkce kadaverinu byla zjiSténa u tfech izolata s nejvysSSim

mnozstvim 60,58 £+ 2,92 mg/1 (izolat ¢. 28).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 56

2. odbér (bazanti skladovani 12 dnti pfi venkovni teploté)

U bakterii izolovanych z prsniho svalstva bazantii chovanych ve voliéfe a po usmrceni skla-
dovanych 12 dnli pii venkovni teploté byla detekovana produkce 4 biogennich amini — ty-
raminu, kadaverinu, putrescinu a také histaminu (tabulka 7 — 9). Produkce kadaverinu a
putrescinu se zvysila oproti izolatim z prvniho odbéru. Nejvyssi produkce BA byl zjiSténa u
izolatu ¢. 55, ktery produkoval kadaverin v mnozstvi 109,73 + 2,64 mg/l a putrescin v
mnozstvi 219,65 + 8,63 mg/l. Produkce tyraminu a histaminu byla u téchto izolati pomérné

nizké (tabulka 7 — 9).

U bakterii izolovanych z prsniho svalu bazanti odchycenych ve volné ptirod€ byla rovnéz
metodou [EC zaznamenéana produkce 4 BA (tyraminu, kadaverinu, putrescinu a histaminu;
tabulka 7 — 9). Produkce tyraminu byla u téchto izolata zjiSténa ve vyS$im poméru nez pii 1.
odbéru, avSak tyramin byl produkovan v nizSich koncentracich. Produkce kadaverinu a
putrescinu ve vySSich koncentracich se projevila u vétSiho poctu izolatd. Histamin byl
detekovan u tiech izolatd. Pokud srovname produkci biogennich amini u bakterii izolova-
nych z prsniho svalu baZzanti z voliéry a z ptirody, byla u izolath zbazantl z piirody

zaznamenana niz8i produkce histaminu, kadaverinu a putrescinu a vyssi tyraminu.

3. odbér (bazanti skladovani 19 dnu pfi venkovni teploté)

U bakterii izolovanych z prsniho svalstva bazantii chovanych ve voliéfe a po usmrceni skla-
dovanych 19 dnt pii venkovni teploté byla produkce BA izolovanymi bakteriemi zjisténa ve
vys$$i mife. Produkce putrescinu a kadaverinu byla detekovana u vétSiny izolatt (cca tii ¢tvr-
tiny vSech testovanych bakterii) a tyraminu u vice nez poloviny bakterii (tabulka 7 — 9). Nej-
vys$$i detekovand hodnota kadaverinu byla k 732,18 + 32,38 mg/l, putrescinu 479,11 + 4,86
mg/l a tyramimnu 860,27 + 30,76 mg/l. Produkce histaminu byla u izolatu

¢. 122. zjisténa v mnozstvi 6,80 = 0,17 mg/L.

U bakterii izolovanych z prsniho svalu bazanti odchycenych ve volné ptirod€ bylo oproti
bakterialnim kmentim izolovanym pii 2 odbéru zjisténo zvySené mnozstvi vyprodukovaného
tyraminu a putrescinu (tabulka 7 — 9). Produkce histaminu a kadaverinu byla v podobnych
hodnotach jako u izolati z ptfedchoziho odbéru. Oproti bakteriim izolovanym z prsniho sva-
lu bazanti zumélého odchovu ve voliéfe byla u téchto bakterii produkce kadaverinu,
putrescinu a tyraminu zjiSténa u menSiho podilu izolath, avSak putrescin byl detekovan ve

vyS$Sim mnozstvi.
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Produkce BA bakteriemi izolovanymi ze stehenniho svalstva bazanta

1. odbér (bazanti skladovani 3 dny pfi venkovni teplot€)

U bakterii izolovanych ze stehenniho svalstva bazantii odchycenych ve voliéte byla zjisténa
produkce 4 biogennich amind, histaminu, tyraminu, putrescinu a kadaverinu (tabulka
7 —9). Nejvyssi produkce BA byla zjiSténa v piipad€ tyraminu, kdy u dvou izolata (€. 16 a
17) byly detekovany hodnoty nad 500 mg/l. Naopak nizké hodnoty produkce byly zjistény u
histaminu, ktery byl produkovan témito bakteriemi v rozmezi 1,36 — 1,67 mg/1 kultivacniho
média. Produkce putrescinu byla detekovana u ¢ty kment, nejvy$si hodnota Cinila 49,43 +

0,62 mg/l, produkce kadaverinu se projevila u tfi izolatd v mnozstvi nad 60 mg/1.

U bakterii izolovanych ze stehenniho svalu baZantl z volné ptirody nebyla zjiSténa, na rozdil
od izolata z bazantl z voliéry, produkce histaminu (tabulka 7 — 9). Produkce tyraminu byla
zaznamenana pouze u jednoho izolatu, avSak ve vysokém mnozstvi (816,98 =+
28,29 mg/l). Produkce putrescinu se projevila u vice izolatti, 1 mnozstvi bylo vyssi. Kadave-

rin byl detekovan zhruba u poloviny izolatii ze stehenniho svalu bazantii z volné ptirody.

2. odbér (bazanti skladovani 12 dnti pfi venkovni teploté)

U bakterii izolovanych ze stehna bazantii z voliéry skladovanych 12 dni po usmrceni se
zjistila produkce 4 biogennich amind — histaminu, tyraminu, putrescinu a kadaverinu u vice
nez poloviny izolath. Histidin byl detekovan v hodnotach 0,65 — 4,98 mg/l, tyramin
vrozmezi 2,56 — 710,46 mg/l, putrescin 3,57 — 343,34 mg/l a kadaverin 2,74 —
100,30 mg/I1 (tabulka 7 — 9).

U bakterii izolovanych ze stehenniho svalu bazantii odchycenych v pifirodé a skladovanych
12 dnl po usmrceni nebyla produkce histaminu viibec zaznamenana (tabulka 7 — 9). Pro-
dukce tyraminu byla u tfech izolatl zjisténa ve vysokych hodnotach nad 700 mg/l, produkce
putrescinu byla v rozmezi hodnot 22,65 — 348,71 mg/l a u kadaverinu v rozmezi 38,21 —

54,92 mg/l.

3. odbér (bazanti skladovani 19 dnu pfi venkovni teploté)

Produkce histaminu u izolatd ze stehna bazantli z voliéry a skladovanych po usmrceni
19 dnti byla, na rozdil od izolath ze stehna z druhého odbéru, detekovéana pouze u jednoho
izolatu (tabulka 7 — 9). Produkce tyraminu, kadaverinu a putrescinu byla zjisténa, stejné

jako u izolatl z ptredchoziho odbéru, u vice jak poloviny izolatti. Tyramin byl detekovan
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v rozmezi hodnot 3,42 — 370,16 mg/l, putrescin v mnozstvi 48,02 — 309,91 mg/1 a kadave-
rin v koncentracich 35,00 — 821,60 mg/I1.

U bakterii izolovanych ze stehna bazanti odlovenych ve volné ptirod¢ a skladovanych po
usmrceni 19 dntli byla zaznamenéana produkce histaminu u dvou vzorkll. Produkce tyraminu
byla niz§i nez u izolatd zdruhého odbéru, putrescin a kadaverin byly detekovany

v podobnych koncentracich jako u izolat z druhého odbéru.
Produkce BA bakteriemi izolovanymi z jater bazanti

1. odbér (bazanti skladovani 3 dny pfi venkovni teplot€)

U bakterii izolovanych z jater baZanti odchycenych z voliéry byla zaznamendna pouze pro-
dukce tyraminu (tabulka 7 — 9), a to u dvou izolati v koncentraci 638,75 £+ 12,78 mg/l,
respektive 719,81 + 16,50 mg/1.

U bakterii izolovanych z jater bazantii z volné ptirody byla také pozorovana produkce
tyraminu u dvou izolatl (tabulka 7 — 9). Bakterie izolované z jater dale produkovaly hista-
min (dva izolaty) a putrescin (vice nezZ polovina kmenti). Oba biogenni aminy vSak byly pro-

dukovany v niz§im mnoZstvi (1,32 — 9,95 mg/l).

2. odbér (bazanti skladovani 12 dnti pfi venkovni teploté)

U bakterii izolovanych z jater baZantli z druhého odbéru byla zjisténa vysoka produkce BA
(tabulka 7 — 9). U péti izolath byla detekovana produkce histaminu (1,69 — 2,95 mg/l),
putrescinu (9,03 — 236,30 mg/l) a kadaverinu (31,10 — 100,71 mg/l). U sedmi izolati byl
detekovan tyramin v rozmezi 13,01 — 648,18 mg/I.

U bakterii izolovanych z jater bazanti odchycenych v ptirodé¢ a skladovanych 12 dna po
usmrceni se neprojevila produkce histaminu (tabulka 7 — 9). Oproti izolatim z jater pti
1. odbéru se zvysila produkce tyraminu, ktery byl detekovan u péti izolat. Byla rovnéz
zaznamenana produkce kadaverinu u péti kment v rozmezi 3,57 — 61,37 mg/l. Produkce
putrescinu byla detekovana u vice nez poloviny izolatli, a to ve vysSich hodnotach nez u

izolath ziskanych z 1 odbéru (3,02 — 67,95 mg/l).

3. odbér (bazanti skladovani 19 dnu pfi venkovni teploté)

U bakterii izolovanych z jater bazantii z voliéry a skladovanych 19 dnli po usmrceni byla
zjisténa zvySend produkce histaminu (0,86 — 7,26 mg/l), produkce tyraminu byla nizsi

(0,82 — 88,73). Mnozstvi produkovaného putrescinu a kadaverinu se zvySilo (tabulka
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7 —9). Ctyfi izolaty produkovaly putrescin v hodnotach nad 300 mg/l, u izolatu &. 144 bylo
detekovan kadaverin v mnozstvi 1047,95 + 56,82 mg/l, u izolatu ¢. 145 v mnozstvi

919,32 + 13,43 mg/l.

U bakterii izolovanych z jater bazantli odlovenych v ptirodé a skladovanych 19 dnli po
usmrceni byla zjiSténa produkce histaminu pouze u jednoho izoldtu. Produkce tyraminu
nebyla zaznamenana u zaddného izolatu (tabulka 7 — 9). Produkce putrescinu byla u vSech
izolatt zjiSténa ve vySSim mnozstvi (8,23 — 468,61 mg/l). Produkce kadaverinu byla u

5 izolatt detekovana v hodnotéach 37,26 — 44,14 mg/1.
Produkce BA bakteriemi izolovanymi z kiiZze baZanta

Produkce BA bakteriemi izolovanymi z kiize bazanta odchyceného v piirodé a skladované-
ho 12 dnl po usmrceni byla nizkd. Produkce histaminu nebyla zjiSténa u Zddného izolatu
(tabulka 7 — 9). U dvou izolat se projevila produkce tyraminu, kadaverinu a putrescinu.
Pouze produkce tyraminu byla u 2 kmenl zaznamenana ve vyS$§im mnoZstvi 716,81 + 16,94

mg/l a 783,49 + 36,75 mg/l.

Z vysledkl kvantitativniho stanoveni produkce biogennich amint vyplyva, ze produkce bio-
gennich aminil se zvySovala u bakterii izolovanych z baZantii s delsi dobou skladovéni. Co
se tyce srovnani produkce BA izolovanymi bakteriemi z bazanti chovanych ve voliéie a z
volné ptirody, tak v ptipad¢ izolat z prvniho odbéru byla produkce BA vyssi u kmenti izo-
lovanych z bazanta z volné ptirody. Produkce histaminu byl detekovana jen u bakterii izolo-
vanych ze stehna bazanta z voliéry. U bakterii izolovanych z druhého odbéru byla produkce
biogennich aminii (tyraminu, histaminu, putrescinu, kadaverinu) vyssi u kment izolovanych
z bazanta chovan¢ho ve voliéte. U bakterii izolovanych pfi tfetim odbéru z prsou bazanta
byla zaznamenéana vyss$i produkce BA u bakterii z bazanta z voliéry. U bakterii izolovanych
ze stehenniho svalu byla pozorovana vyssi produkce histaminu a putrescinu u kmena izolo-
vanych z bazanta z volné ptirody a produkce tyraminu a kadaverinu u izolati z bazanta z
voliéry. U bakterii izolovanych z jater byla detekovana vyssi produkcce BA u izolath z jater
bazanta z voliéry. D4 se tedy fici, Ze u bakterii izolovanych z bazantl pfi prvnim odbéru
byla zjisténa celkové vySsi produkce BA u bakterii izolovanych z bazantii z volné ptirody,

pfi druhém a tfetim odbéru u izolatl z bazantl z voliéry.

Produkci biogennich aminti bakteriemi izolovanymi z povrchu dribeze se zabyvali Buitkova

a kol. [12]. Cilem studie bylo pomoci iontové iontové-vyménné chromatografie proveétit
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bakterie izolované z povrchu chlazené dribeze na produkci biogennich aminti: histaminu,
tyraminu, putrescinu, kadaverinu, agmatinu, sperminu a spermidinu. Bylo testovano celkem
98 kment bakterii izolovanych z povrchu driibeze. Z celkového poctu 98 testovanych izola-
ta byla in vitro zjisténa produkce alespoil 1 biogenniho aminu u 49 izolatd, z toho 21 kmeni
produkovalo 2 biogenni aminy, nejcastéji v kombinaci putrescin a kadaverin, a 4 kmeny 3
biogenni aminy (putrescin, kadaverin a agmatin). Zadny z testovanych kment neprodukoval
histamin, spermin ani spermidin. Nejcastéji byly produkovany putrescin a kadaverin, a to
zejména bakteriemi Celedi Enterobacteriaceae. Slaba produkce tyraminu byla in vitro zjiste-
na celkem u 4 izolath z Celedi Enterobacteriaceae. Pircher et al. (2007) a Pons-Sanchez-
Cascado et al. (2005) také zjistili pouze slabou produkci tyraminu u malého poctu z testo-
vanych enterobakterii, respektive gramnegativnich bakterii. Naproti tomu Geornaras et al.
(1995) zjistili kultivaéni metodou produkci tyraminu u vétSiny z testovanych gramnegativ-
nich bakterii izolovanych z dribeze. Kultivacni metoda je vSak pro zjist'ovani produkce bio-

gennich amintt méné vhodna, protoze miize dochazet k faleSné¢ pozitivnim reakcim.

5.5 Srovnani skriningové kultiva¢ni metody a iontové-vyménné chroma-

tografie

Pii srovnani vysledkii dekarboxylace aminokyselin a produkce BA bakteriemi doSlo
k urcitym odchylkam, ale pfesto u mnohych izolovanych bakterii vysledky skriningové me-
tody souhlasily s vysledky stanoveni produkce biogennich aminii pomoci iontové-vymeénné

chromatografie.

Dalsi odchylky byly zaznamenany u bakterii izolovanych pfi prvnim odbéru ze stehna bazan-
ti odchycenych v piirod¢, kdy byla pomoci IEC detekovéana produkce tyraminu pouze u
jednoho izolatu a kultivaéni metodou byla dekarboxylace tyraminu zjiSténa u vice kmenti.
Produkce putrescinu byla pomoci IEC detekovana u péti vzorkl, dekarboxylace ornitinu se
pomoci kultivaéni metody projevila pouze u jednoho izolatu. U bakterii izolovanych z jater
bazantl z pfirody byla zaznamenana zména dekarboxylacniho média obsahujiciho aminoky-
selinu lysin u Sesti izolatl, produkce kadaverinu vSak nebyla zjiS§téna u zadného izolatu. De-
karboxylace tyrosinu se v kultivacnim médiu navic projevila u jinych kmenil nez byla za-

znamenana produkce tyraminu.
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U bakterii izolovanych pii druhém odbéru z prsni svaloviny bazanti chovanych ve voliéfe
byla produkce histaminu pomoci metody IEC detekovana u jinych kmenti, nez u kterych
byla pozorovédna dekarboxylace histidinu v kultivaénim médiu. Putrescin byl stanoven ve
vysokych koncentracich, na rozdil od zmény zbarveni dekarboxylaéniho média s ornitinem,
kde se zména zbarveni kultivacni pidy v disledky jeji alkalizace neprojevila viibec nebo
pouze s nejasnym vysledkem. U bakterii izolovanych ze stehna baZantti chovanych ve volié-
fe doslo ke zméné zbarveni kultivacni plidy s histidinem pouze u dvou izolati, zatimco pro-
dukce biogennitho aminu histaminu byla pomoci IEC detekovana u sedmi vzork.
U bakterii izolovanych z jater bazantti odchycenych z voliéry byla produkce histaminu de-
tekovana u péti kment, dekarboxylace histidinu pomoci kultivaéni piidy vSak nebyla zazna-
menana u zadného kmene. U bakterii izolovanych z prsniho svalstva bazant odlovenych v
ptirodé se viditelné neprojevila zména zbarveni kultiva¢ni pidy s pH indikatorem a amino-
kyselinou histidinem u zadné¢ho vzorku, produkce histaminu vSak byla detekovana u tii bak-

terialnich kmenu.

U bakterii izolovanych z bazantii pii tietim odbéru z prsni svaloviny bazantli z voliéry se
projevila zména zbarveni dekarboxylacniho média s tyrosinem u tfi kmenti, produkce tyra-
minu byla metodou IEC zjiSténa u sedmi kment. U bakterii izolovanych ze stehenniho svalu
bazantl zijicich v pfirod€ byla zaznamenana zména zbarveni kultivaniho média obsahujici-
ho aminokyselinu tyrosin u jinych bakteridlnich kment, nez byla detekovana produkce tyra-
minu metodou IEC. U bakterii izolovanych z jater bazantl z ptirody byla zjisténa produkce
histaminu pomoci IEC pouze u jednoho kmene, zména zbarveni dekarboxylaéniho média
s histidinem vSak byla pozorovéana u Ctyf izolati. Podobné produkce tyraminu nebyla meto-
dou IEC zaznamenana u zadného izolatu, zatimco zmeéna zbarveni kultivaéniho média s

tyrosinem se projevila skoro u vSech izolata.

Falesn¢ pozitivni vysledky u skriningové kultivaéni metody mohly byt zpisobeny v
disledku vzniku jinych alkalickych sloucenin nez biogennich aminti. Metabolickou ¢innosti
bakterii mohou rovnéz vznikat zasadité slouCeniny, pifikladem takového produktu, ktery

navic souvisi s metabolizmem dusikatych latek, v¢etné proteint, je napt. amoniak [63, 67].

Falesné negativni vysledky mohly vzniknout vlivem fermentace sacharidfi, ¢imZz mohlo dojit
ke snizeni pH média 1 v pfitomnosti zasaditych biogennich aminii. Dal§i moZnou pfic¢inou
falesné negativnich vysledki miize byt nedostate¢na produkce biogennich aminii, ktera jesté

nezpusobila zménu zbarveni pH indikatoru v dekarboxyla¢nim médiu. V nasem piipad¢ byla
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do dekarboxyla¢niho média pfidana ptislusna aminokyselina v koncentraci 1% w/v, cozZ je
koncentrace, ktera zpravidla postacuje k vyvolani tvorby dekarboxylasovych enzymi a tudiz
1 produkci BA. Nicméné u nékterych kment mohlo byt toto mnozstvi aminokyseliny nedo-
state¢né k produkci BA, protoze mnozstvi vyprodukovaného BA rovnéz zavisi na koncent-

raci pfislusné aminokyseliny v prosttedi média [63, 67].

I pfes urcitd negativa Ize tuto metodu ke zjiStovani produkce BA vyuzit, protoze urcitou
vyhodou této metody je, ze je technicky a materidlné nenaro¢na oproti dalSim metodam,
které lze rovnéz vyuzit ke zjiStovani produkce BA. Dale je mozné tuto metodu zvolit tehdy,

pokud je cilem pravé ,,jen* skrining mikroorganismi s dekarboxylasovou aktivitou.

Dalsi metodou, kterou lze pouzit ke zjiStovani dekarboxylasové aktivity bakterii, je polyme-
razova tetézova reakce (PCR). Tuto metodu lze rovnéz povazovat za skriningovou,
1 kdyz mnozstvi faleSn¢ pozitivnich/negativnich reakci byva u této metody niz§i. PCR je
metoda prakticky stejné materidlné narocnd jako chromatografické metody (zeyména IEC
nebo vysokoucinna kapalinova chromatografie /HPLC/), které lze u bakterii rovnéz vyuzit
k detekci biogennich aminti, avSak vyhodné&j$i v tom, ze v krat§im ¢asovém useku lze analy-
zovat vice kment. Z tohoto diivodu jsou v posledni dobé vyvijeny protokoly pro PCR, tak
aby mohla byt metoda vyuZita k rychlé detekci bakterii produkujicich biogenni aminy. Kla-
sickd PCR je specificka metoda, kterd poukaze na existenci genu pro piislusny enzym (napf-.
tyrozindekarboxylasu, histidindekarboxylasu, apod.), tedy vypovida o potencidlu kmene
produkovat pfislusny biogenni amin. Urcitou nevyhodu u této metody lze vSak spatfovat
v tom, Ze tato metoda nezodpovi otazku, zda je biogenni amin za danych podminek skutec-
n¢ produkovan a v jakém mnozstvi. V posledni dob¢ se ke zjiStovani pfitomnosti genti pro

dekarboxylasové enzymy zacina vyuZzivat 1 metody real-time PCR [63, 66, 67].

Pomoci chromatografickych metod naopak dokdzeme srovnat mnozstvi produkovaného
biogenniho aminu za rtiznych podminek ristu a riznych vnéjsich faktord. Nevyhodou vsak
je skutecnost, ze v ptipad¢ nevhodnych podminek pro expresi genu, resp. aktivitu enzymu,
nezjistime témito metodami, zda dany kmen ma schopnost produkovat biogenni amin.
Je tedy vyhodné v praxi kombinovat ob¢ specifické metody — PCR 1 chromatografické tech-
niky [63, 66, 67].
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ZAVER
Bylo provedeno studium tvorby biogennich aminti bakteriemi izolovanymi z baZantiho masa.

Pro tento vyzkum byly pouziti bazanti z volné ptirody a z chovu ve voliéte. 1zolace bakterii

byla provedena z prsniho a stehenniho svalstva, z jater a kiize.
Na zéklad¢ vysledkl tohoto vyzkumu lze konstatovat:

* B¢chem 19 denniho skladovani bazantli pii venkovni teploté dochazelo k postupnému
narastu nasledujicich indikatorovych skupin mikroorganismii: celkového poctu fakulta-
tivné anaerobnich mezofilnich bakterii, psychrotrofnich bakterii, bakterii mlécného

kvaS$eni 1 enterobakterii.

e Kultivaéni metodou byla zjisténa schopnost bakterii dekarboxylace aminokyselin
argininu, histidinu, lysinu, ornitinu a tyrosinu. Nejmensi schopnost dekarboxylace byla

pozorovana u histidinu.

* Metodou iontové-vyménné chromatografie nebyla zjisténa produkce agmatinu, fenyle-

tylaminu, spermidinu a sperminu.

* JIzolované bakterie nejvice produkovaly putrescin a kadaverin. Produkce tyraminu by-
la, vy$$i u bakterii izolovanych z tél bazantli skladovanych delsi dobu. I1zolované bak-

terie nejmeéné produkovaly histamin.

* Produkce biogennich aminii byla celkové vySsi u bakterii izolovanych z tél bazanth

skladovanych delsi dobu.

* Pfi srovnani vysledkii dekarboxylace aminokyselin kultivani metodou a produkce BA
iontové-vyménnou chromatografii doSlo k odchylkam, které byly zplsobeny faleSné

pozitivnimi 1 fale$Sné negativnimi vysledky v ptipad¢ kultiva¢ni metody.

* Pro studium tvorby BA bakteriemi je vhodnéjsi a piesnéj$i metoda iontoveé-vyménné

chromatografie.
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Campylobacter jejuni

Clostridium perfringens
Staphylococcus

Salmonella
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Biogenni aminy

Bakterie mlé¢ného kvaseni

Iontové vyménna chromatografie
Vysokoucinna kapalinova chromatografie
Polymerazova fetézova reakce
deMantiv, Rogostiv a Sharpiiv agar

Plate Count Agar
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PRILOHA P I: MAKROSKOPICKE A MIKROSKOPICKE ZNAKY BAKTERII IZOLOVANYCH
Z JEDLOTLIVYCH CASTIi TEL BAZANTU

Bazanti skladovani 3 dny pfi venkovni teploté
. Morfologie kolonii Mikroskopicky preparat DalSi znaky
Cislo Vzorek | Pida| Velikost KOH
vzorku 0 Barva Tvar Profil Tvar buiky Shluky / tvar Katalaza
(priumér) test
1 prsa (voliéra) MPA 7 mm krémova okrouhly zvyseny ty¢inky dvojice - +
2 prsa (voliéra) MPA 3 mm okrova okrouhly plochy ty€inky dvojice - +
3 prsa (voliéra) MPA 4 mm oranzova okrouhly vypoukly koky shluky + -
4 prsa (voliéra) MPA 4 mm svétle krémova sektorovy pupkovity koky shluky - +
5 prsa (voliéra) MPA 3 mm bila okrouhly zZvyseny ty€inky dvojice - +
6 prsa (voliéra) MPA 4 mm svétle Seda zvInény plochy ty¢inky dvojice - +
7 prsa (voliéra) MRS 2 mm bila okrouhly knoflikovy koky shluky + -
8 prsa (voliéra) M 17 1 mm slonova kost okrouhly plochy koky shluky + -
9 stehno (voliéra) MPA 3 mm svétle krémova lalo¢naty plochy koky shluky - +
10 stehno (voliéra) MPA 2 mm smetanova sektorovy | bradavi¢naty ty¢inky shluky - +
11 stehno (voliéra) MPA 6 mm svétle zlutd zvinény zvyseny ty¢inky shluky - +
12 stehno (voliéra) MPA 1,5 mm krémova okrouhly vypoukly ty¢inky fetizky - +
13 stehno (voliéra) MPA 3,5 mm zluta okrouhly plochy vlakna shluky + +
14 stehno (voliéra) MPA 6 mm svétle zlutd okrouhly zvyseny ovalné fetizky - +
15 stehno (voliéra) MRS 1,8 mm bila okrouhly vypoukly ty¢inky nepravidelné shluky + -
16 stehno (voliéra) MRS 1,5 mm bila okrouhly vypoukly ty¢inky fetizky + -
17 stehno (voliéra) MRS 2 mm bila okrouhly vypoukly ty¢inky shluky + -
18 jatra (voliéra) MPA 2 mm smetanova okrouhly plochy ty¢inky shluky - +
19 jatra (voliéra) MPA 4 mm smetanova okrouhly zvyseny koky shluky - +
20 jatra (voliéra) MPA 4 mm smetanova okrouhly vypoukly koky shluky - +
21 jatra (voliéra) MPA 3 mm svétle zlutd okrouhly vypoukly koky fetizky + +
22 jatra (voliéra) MPA 20 mm smetanova zvinény zvyseny ovalné shluky/tetizky + +
23 jatra (voliéra) MPA 3 mm zluta okrouhly vypoukly koky shluky/fetizky + +
24 jatra (voliéra) MPA 2 mm smetanova okrouhly zvyseny koky fetizky + +
25 jatra (voliéra) M 17 2 mm bila zvInény plochy koky jednotlivé, dvojice + -




Bazanti skladovani 3 dny pfi venkovni teploté

Cislo Morfologie kolonii Mikroskopicky preparat DalSi znaky
Vzorek Pida | Velikost y KOH :
vzorku oy Barva Tvar Profil Tvar bunky Shluky / tvar Katalaza
(priumér) test
26 jatra (voliéra) M 17 0,1 mm bézova okrouhly vypoukly koky shluky + -
27 jatra (voliéra) M 17 0,2 mm bézova okrouhly vypoukly koky shluky + -
28 prsa (ptiroda) MPA 7 mm smetanova zvinény plochy kratké tycinky jednotlivé - +
29 prsa (ptiroda) MPA 4 mm smetanova okrouhly plochy ovalné shluky - +
30 prsa (ptiroda) MPA 3 mm zluta okrouhly plochy ty¢inky shluky - +
31 prsa (ptiroda) MPA 3 mm smetanova okrouhly plochy koky fetizky - +
32 prsa (ptiroda) MPA 4 mm smetanova lalo¢naty plochy ty¢inky fetizky - +
33 prsa (ptiroda) MPA 1,5 mm svétle zlutd okrouhly bradaviénaty koky fetizky - +
34 prsa (ptiroda) M 17 1 mm bila okrouhly pupkovité koky shluky + -
35 prsa (ptiroda) M 17 2 mm bila okrouhly zvyseny koky jednotlivé + -
36 prsa (ptiroda) M 17 2 mm Seda okrouhly vypoukly koky fetizky + +
37 stehno (pfiroda) MPA 5 mm zluta sektorovy pupkovity kratké tycinky fetizky - +
38 stehno (pfiroda) MPA 8 mm bila zvinény plochy ty¢inky fetizky - +
39 stehno (pfiroda) MPA 5 mm bila kulaty plochy koky fetizky - +
40 stehno (pfiroda) MPA 4 mm smetanova okrouhly plochy koky shluky - +
42 stehno (pfiroda) MPA 4 mm smetanova okrouhly plochy koky shluky - +
43 stehno (pfiroda) M 17 2 mm bila okrouhly vypoukly koky shluky + +
44a stehno (pfiroda) M 17 1 mm oranzova okrouhly zvyseny koky shluky + +
44b stehno (pfiroda) M 17 1 mm nazloutla okrouhly vypoukly koky fetizky - +
45 jatra (pfiroda) MPA 4 mm okrova okrouhly vypoukly koky fetizky - +
46 jatra (pfiroda) MPA 4 mm krémova okrouhly vypoukly koky jednotlivé + -
47 jatra (pfiroda) MPA 3 mm krémova okrouhly plochy koky jednotlivé + +
48 jatra (pfiroda) MPA 2 mm krémova okrouhly plochy koky shluky + +
50 jatra (pfiroda) MPA 8 mm bila okrouhly plochy koky fetizky - -
51 jatra (pfiroda) M 17 0,2 mm smetanova okrouhly plochy koky shluky - +
52 jatra (pfiroda) M 17 3 mm krémova okrouhly plochy koky shluky + +
53a jatra (pfiroda) M 17 4 mm krémova okrouhly vypoukly koky shluky + +
53b jatra (pfiroda) M17 2 mm bézova okrouhly zvyseny koky shluky + +




Bazanti skladovani 12 dni pfi venkovni teploté

. Morfologie kolonii Mikroskopicky preparat DalSi znaky
Cislo Vzorek Pida | Velikost KOH
vzorku 0 Barva Tvar Profil | Tvar builky Shluky / tvar Katalaza
(priumér) test
54 prsa (voliéra) MPA 10 mm bézova okrouhly plochy ty¢inky nepravidelné shluky + +
55 prsa (voliéra) MPA 6 mm smetanova okrouhly plochy koky nepravidelné shluky - +
56 prsa (voliéra) MPA 10 mm smetanova okrouhly plochy ty¢inky nepravidelné shluky + +
57 prsa (voliéra) MPA 0,5 mm smetanova okrouhly plochy ty¢inky shluky + +
58 prsa (voliéra) MPA 1 mm zluta okrouhly plochy ty¢inky nepravidelné shluky - +
59 prsa (voliéra) MPA 3 mm okrova okrouhly plochy koky nepravidelné shluky - +
61 prsa (voliéra) MPA 1 mm bila okrouhly plochy ty¢inky fetizky - -
62 prsa (voliéra) M 17 1 mm smetanova okrouhly vypoukly koky shluky - +
63a prsa (voliéra) M17 1 mm smetanova okrouhly vypoukly koky fetizky - +
63b prsa (voliéra) MRS 1 mm smetanova okrouhly vypoukly ty¢inky shluky - -
64 stehno (voliéra) MPA 3 mm smetanova okrouhly plochy ty€inky jednotlivé - +
65 stehno (voliéra) MPA 7 mm smetanova okrouhly plochy ty€inky jednotlivé + +
66 stehno (voliéra) MPA 5 mm zluta okrouhly vypoukly ty¢inky shluky + -
67 stehno (voliéra) MPA 7 mm svétle Zluta s koncentr. stavbou plochy koky jednotlivé + +
68 stehno (voliéra) MPA 0,5 mm bila okrouhly vypoukly koky jednotlivé - -
69 stehno (voliéra) MPA 5 mm oranzova vroubkovany plochy koky kratké fetizky + +
70 stehno (voliéra) MPA 1,5 mm bézova okrouhly plochy koky nepravidelné shluky + +
72 stehno (voliéra) MPA 5 mm svétle zlutd okrouhly plochy koky shluky + +
74a stehno (voliéra) MPA 3 mm bila okrouhly vypoukly koky shluky + -
74b stehno (voliéra) M 17 1 mm smetanova okrouhly vypoukly koky fetizky - -
75a stehno (voliéra) MRS 1 mm smetanova okrouhly vypoukly koky shluky - -
75b stehno (voliéra) MRS 1 mm smetanova okrouhly vypoukly koky shluky - -
76 jatra (voliéra) MPA 8 mm smetanova zubaty plochy koky kratké fetizky + +
77 jatra (voliéra) MPA 10 mm smetanova okrouhly plochy ty¢inky shluky - +
78 jatra (voliéra) MPA 2 mm bila okrouhly plochy koky shluky - -
79 jatra (voliéra) MPA 7 mm oranzova okrouhly plochy ty¢inky jednotlivé + +
80 jatra (voliéra) MPA 8 mm smetanova okrouhly plochy ty¢inky shluky + +
81 jatra (voliéra) M 17 1-2mm krémova okrouhly vypoukly koky shluky + -
82 jatra (voliéra) M 17 1 mm smetanova okrouhly vypoukly koky shluky - -




Bazanti skladovani 12 dni pfi venkovni teploté

Cislo ] : Morfologie kolonii Mikroskopicky preparat DalSi znaky
vzorku Vzorek Puda Velolk(iSt Barva Tvar Profil Tvar buiky Shluky / tvar KOH Katalaza
(primér) test
83 prsa (ptiroda) MPA 4 mm bézova okrouhly zZvyseny koky jednotlivé + +
84 prsa (ptiroda) MPA 3 mm smetanova okrouhly plochy koky jednotlivé + +
85 prsa (ptiroda) MPA 3 mm smetanova okrouhly plochy koky jednotlivé - +
86 prsa (ptiroda) MPA 4 mm okrova okrouhly plochy koky kratké fetizky + +
87 prsa (ptiroda) MPA 0,5 mm prisvitna okrouhly plochy ty¢inky jednotlivé - -
88 prsa (ptiroda) MPA 1 mm oranzova okrouhly vypoukly kratké tycinky shluky + +
89 prsa (ptiroda) MPA 3 mm bila okrouhly plochy koky jednotlivé - +
90 prsa (ptiroda) MPA 4 mm bézova okrouhly plochy koky jednotlivé + +
91 prsa (ptiroda) M 17 1 mm krémova okrouhly plochy koky shluky - -
92 prsa (ptiroda) MRS 1-2mm bila okrouhly vypoukly ty¢inky shluky + +
93 stehno (pfiroda) MPA 0,5 mm svétle zlutd zvinény vypoukly koky shluky - +
94 stehno (pfiroda) MPA 0,6 mm krémova okrouhly vypoukly koky shluky - +
95 stehno (pfiroda) MPA 0,4 mm krémova okrouhly plochy koky shluky + +
96 stehno (pfiroda) MPA 0,3 mm krémova okrouhly plochy koky shluky + -
97 stehno (pfiroda) MPA 0,8 mm okrova zvinény plochy koky shluky + +
98 stehno (pfiroda) MPA 0,5 mm krémova okrouhly vypoukly koky shluky - +
100 stehno (pfiroda) MRS 1 mm smetanova okrouhly vypoukly ty¢inky shluky - -
101 stehno (pfiroda) M 17 2-3 mm bila zvinény vypoukly koky fetizky + +
102a stehno (pfiroda) M 17 1 mm krémova zvinény vypoukly koky shluky + +
102b stehno (pfiroda) M 17 1 mm krémova okrouhly plochy koky shluky + +
103 jatra (pfiroda) MPA 5 mm smetanova okrouhly vypoukly koky shluky - +
104 jatra (pfiroda) MPA 3-5mm krémova okrouhly knoflikovy koky fetizky - +
105 jatra (pfiroda) MPA 5 mm smetanova okrouhly plochy koky shluky - +
106 jatra (pfiroda) MPA 3-5mm krémova zvinény vypoukly koky jednotlivé + +
107 jatra (pfiroda) MPA 5 mm okrova okrouhly vypoukly ty¢inky shluky - +
108 jatra (pfiroda) MPA 3 mm smetanova okrouhly vypoukly koky fetizky + +
109 jatra (pfiroda) MPA 3 mm okrova lalo¢naty plochy koky shluky + -
110 jatra (pfiroda) M 17 1 mm bila okrouhly vypoukly koky shluky + +
112 kiize (pfiroda) MPA 4 mm zluta okrouhly plochy koky jednotlivé + +




Bazanti skladovani 12 dni pfi venkovni teploté

Cislo ] : Morfologie kolonii Mikroskopicky preparat DalSi znaky
vzorku Vzorek Puda VelolkOVSt Barva Tvar Profil | Tvar buiky Shluky / tvar KOH Katalaza
(priumér) test
113 kize (pifiroda) MPA 3 mm zluta okrouhly zZvyseny koky jednotlivé + +
114 kiize (pfiroda) MPA 3 mm svétle zlutd okrouhly zvyseny koky fetizky + +
115 kiize (pfiroda) MPA 6 mm oranzova okrouhly zvyseny ty¢inky shluky/tetizky + +
116 kize (pifiroda) MPA 3 mm zluta vroubkovany zvyseny koky shluky - +
Bazanti skladovani 19 dni pfi venkovni teploté
Cislo ] : Morfologie kolonii Mikroskopicky preparat DalSi znaky
vzorku Vzorek Puda VelolkOVSt Barva Tvar Profil Tvar buiky Shluky / tvar KOH Katalaza
(priumér) test
120 prsa (voliéra) MPA 3,5 mm oranzova okrouhly plochy koky jednotlivé - +
121 prsa (voliéra) MPA 5,8 mm slonova kost okrouhly | knoflikovy ty€inky nepravidelné shluky - +
122 prsa (voliéra) MPA 3,5 mm smetanova okrouhly vypoukly ty€inky nepravidelné shluky - +
123 prsa (voliéra) MPA 3,5 mm slonova kost okrouhly vypoukly koky fetizky - +
124 prsa (voliéra) MPA 2,5 mm oranzova okrouhly vypoukly ty€inky nepravidelné shluky - -
125 prsa (voliéra) MPA 4,8 mm okrova zahnuté plochy koky fetizky + +
126 prsa (voliéra) MPA 2,6 mm okrova lalo¢naty plochy koky nepravidelné shluky + -
127 prsa (voliéra) MPA 4 mm slonova kost okrouhly vypoukly ty€inky shluky - +
128 prsa (voliéra) MPA 3 mm bila okrouhly plochy ty€inky shluky + -
133 stehno (voliéra) MPA 3 mm bézova okrouhly plochy ty¢inky fetizky - -
134 stehno (voliéra) MPA 5 mm smetanova okrouhly plochy ty¢inky shluky + +
135 stehno (voliéra) MPA 6 mm smetanova okrouhly plochy ty¢inky shluky + +
136 stehno (voliéra) MPA 5 mm svétle zlutd okrouhly plochy koky shluky + +
137 stehno (voliéra) MPA 1 mm bila okrouhly vypoukly koky jednotlivé + -
138 stehno (voliéra) MPA 7 mm bézova okrouhly plochy koky shluky + +
139 stehno (voliéra) MPA 1 mm bila okrouhly vypoukly koky shluky/tetizky + -
141 stehno (voliéra) MRS 0,5 mm smetanova okrouhly vypoukly ty€inky shluky - -
142 jatra (voliéra) MPA 5 mm smetanova okrouhly plochy ty€inky shluky + +
143 jatra (voliéra) MPA 5 mm smetanova okrouhly plochy ty¢inky fetizky + +




Bazanti skladovani 19 dni pfi venkovni teploté

v, Morfologie kolonii Mikroskopicky preparat DalSi znaky
Cislo Vzorek Pida | Velikost KOH
vzorku 0 Barva Tvar Profil Tvar buiky Shluky / tvar Katalaza
(priumér) test

144 jatra (voliéra) MPA 5 mm krémova okrouhly pupkovité koky jednotlivé - +
145 jatra (voliéra) MPA 2 mm krémova okrouhly knoflikovy koky jednotlivé - +
146 jatra (voliéra) MPA 1 mm bila okrouhly vypoukly ty¢inky shluky - -
147 jatra (voliéra) MPA 2 mm prisvitna okrouhly vypoukly ty¢inky shluky + -
148 prsa (ptiroda) MPA 4 mm smetanova okrouhly vypoukly koky jednotlivé - +
149 prsa (ptiroda) MPA 6 mm smetanova okrouhly vypoukly koky shluky - +
150 prsa (ptiroda) MPA 4 mm krémova okrouhly vypoukly koky shluky - +
151 prsa (ptiroda) MPA 4 mm smetanova okrouhly vypoukly koky jednotlivé - +
152 prsa (ptiroda) MPA 3 mm smetanova okrouhly vypoukly koky shluky - +
153 prsa (ptiroda) MPA 3 mm krémova okrouhly vypoukly ty¢inky fetizky - +
155 prsa (ptiroda) M 17 0,5-1mm bila zvinény vypoukly koky fetizky + -
156 prsa (ptiroda) M 17 0,5-1mm bila okrouhly vypoukly koky shluky - +
157 prsa (ptiroda) M 17 0,3 mm smetanova okrouhly vypoukly koky shluky - -
158 stehno (pfiroda) MPA 3 mm krémova okrouhly vypoukly koky fetizky + +
159 stehno (pfiroda) MPA 5 mm krémova okrouhly vypoukly koky fetizky - +
160 stehno (pfiroda) MPA 4 mm krémova okrouhly vypoukly koky fetizky - +
161 stehno (pfiroda) MPA 9 mm zelenkava okrouhly vypoukly ty¢inky jednotlivé + +
162 stehno (pfiroda) MPA 3 mm smetanova okrouhly knoflikovy ty¢inky shluky — +
163 stehno (pfiroda) MRS 1 mm bila okrouhly vypoukly ty¢inky shluky - -
164 stehno (pfiroda) MRS 0,5-2mm bila okrouhly vypoukly ty¢inky shluky + +
166 jatra (pfiroda) MPA 4 mm smetanova zubaty vypoukly koky jednotlivé - -
167 jatra (pfiroda) MPA 5 mm bézova okrouhly zvyseny ty¢inky jednotlivé + -
168 jatra (pfiroda) MPA 4 mm smetanova okrouhly vypoukly koky shluky + -
169 jatra (pfiroda) MPA 6 mm smetanova okrouhly vypoukly koky diplokoky - -
170 jatra (pfiroda) MPA 3 mm smetanova okrouhly vypoukly koky shluky + -
171 jatra (pfiroda) MPA 6 mm olivova sektorovy knoflikovy ty¢inky jednotlivé + -




