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ABSTRAKT

Biogenni aminy vznikaji dekarboxyldzovou aktivitou mikroorganizmi
Vv potravinach. Jejich vysoké mnozZstvi pfijimané potravinami miize ohrozit
kvalitu a bezpe¢nost potravin a mohou negativné ptisobit na zdravi clovéka. Cilem
dizertaéni prace bylo zjistit vliv faktor na dekarboxyldzovou aktivitu vybranych
kment enterokokti a stafylokokti izolovanych z potravin. V této praci byl nejprve
proveden skrining produkce 8 biogennich amint (fenyletylamin, histamin,
kadaverin, putrescin, tryptamin, tyramin, spermidin a spermin) u bakterii rodu
Enterococcus (celkem 33 kment) izolovanych z masa kralika (Oryctolagus
cuniculus) a rodu Staphylococcus (celkem 21 kmend zafazenych do 5 druhi)
izolovanych ze stfevniho obsahu pstruha potoc¢niho (Salmo trutta). Detekce
biogennich aminil byla provedena pomoci HPLC s UV detekci po predchozi
derivatizaci  dansylchloridem. Jako faktory, které mohou vyznamné
dekarboxylazovou aktivitu ovlivnit (akcelerator vs. inhibitor), bylo sledovano pH,
teplota a pfidavek chloridu sodného. Kinetika tvorby biogennich amint byla
sledovana v pribéhu kultivace bakterii. VSechny studované enterokoky
produkovaly pfevazné tyramin a putrescin. Putrescin v mnoZzstvi nad 100 mg.1*
produkovaly dva kmeny Enterococcus faecium. Tyramin byl produkovan
ve velmi vysokych mnoZstvich, celkem 12 kmenl enterokoki tvofilo vice
nez 1000 mg.I. Suma vsech sledovanych biogennich aminii byla ovlivnéna
predev§$im mnozstvim vyprodukovaného tyraminu. Bylo zji$téno, Ze stafylokoky
jsou vyznamngj§Simi producenty biogennich aminli (tyramin, putrescin
a kadaverin) neZz enterokoky (tyramin, ojedinéle putrescin). Nejvetsi vliv
na produkci biogennich aminil ze sledovanych faktori méla teplota. Pti nizSich
teplotach kultivace byla produkce tyraminu po 24 hodinové kultivaci nizsi
nez pii kultivaéni teploté 30 °C (Enterococcus faecium 2201 mg.l™; Enterococcus
sp. 1700 mg.I"}; Staphylococcus pasteuri 1866 mg.I"%; Staphylococcus hominis
1260 mg.I; Staphylococcus epidermidis 1319 mg.I). Enterokoky produkovaly
vyznamngj§i mnoZstvi tyraminu a fenyletylaminu pii pH 5 — 6, kdy s rostouci
teplotou rostla produkce v oblasti pH 6. Pi1 vyssi teploté nemélo pH vyznamny
vliv na produkci tyraminu. Stafylokoky produkovaly pti pH 7 dvaaptllkrat vice
tyraminu nez pii pH 5. Nejvice byly sledovan¢ BA produkovany v médiu
s ptidavkem NaCl do 3 % (w/v). Enterokoky a stafylokoky jsou vyznamnymi
producenty tyraminu.



ABSTRACT

Biogenic amines are produced by the decarboxylase activity of microorganisms
in food. Their high amounts can adversely affect human health. Therefore, the aim
of this thesis was to determine the influence of factors on the decarboxylase
activity of selected strains of enterococci and staphylococci, which were isolated
from selected food. In this work, the potencial to produce 8 biogenic amines
(phenylethylamine, histamine, cadaverine, putrescine, tryptamine, tyramine,
spermidine and spermine) by Enterococcus and Staphylococcus strains was
investigated. The Enterococcus strains (a total of 33 strains) were isolated from
rabbit meat (Oryctolagus cuniculus) and a total of 21 Staphylococcus strains were
1solated from the intestinal content of a trout (Sal/mo trutta). In addition, the effect
of selected environmental factors; such as temperature, pH, and salt
concentration; on decarboxylase activity of the studied microorganisms was
tested. The kinetics of biogenic amines formation were monitored during
cultivation of bacteria prepared by derivatization with dansyl chloride and
analysed by HPLC equipped with UV detection. The obtained results showed that
all studied enterococci produced predominantly tyramine and putrescin. Also,
putrescin in excess of 100 mg.l"! was produced by two strains of Enterococcus
faecium. Further, each of 12 strains of enterococci produced more than
1000 mg.I"!of tyramine. Therefore, the sum of all observed biogenic amines was
dependent on the amount of produced tyramine. The obtained results indicate that
staphylococci were more important biogenic amine producers (tyramine,
putrescin and cadaverine) than enterococci (tyramine, sometimes putrescine). In
accordance with obtained results it can be concluded that, the most significant
influence on biogenic amines production had temperature. At lower cultivation
temperatures, tyramine production by the selected microorganisms was lower
than at temperature of 30 °C after 24 hours (Enterococcus faecium 2201 mg.l™!,
Enterococcus sp., 1700 mg.l!, Staphylococcus pasteuri 1866 mg.l ",
Staphylococcus hominis 1260 mg.l"'; Staphylococcus epidermidis 1319 mg.1').
Enterococci produced a substantial amount of tyramine and phenylethylamine at
pH 5 - 6, with highest production of mentioned amines at 30 °C and pH 6. The
influence of pH on tyramine production by enterococci at 30 °C was negligible.
Furthermore, staphylococci produced 2.5 times more tyramine at pH 7 than at pH
5. Also, the influence of the addition of NaCl was apparent and the most of the
tested biogenic amines were produced when applied NaCl below 3% (w/v). In
conclusion, enterococci and staphylococci are significant producers of tyramine.
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1. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Bezpecnost potravin je bezpochyby dilezitou prioritou evropské politiky
nakladani s potravinami. Tento pojem je odvozen z anglického ,,food safety* a da
se nejlépe vyjadrit jako zdravotni a hygienicka nezavadnost potravin. Bezpecnost
potravin zahrnuje spravnou vyrobni a hygienickou praxi v celém potravinovém
fetézci, tedy od vyroby hnojiv az po ziskani potraviny spotiebitelem, a to véetné
bezpecnosti krmiv, souvisejicich sluzeb a obalid. Pozadavky spotiebiteli s cilem
zvysit bezpe€nost potravin vedou v nékterych evropskych zemich k tvorbé
pokynt ke kontrole vyskytu a tvorby biogennich aminti v potravinach.

Vyskyt biogennich amint (BA) v potravinach a jejich vyznam v bezpecnosti
potravin je jiz dlouho zndm (Gale, 1946). V poslednich 25 letech zacalo
systematické prokazovani BA v potravindch (Shalaby, 1996; Silla Santos, 1996).
Stale rostouci mnozstvi publikaci o pfitomnosti BA v potravindch naznacuje
aktualnost a nezbytnost ziskat hlubsi znalosti o biochemickych mechanizmech
produkce BA. Studium dekarboxyldza pozitivnich mikroorganizmii napomaha
k objasnéni piivodu BA v potravinach, ale také rozkryva rouSku poznani
o akumulaci BA v potravinach a stim souvisejici rizika (Benkerroum, 2016;
Shiling et al., 2016). Vzhledem k tomu, Ze stafylokoky 1 enterokoky jsou hojné se
vyskytujicimi mikroorganizmy osidlujicimi téla teplokrevnych zZivocichii v¢etné
cloveka, mize dochazet k prenosu a preziti téchto mikroorganizmi v potravinach,
a to nejenom bchem pfiipravy, ale 1 v pribchu technologického zpracovani
potravin (Franz, 2003; Sedlacek, 2007).

Evropska legislativa definuje maximalni povoleny limit biogennich amint
(BA) dle Natizeni Komise (ES) ¢. 2073/2005, ve znéni pozdé¢jSich predpist.
Obsah biogennich amind (BA) jako jednoho z vyznamnych metaboliti n¢kterych
mikroorganizmil je legislativou ES stanoven pouze v rybach a produktech
rybolovu (histamin <100 mg.kg'). Tento limit mize byt v piipadé histaminu
ve dvou vzorcich z deviti z jedné Sarze piekroGen az do hodnoty 200 mg.kg™.
Pro produkty rybolovu, které byly oSetfeny enzymatickym zranim v laku, je limit
posunut ve dvou vzorcich z deviti z jedné SarZe az na hodnotu 400 mg.kg!
(Naftizeni Evropského parlamentu a Rady (ES), 2005).

1.1 Charakteristika biogennich amini

Podle definice Askar a Treptow (1986) jsou biogenni aminy bazické dusikaté
slouceniny tvofené piedev§Sim dekarboxylaci aminokyselin nebo aminaci
a transaminaci aldehydl a ketont. Dekarboxylace je reakce, kdy se odbourava
karboxylova skupina a vytvafi se oxid uhli¢ity za Gcasti dekarboxylaz (Murray,
2002). Biogenni aminy jsou organické baze s nizkou molekulovou hmotnosti
majici heterocyklickou (histamin, tryptamin), aromatickou (tyramin, J3-
fenyletylamin) nebo alifatickou (putrescin, kadaverin, spermin a spermidin)
strukturu. Nektefi autofi (Bardot et al., 1993; Halasz et al., 1994; Silla Santos,
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1996; Teti et al., 2002; Juneja a Sofos, 2010) fadi putrescin, spermin, spermidin
a kadaverin do skupiny polyamint, které hraji dilezitou roli pti regulaci funkce
nukleovych kyselin, syntéze proteinti a stabilizaci membran.

Bakterie, které disponuji dekarboxyldzovou aktivitou, jsou zastupci celedi
Enterobacteriaceae (napt. rody Citrobacter, Hafnia, Escherichia, Salmonella,
Serratia, Shigella, Yersinia a dalsi), proteolytické bakterie rodu Pseudomonas,
bakterie rodQ Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc, Staphylococcus (ten
Brink et al., 1990; Silla Santos, 1996; Takahashi et al., 2003; Ozogul a Ozogul,
2007; Bunkova et al., 2009). Také n€které kmeny kvasinek mohou byt producenty
biogennich amintli, napt. Saccharomyces cerevisiae, Hansenia sporauvarum,
Candida  stellata, Kloeckera apiculata, —Metschnikowia  pulcherrima
a Brettanomyces bruxellensis (Romano et al., 2007). Vyjime¢né tvoii BA
1 mikromycety napt. Botrytis cinerea v hroznovém mostu (Béaumlisberger et al.,
2015).

1.2 Funkce a vyznam biogennich amint a polyamini

BA a polyaminy se podileji na metabolickych procesech v buikach
mikroorganizmi, rostlin 1 zivoc¢ichl, kde vykazuji rizné biologické funkce.
Podileji se na dalezitych fyziologickych procesech. Jsou vyznamné v procesech
rustu, podileji se na diferenciaci bunck, stabilizaci membran a regulaci pH.
Mohou mit piimo funkci hormonu nebo mohou byt stavebni latkou
pro biosyntézu hormonti ¢i alkaloidd. Jsou tak pfirozenou soucasti potravin
rostlinného 1 zivoc¢iSného plivodu. Vznikaji také vlivem nékterych procesii
pii zpracovani potravin (Bardot et al., 1993; Halasz et al., 1994; Silla Santos,
1996; Teti et al., 2002; Juneja a Sofos, 2010) Mikroorganizmy produkujici
dekarboxylazy se vyskytuji jako pfirozend mikroflora suroviny nebo se
do potraviny mohou dostat jako kontaminanty pti zpracovani a v neposledni fad¢
je pravdépodobnost, Ze jsou piidavany do potravin v zavislosti na technologickém
procesu vyroby (Halasz et al., 1994). Dva hlavni divody pro aktivaci
dekarboxyla¢nich drah mikroorganizmli jsou ty, Ze dekarboxylace je jednou
z bunécénych odpovédi na stres vyvolany kyselym prostiedi, kdy se produkci
zasaditych BA zvySuje intracelularni (a extracelularni) pH a dale tato drdha miize
slouzit jako dopliikkovy zdroj energie pro buiiky (Gardini et al., 2016).

1.3 Mechanizmus tvorby biogennich amini u bakterii

Bakterie produkujici biogenni aminy jsou ve svém genomu vybaveny
dekarboxylazami, které se daji rozdélit dle jejich substratu (Obr. 1). Zobrazené
reakce jsou soucasti sekundarniho metabolizmu. U enterokokli se velmi Casto
popisuje pfitomnost genu pro membranoveé vazanou tyrozindekarboxylazu (tdc)
(Bhardwaj et al., 2009; Marcobal et al., 2012), ale mohou se vyskytnout i jiné.
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Stafylokoky izolované z potravin mohou disponovat celou fadou dekarboxylaz,
které tvoii histamin, putrescin, kadaverin a dalsi (Pachlova et al., 2016).
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Obr. 1. Produkce biogennich aminii dekarboxylaza pozitivnimi mikroorganizmy
(upraveno podle Halasz et al., 1994).

IDC —  rozindekarboxyliza, HDC  —  histidindekarboxylaza, =~ LDC  —
lyzindekarboxylaza, ADC — arginindekarboxyldza, ODC — ornitindekarboxylaza,
PheDC — fenylalanindekarboxyliza, AgUH — agmatinureohydrolaza, SpdS —
spermidinsytetaza, SpmS — sperminsyntetdza.

Syntéza BA mize byt u bakterii spojena s energetickym metabolizmem
a napomaha chrénit buniky viici stresu z kyselého prostiedi (Konings et al., 1997,
Foster, 2004). Bakterialni dekarboxylazy vykazuji zvySenou aktivitu vici
L-formam aminokyselin (Kohajdova et al., 2008). Dekarboxyla¢ni reakce
zakladnich alifatickych aminokyselin (L-lyzinu, L-argininu a L-ornitinu)
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piitvorbé¢ polyamini je dilezitd pro pieziti bunék v kyselém prostiedi.
Dekarboxylazy aminokyselin v substratu spotfebovavaji intraceluldrni protony
prostfednictvim specifického antiportového systému. Dilezitym aspektem
pro funkci a regulaci riznych dekarboxyladz je oligomerizace. K reakci dochazi,
kdyz buiikky maji neptiznivé podminky pro rist (nedostatek zivin a stresoveé
podminky riistu) a dochdzi k vyznamnym zménam fyziologie, vCetn¢ indukce
genil, odpovédi na stres a k biosyntéze aminokyselin (Kanjee ef al., 2011).

1.4 Vyskyt a vyznam biogennich amint v potravinach

Pti ptipravé fermentovanych potravin lze ocekavat vyskyt mnoha druhii
mikroorganizmii, z nichz n&které jsou schopny produkovat BA. Mezi
fermentované potraviny patii fermentované masné a rybi vyrobky, syry,
fermentovana zelenina, pivo a vino (Silla Santos, 1996). Na zacatku fermentace
se vyskytuje zejména kadaverin a histamin, na konci spiSe putrescin a tyramin.
Ve finalnim vyrobku miize byt také pfitomen tryptamin, fenyletylamin, spermidin
a spermin. Dana skuteCnost mize byt vysvétlena tim, Ze v ptipadé fermentace
maji pritomné mikroorganizmy dostatek Casu metabolizovat ¢i produkovat vice
substanci (Kohajdova et al., 2008; Buiikova et al., 2010).

Zastupci rodu Enterococcus jsou vyznamnymi producenty BA v rliznych
potravinach (Tab. 1). Standarovd et al. (2009) sledovali dekarboxylazovou
aktivitu Enterococcus faecalis, E. faecium, E. durans, E. hirae, E. malodoratus,
E. casseliflavus, E. avium, E. gallinarum a E. mundtii. Do dekarboxyla¢niho
média byl pifidan pyridoxal-5-fosfat. Produkce histaminu nebyla prokazana
u zadného z testovanych kment. E. faecalis a E. faecium jsou v této studii
oznadeny za nejvétsi producenty tyraminu (1485-2363 mg.1"!). V préci je také
jako vyznamny producent tyraminu uveden E. casseliflavus (< 2016 mg.1"), coz
je ptisrovnani s praci Rea et al. (2004), kteti uvadéji, Ze kmen tohoto druhu (izolat
ze syru Cedar) je tyrozindekarboxyldza negativni, odliSny vysledek. Rea et al.
(2004) sledovali 6 kmenl FEnterococcus faecalis, jeden kmen E. faecium,
E. durans a E. casseliflavus. Tyto mikroorganizmy se mohou podilet na vyvoji
chuti a vlini syrti ¢edar. Mikroorganizmy byly izolovany po 48 tydnech zréani syru
pi1 8 °C. VSechny kmeny, kromé& E. casseliflavus, produkovaly tyramin (< 162
mg.kg!). Kolektiv autorii Liu et al. (2013) potvrdil, ze E. faecalis patfi mezi
potencidlni producenty BA. Kmeny byly ziskdny z kachny divoké a jejich
kultivace probihala v MRS bujonu s prekurzory BA (aminokyselinami). Bylo
zjisténo, ze E. faecalis tvoii biogenni aminy tyramin (< 320 mgkg™)
a fenyletylamin (< 220 mg.kg™).
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Tab. 1. Detekovand produkce biogennich aminit nebo genu pro dekarboxyldzy u bakterii rodu Enterococcus

Detekované biogenni aminy**; geny

Producenti a jejich zdroje vyskytu* Reference

pro enzymy
E. faecalis — maso kachny divoké TYM, PHE Liuetal., 2013
E. faecium, E. faecalis — matefské mléko TYM, HIS, PUT, CAD Reviriego et al., 2005
E. faecalis PUT, CAD, SPD Kuley et al., 2013
Enterococcus sp., E. mundtii, E. durans, E. faecium |TYM, AGM Kalhotka et al., 2012
Enterococcus — fermentované klobasy TYM Tabanelli et al., 2013
E. faecalis tyrozindekarboxylaza Cebrian et al., 2012

E. faecalis, E. faecium, E. durans

E. faecalis

E. durans

E. faecium — ¢ervené vino

E. faecium, E. faecalis — ryby

E. durans

E. durans

E. durans, E. faecalis, E. faecium — mléko
E. sp., E. faecalis, E. durans, E. faecium
— mlécné vyrobky

E. faecium, E. faecalis — potencial probiotik
E. faecium

ornitin/tyrozindekarboxylaza

TYM, HIS, PUT, CAD
tyrozindekarboxylaza

TYM

tyrozindekarboxylaza

TYM

HIS, TYM, SPM, SPD
tyrozin/ornitin/histidindekarboxylaza

TYM

TYM, PUT
lyzin/ornitin/tyrozindekarboxylaza

Ladero et al., 2012

Calzada et al., 2013
Linares et al., 2012
Capozzi et al., 2011

Munoz-Atienza et al., 2011

De Palencia et al., 2011
Lietal., 2011
Ladero et al., 2011

Ladero et al., 2010

Ruiz—Moyano et al., 2009

Valenzuela et al., 2010
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Tab. 1. pokracovani — detekovana produkce biogennich aminii nebo genii pro dekarboxyldzy u bakterii rodu Enterococcus.

Producenti a jejich zdroje vyskytu*

Detekované biogenni aminy**; geny
pro enzymy

Reference

E. faecium

E. faecium

E. faecium, E. faecalis, Enterococcus sp. — mléko
E. faecalis, E. faecium

E. faecalis

E. faecalis, E. casseliflavus, E. faecium, E. sp. — niva
E. faecalis — fermentované klobasy

E. durans, E. faecalis, E. casseliflavus

E. durans

E. durans, E. faecalis, E faecium, E. casseliflavus
—syry

E. faecium

E. faecium BIFI-58

E. faecalis — mléko

E. faecium, E. durans a E. casseliflavus — ¢edar

TYM, PHE

tyrozindekarboxylaza
tyrozindekarboxylaza

TYM
tyrozin/fenylalanindekarboxyldza
TYM

TYM, PHE

tyrozindekarboxylaza

TYM

TYM

tyrozin/fenylalanindekarboxylaza
TYM

TYM, PHE

TYM

Latorre—Moratalla et al.,
2010

Bhardwaj et al., 2009
Kucerova et al., 2009
Ladero et al., 2010
Pessione et al., 2009
Standarova et al., 2009
Gardini et al., 2008
Komprda et al., 2008
Fernandez et al., 2011

Burdychové a Komprda,
2007

Marcobal et al., 2006
Marcobal et al., 2006
Gardini et al., 2001
Rea et al., 2004

* Pokud neni uveden zdroj izolatu, byla produkce BA stanovena v kultivatnim médiu.
** TYM — tyramin, PHE — fenyletylamin, PUT — putrescin, CAD — kadaverin, AGM — agmatin, HIS — histamin, SPM —

spermin, SPD — spermidin)
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Mezi vyznamné producenty BA v riiznych potravinach patii 1 zastupci rodu
Staphylococcus (Tab. 2).

Staphylococcus epidermidis je schopny produkovat histamin, kadaverin
a putrescin v kultivaénim médiu 1 v hroznovém moSstu, ovSem ve viné nikoli
(Benavent-Gil et al., 2016). Landeta et al. (2013) sledovali dekarboxylazovou
aktivitu u koaguladza negativnich stafylokokii (S. capitis, S. carnosus, S. caprae,
S. epidermidis, S. equorum, S. vitulinus (S. pulvereri), S. xylosus a S. lugdunensis).
Bakterie byly izolovany z fermentovanych salamt za u¢elem vyuziti bakterii jako
startérovych kultur. Ze vSech sledovanych kment rodu Staphylococcus bylo 25 %
kmenti dekarboxylaza pozitivnich. S. carnosus byl dle vysledkl studie schopen
tvoftit tyramin. Kmen S. capitis byl pozitivni na tvorbu histaminu, a to metodami
PCR1TLC.S. lugdunensis a S. epidermidis tvofili putrescin a kadaverin. U kmenti
S. equorum, S. caprae, S. hominis. S. vitulinus, S. xylosus a S. warneri nebyla
metodu PCR ani TLC zjisténa produkce sledovanych BA (histaminu, tyraminu,
putrescinu a kadaverinu) (Landete et al., 2007).

P&t sledovanych kmeni S. pasteuri (40 % izolat) bylo identifikovano jako
histidindekarboxyldza pozitivni s vysokou tvorbou histaminu u dvou kmenl
(<945 mg.kg!), ostatni kmeny tvoiily histamin v niz$ich koncentracich (< 57
mg.kg?"). S. epidermidis a S.capitis (izolaty ze slanych $panélskych sardinek)
produkovaly vice nez 1000 a 400 mg.kg™! histaminu. Podobné tomu bylo
i u kmene S. pasteuri (<945 mg.kg™) (Kung et al., 2012).

Ve studii kolektivu autortt Bermudéz et al. (2012) byla sledovana histidin-,
lyzin-, ornitin- a tyrozindekaboxylazova aktivita stafylokokil izolovanych
z otradiéni  Spanélské  klobasy*. S. equorum  produkoval putrescin
(<1400 mg.kg!) i kadaverin (< 5,0 mg.kg™!); u S. epidermidis byla také zjisténa
tvorba putrescinu (<977 mg.kg!) a nékolikanasobné vyssi tvorba kadaverinu
(36,0 mg.kg!). U S. saprophyticus byla tvorba putrescinu (< 1,9 mgkg™)
a kadaverinu nejnizs$i (< 4,7 mg.kg™). S. pasteuri patii dle autorti mezi bakterie
s velmi nizkou tvorbou BA, kdy koncentrace vyprodukovaného putrescinu
a kadaverinu dosahovala hodnot < 15 mg. kg™,

Studie Seitter et al. (2011) se zabyvala neZadoucimi vlastnostmi stafylokokil
(S. condimenti, S. piscifermentans, S. equorum, S. succinus, a S. xylosus), a to
ptedevsim produkci BA. Bylo zjisténo, Ze fenyletylamin, tryptamin a tyramin jsou
témito kmeny produkovany ziidka. U sledovanych kment produkce kadaverinu,
histaminu a putrescinu nebyla zjisténa. Zastupce S. carnosus byl ve studii oznacen
za producenta putrescinu (< 126,0 mg.1'') a kadaverinu (<5,0 mg.l!). Tyto
koncentrace lze povazovat za potencidlné nebezpetné, a je na zvazeni vyuZziti
dekarboxylaza pozitivnich kment v potravinaitském priimyslu. Na druhé¢ strané je
ovSem dillezité zabyvat se faktory, které ovliviiuji miru produkce a zvazit mozna
rizika, ke kterym by doslo pii vyuziti t€chto kment v potravinaiském primyslu.
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Tab. 2. Detekovand produkce biogennich aminui nebo genii pro dekarboxyldzy u bakterii rodu Staphylococcus.

Producenti a jejich zdroje vyskytu*

Detekované biogenni aminy**; geny
pro enzymy

Reference

S. aureus, S. capitis, S. carnosus, S. caprae,
S. epidermidis, S. equorum — masné vyrobky
S. pasteuri, S. equorum, S. epidermidis, S.
saprophyticus

S. pasteuri, S. sciuri — klobasa z tunaka

S. aureus

S. equorum, S. epidermidis, S. saprophyticus,
S pasteuri — fermentované klobasy

S. hominis, S sciuri — ryby

. carnosus, S. condimenti,

. piscifermentans, S. equorum

. epidermidis TYHL1, S. warneri, S. aureus,
. hyicus

. carnosus — rybi omacka

S. xylosus, S. carnosus

— fermentovany saldm Turecko

S. xylosus, S. saprophyticus, (Lactobacillus)

(V2NN IV IV p )

(S. carnosus) TYM; (S. epidermidis) HIS
PUT CAD

PUT, CAD

HIS, PUT, CAD, SPM
PUT

PUT, CAD
HIS, CAD
PHE, TYM

HIS

TYM, CAD, HIS, PUT
TYM, PUT, CAD, PHE, SPR
TYM, PHE, PUT, SPM, SPD

Landeta et al., 2013

Cachaldora et al., 2013

Kung et al., 2012
Dogan et al., 2012

Bermudez et al., 2012
Hwang et al., 2011
Seitter et al., 2011

Yokoi et al., 2011
Zaman et al., 2011
Giiciikoglu et al., 2010
Luetal., 2010

* Pokud neni uveden zdroj izolatu, byla produkce BA stanovena v kultivacnim médiu.
** TYM — tyramin, PHE — fenyletylamin, PUT — putrescin, CAD — kadaverin, HIS — histamin, SPN — spermin, SPD —

spermidin)
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1.5 Faktory ovliviiujici produkci biogennich amint

Produkce BA je vétSinou zavisla na vhodnych podminkach pro rozmnozovani
produkéni mikroflory, a tim padem na syntéze dekarboxyldz a dekarboxyla¢ni
aktivité. Mezi faktory, které vyznamné ovlivituji tvorbu BA a aktivitu enzymt,
lze napt. zaradit (ten Brink et al., 1990; Marklinder a Lonner, 1992):

> teplotu,

pH,

pristup kysliku,
aktivitu vody,

YV V V VY

pritomnost mikroorganizmi jako producenti dekarboxyldz (mnozZstvi a
druhové zastoupeni mikroorganizmil),

synergicky efekt mezi mikroorganizmy,

mnozstvi a dostupnost aminokyselin a pyridoxal-5-fosfatu,

YV V V

dodrzovani hygienickych postupit béhem vyroby,
» Cas (doba zrani).

Teplota prostfedi ma vyznamny vliv na produkci BA. Rada studii uvadi, Ze
obsah vyprodukovanych aminll zavisi na teploté a ¢asu. V disledku proteolyzy
dochazi ke zvySenému mikrobidlnimu ristu a podpote pronikani BA pres
bunéénou membranu. Tyto podminky maji také vliv na aktivitu dekarboxylaz
(Juneja a Sofos, 2010).

Hodnota pH je jednim z klicovych faktorii ovlivitujicich aktivitu dekarboxyldz,
a tim 1 tvorbu BA v potravinach. Bylo prokdzéano, Ze tvorba amintli bakteriemi je
fyziologicky mechanizmus vedouci k potlaceni kyselého prostredi, a proto je
aktivita dekarboxyldz obvykle vyssi v kyselém prosttedi s optimalni aktivitou pfi
pH mezi 4,0-5,5 (Juneja a Sofos, 2010).

Vysoké koncentrace rozpusténych latek (napt. makromolekularnich latek jako
jsou skrob 1 dalsi polysacharidy a bilkoviny 1 osmoaktivnich latek, jako jsou cukr
a chlorid sodny) sniZzuji mnoZstvi vyuzitelné vody. Nizka aktivita vody zpomaluje
rist bakterii. Pfitomnost NaCl inhibuje histidindekarboxylazu a aktivuje
tyrozindekarboxyldzu (Kohajdova et al., 2008; Silla Santos, 2010).

Zasobovani kyslikem ma vyznamny vliv na biosyntézu amint (Silla Santos,
1996). Ve fermentovanych potravinach, kdy je kyslik nahrazen produkty
fermentace (NH; nebo CO,), byli jako vyznamni producenti BA (putrescinu,
kadaverinu, fenyletylaminu a tyraminu) oznaceni zastupci rodt Enterococcus,
Staphylococcus (Gardini et al., 2001; Gennaro et al., 2003; Suzzi a Gardini, 2003;
Landete et al., 2007; Bover-Cid et al., 2008).
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2. CIL DISERTACNI PRACE

Cilem disertacni prace bylo sledovat faktory ovliviiyjici dekarboxyldzovou
aktivitu vybranych bakterii rodii Enterococcus a Staphylococcus. Testované
bakterie mohou byt kontaminanty v potravindiské vyrob¢, ale zarovenn maji
nekteré potencial probiotik (zastupci rodu Enterococcus). Dil¢i cile prace byly
vytyCeny nasledovné:

» provést skrining dekarboxyldzové aktivity kultivacné (se stanovenim
koncentrace produkovanych BA) vybranych bakterii rodli Enterococcus
a Staphylococcus kultivacné (se stanovenim koncentrace produkovanych
BA),

» u vybranych bakterii, produkujicich biogenni aminy, sledovat faktory,
které mohou ovlivnit jejich rist a dekarboxyldzovou aktivitu,

» nalézt a pouzit vhodné statistické nastroje k vyhodnoceni vysledki,

» vyvodit doporuc¢eni a navrhnout dals$i sméry vyzkumu v oblasti
dekarboxylazové aktivity sledovanych mikroorganizmi.
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3. MATERIAL A METODY

3.1 Pouzité bakterialni kmeny

Testované a identifikované kmeny byly ziskany z Ustavu fyziologie
hospodarskych zvierat, Slovenské akademie véd v KoSicich. Kmeny laskavé
poskytla MVDr. Andrea Laukova, CSc. Bakterie rodu Enterococcus (celkem
33 kment: 22 kmenil Enterococcus faecium a 11 kmenl Enterococcus sp.) byly
izolovany z masa kralika (Oryctolagus cuniculus) (Tab. 3).

Tab. 3. Seznam testovanych kmenit na produkci biogennich aminii.

Druh Puvod N2 Kmen

16/1; 16/2; 18/1; 23/1; 23/2; 23/3; 24/1;
Staphylococcus warneri 24/2; 2413
Staphylococcus pasteuri Salmo trutta 19/1; 23/5

Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus haemolyticus
Staphylococcus hominis

23/4; 21/1; 21/2
22/1; 22/3; 2214, 22/2

19/2; 20/2; 20/1
M1C; M2C; M7C; M7b; M4C; M6C;
5BM1; M5A; M3b; M1b; M2A; M2Ca;
22 M2Ca; M2cB
M4aB; M5aA; M6B; M7bA; M7bB;
3AM; 5BM2; M2c; M5a; M3A; 1BM;
Enterococcus sp. 11 4BM2

N® Pocet testovanych kmenii. Tuéné oznacené kmeny byly pouzity v Experimentu II.

w b W N O

Oryctolagus

Enterococcus faecium .
cuniculus

Kultivace probihala pifi 30+1°C po dobu 24 hodin. Kazdy izolat byl
pii testovani na produkci biogennich amina kultivovan pétkrat podle Bunkova et
al. (2009).

3.2 Kultiva¢ni podminky

Bakterie rodu Enterococcus byly kultivovany v M17 bujonu (M17; HiMedia,
Bombaj, Indie) a kmeny rodu Staphylococcus v mozkosrdcové infuzi (BHI; Brain
Heart Infusion Broth; HiMedia, Bombaj, Indie). Na BHI agaru byla sledovéana
Cistota kmeni, dale probihala kultivace v dekarboxylacnim médiu obohaceném
aminokyselinami (arginin, ornitin, histidin, tyrozin, lyzin, fenylalanin) v mnoztvi
0,2 % (w/v). U vSech kmenl byla ptfed kultivaci v dekarboxyla¢nim médiu
kontrolovdna Cistota formou kiizového roztéru a mikroskopického ovéfeni
(Gramovo barveni).
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3.3 Popis experimentalni Casti

Experimenty se zabyvaly produkci BA a fyzikaln€ chemickymi faktory
ovlivitujicimi riist sledovanych bakterii a tvorbu BA. Cile prace byly plnény
ve dvou hlavnich experimentech. Experimentem I byl skrining dekarboxylazové
aktivity vSech ziskanych bakterii rodt Staphylococcus a Enterococcus metodou
kapalinové  chromatogratie @~ (HPLC) s  pfedkolonovou  derivatizaci
dansylchloridem. Do dekarboxylaéniho média (BHI nebo M17 bujon) bylo
pfidano 0,2 % (w/v) aminokyselin. Kultivace probihala pii1 30 °C/24 hodin.

Supernatant byl po kultivaci zfedén v poméru 1:1 (w/v) kyselinou chloristou
(1,2 g.mol’!'; Merck, Darmstandt, Némecko). Smés byla podrobena derivatizaci
dansylchloridem (Sigma—Aldrich, St. Louis, USA) v acetonu (Sigma—Aldrich)
o koncentraci 5 mg.ml! podle Daddkova et al. (2009). Jako interni standard byl
pouzit 1,7-heptandiamin (Sigma—Aldrich). Podminky separace sledovanych BA
jsou popsany v praci Sméla et al. (2004).

Pfiprava dekarboxylaéniho média: M17
nebo BHT bujén + 0,2 % (w/v)
aminokyselin (arginin, ornitin, histidin,
tyrozin, lyzin),

Inokulace 24-hodinovou kulturou,
kultivovanou v dekarboxylaénim médiu

Kultivace (t=6, 12, 30 °C), po dobu
potfebnou k narustu bunék, v an/aerobnim
prostiedi.

(Odbér vzorkl pro analyzy) Doplitkova méfent:

Vyvoj pH,
opticka denzita
(3=600 nm)

Ziskani supernatantd centrifugaci a filtraci
a KTI(CFU)

Derivatizace dansylchloridem a filtrace
vzorku

Separace a detekce biogennich amint
RPIPLC/UV (=254 nm)

Obr. 2. Schéma experimentu Il — sledovani faktoru ovliviwujicich dekarboxyldzovou
aktivitu testovanych kmenii in vitro.

Zamérem Experimentu II (Obr. 2) bylo sledovat kinetiku produkce BA in vitro
v zavislosti na kultivaénich podminkach pfti teplotach 6, 12a30+ 1 °C,pH 5, 6
a7 a ptidavku NaCl 1, 2, 3, 6 %. Kultivace probihala jak za aerobnich, tak
1 anaerobnich podminek.
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3.4 Statistické metody hodnoceni dat

Vysledky chemickych a mikrobiologickych analyz byly statisticky
vyhodnoceny s vyuzitim Kruskal-Wallisova a Wilcoxonova testu.
Vyvoj produkce obsahu BA (mg.1") u rodt Enterococcus a Staphylococcus byl

modelovan s pouzitim Gompertzovych modelu. Zavislost obsahu BA (y) (mg.1™)
na Case (t) byla vyjadirena jako (Rovnice 1):

y = Aps - exp {—exp |22 (g, — 0) + 1} ()
kde: usa je maximalni rychlost produkce jednotlivych sledovanych biogennich
amint (mg.1I"".h");
Asa je doba prodleni produkce BA (h);
Aga je asymptota definovana jako maximalni produkce BA (mg.I").

Vyznam jednotlivych parametrit Gompertzova modelu je zndzornén na Obr. 3.
(Zwietering et al., 1990).

In neNo)

ABA AP

A B4 ¢as

Obr. 3. Parametry Gompertzova modelu (upraveno podle Zwietering et al., 1990).

Pro vypocet parametrii pum, A a A byla pouzita nelinearni regresni analyza
(Marquardt-Levenburgova metoda) pro nasledujici podminky pga > 0, Aga > 0
a Aga > 0. Absolutni tvorba BA (mg.1""), miize souviset s absolutnim poctem
bakterii v bujonu (CFU.ml'). Lze tedy vyuzit tzv. produkéni (yield) faktor
(Ysa/CFU, mg.CFU™), ktery vypovida o teoretické produkci BA jednou CFU.

Parametr Yga/CFU byl odhadnut metodou nelinearni regrese (Marquardt-
Levenburgova metoda) pro Ypa/CFU > 0. Parametr Ypa/CFU byl vyjadien
v mg.10°.CFU"!. Kvalita navrzenych modeld byla posuzovana pomoci indexu
determinace (I2). Homogenita parametrii regresnich funkci byla testovana
s vyuzitim Kruskal-Wallisova a Wilcoxonova testu, a to na hladiné vyznamnosti
a = 0,05 (Bunkova et al., 2011; Hendl, 2004; Zwietering et al., 1990). Data byla
po statistické analyze znazornéna v grafech vytvotenych v programu Origin®
2016 (Graphing & Analysis).
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Vysledky a diskuze experimentu I — dekarboxylazova
aktivita

V prvni experimentalni ¢asti byl proveden skrining tvorby BA wu roda
Enterococcus (33 kmentl) izolovanych z kralika domaciho a Staphylococcus
(21 kment1) 1zolovanych z pstruha poto¢niho.

Na zéklad¢ analyzy dat byly mikroorganizmy podle dekarboxyldzové aktivity
rozdéleny do péti skupin: velmi nizka produkce biogennich amint — produkce BA
pod mezi detekce (<2 mg.I'!; —); nizka produkce (2-10 mg.1"!; +); stiedni produkce
(10-100 mg.1'; ++); vysoka produkce (100-1000 mg.1''; +++); a velmi vysoka
produkce (>1000 mg.l"'; ++++). Vysledky obsahti BA v médiich po kultivaci
sledovanych mikroorganizmil jsou uvedeny v Tab. 4.

Tab. 4. Produkce biogennich aminu bakteriemi rodu Staphylococcus a Enterococcus
izolovanymi ze Salmo trutta a Oryctolagus curiculus.

Druh N#  Mnozstvi biogennich aminl (<2 mg.I"! (-); 2-10 mg.I"! (+); 10—
100 mg.I'! (+4); 100-1000 mg.I'" (+++); >1000 mg.1"" (++++))°
Putrescin Fenyletylamin Kadaverin = Tyramin

Staphylococcus o 50,4100 3/2/4/0/0 2/2/1/4/0 2/1/0/1/5

warneri

Staphylococcus 0.0/ 0/1/1/0/0 0/0/0/2/0 0/1/0/0/1

pasteuri

Staphylococcus 5 1111100 0/2/1/0/0 0/0/1/1/1 0/1/0/0/2

epidermidis

Staphylococcus oy 0511 2/2/0/0/0 0/0/1/2/1 1/1/1/1/0

haemolyticus

Staphylococcus 5 0,00/ 3/0/0/0/0 1/0/0/2/0 0/1/0/0/2

hominis

Enterococcus o5 o000 16/1/5/000  5/16/1/0/0 5/7/3/0/7

faecium

f;”emcocc”s 11 11/0/0/0/0 7/0/4/0/0 1/10/0/0/0 0/1/4/1/5

N — Pocet izolati daného druhu bakterii
"Pocet izolattl, které produkovaly BA v rozmezi koncentraci: <2 mg.I'! (-); 2-10 mg.1"!
(+); 10-100 mg.I"! (++); 100-1000 mg.I"! (+++); >1000 mg.I'! (++++)

Dekarboxylace BA je metabolickou cestou, kterd je Siroce rozSifena
u enterokoklt (Marcobal et al., 2012). Enterokoky jsou soucésti rezidentni
mikroflory stiev obratlovcd, odkud se §ifi do pldy, vody, na rostliny, hmyz
a kontaminuji tak zivotni prostiedi, potraviny a mohou odtud infikovat ¢loveka
(Franz, 2003; Franz a Holzapfel, 2006).

U sledovanych 33 zastupch rodu FEnterococcus nebyla zjiSténa Zadna
dekarboxylazova akvitiva (s ohledem na sledované BA) pouze u dvou kment
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(MC7; M1b). U rodu Staphylococcus byla produkce BA zjiSténa u vSech
sledovanych kment, pfi¢emz byly detekovany nésledujici BA: histamin, tyramin,
putrescin, kadaverin a fenyletylamin. Spermin, spermidin a tryptamin byly malo
produkovany.

vvvvvv

izolované z potravin, které BA netvoii (Leuschner et al., 1998), nov¢jsi studie
popisuji bohatou produkci BA nejen u zastupcl rodl Staphylococcus, ale
1 u bakterii rodu Enterococcus (Cosentino et al., 2004; Bunikova et al., 2009; Even
et al., 2010 a Latorre-Moratalla ef al,, 2010). Podle Martin et al. (2006) jsou
stafylokoky obvykle uvadény jako slabé pozitivni nebo dekarboxyldza negativni
mikroorganizmy. Vysledky této prace vSak poukazuji na skuteCnost, Ze
stafylokoky mohou byt vyznamnymi producenty BA a potencialné tak ohroZovat
bezpecnost potravin.

U kmena Staphylococcus hominis studovanych v Experimentu I nebyla
zaznamenana tvorba histaminu, kdezto tyramin, putrescin a kadaverin byly
nadprodukovany. V dostupné literatuie nebyla nalezena produkce tyraminu
a putrescinu u izolatd S. hominis z produkti rybolovu (Hwang et al., 2011),
naopak neprodukovaly histamin, fenyletylamin a kadaverin.

Zastupci druhu S. warneri v této praci vyznamné produkuji tyramin
a kadaverin. V mens$i mife se vyskytuje fenyletylamin a putrescin. Na tvorbu
kadaverinu a putrescinu u zastupc S. warneri izolovanych z fermentovanych
masnych vyrobkil upozornili ve studii Latorre-Moratalla et al. (2010), zatimco
tyramin zjiStén nebyl. Naopak studie Martin et al. (2006) zmiiuje schopnost
dekarboxylace tyrozinu a histidinu u kmeni s obdobnym piivodem stejného
druhu.

Podle vysledkl této prace jsou zastupci S. epidermidis schopni syntetizovat
tyramin, kadaverin, fenyletylamin a putrescin. Podle Latorre-Moratalla et al.
(2010) mohou kmeny S. epidermidis pouzit¢ béhem vyroby suchych
fermentovanych klobas produkovat putrescin. Dale byla v literatuie u tohoto
druhu prokazana produkce tyraminu (Marino et al., 2011), kadaverinu (Bermudez
et al., 2012) a fenyletylaminu (Even et al., 2010).

Oba kmeny S. pasteuri produkovaly vyznamné kadaverin, tyramin v rozdilné
mife a mirn¢ fenyletylamin. Putrescin byl zaznamenan pouze u jednoho kmene.
Bermudéz et al. (2012) zjistil pouze velmi nizké koncentrace putrescinu
a kadaverinu u zastupcu tohoto druhu.

U studovanych kmend S. haemolyticus byla nejvyznamnéj$i produkce
kadaverinu, putrescinu a tyraminu. Fenyletylamin byl tvofen ve velmi nizkych
koncentracich. V aktualni odborné literatufe nejsou dostupné zadné tudaje
0 dekarboxyldzové aktivité u tohoto druhu.

V ramci Experimentu I byla potvrzena vyznamna produkce tyraminu u vétSiny
z 33 studovanych kment rodu Enterococcus. Dva kmeny vyrazné tvoii putrescin.
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Fenyletylamin a kadaverin byly zaznamendny spiSe ojedinéle a v nizkych
koncentracich. Halasz et al. (1994) popisuje vyraznou tvorbu BA u enterokokli
1zolovanych z ryb. Produkce BA zastupci rodu Enterococcus je v literatufe znama
a hojné popséana (Bover-Cid et al., 2001; Marcobal ef al., 2006 a Burdychova a
Komprda, 2007). Burdychova a Komprda (2007) také uvedli, ze fada kment rodu
Enterococcus tvofi takové koncentrace tyraminu, které jiz prekracuji hladinu
toxicity (100 mg.l'"). U testovanych kment enterokok®l v rimci Experimentu I
nebyla zjiSténa produkce histaminu, coz koresponduje s praci ten Brink et al.
(1990), avsak Martin et al. (2006) uvadi opak. Jelikoz jsou nékteré kmeny
enterokokli pouzivany dokonce jako probiotika (Deepika a Rakshit, 2011), je
tieba se dekarboxylazovou aktivitou zastupct tohoto rodu podrobnéji zabyvat.

4.2 Vysledky a diskuze experimentu II — sledovani vlivu
faktori

Druhé ¢ast této prace se zabyvala sledovanim in vitro vlivu kultivaéni teploty,
NaCl, pH a pfistupu kysliku na produkci osmi riznych BA tfemi kmeny
enterokokl a tfemi kmeny stafylokoki. Z vysledki je patrné diilezitost sledovat
produkci BA z hlediska jak kinetiky produkce, tak i statistickych parametra ristu
a produkce biogennich aminl. Optimdlni podminky kultivace pro Sest
studovanych kmenti byly stanoveny na zakladé¢ rastovych kiivek a jsou v souladu
s odbornou literaturou (Morandi et al., 2005; Gutiérrez et al., 2010; Sanchez
Mainar et al., 2017). Pro enterokoky i stafylokoky to bylo pH 7, bez ptidavku
NacCl a aerobni prosttedi (Tab. 5.).

Priimérna hodnota mnoZzstvi BA stanovena v ¢ase 0 v médiu BHI byla 5,5+0,3
mg.1"!. Vzhledem k tomuto faktu je za produkci povazovana hodnota nad tuto
mez. Biogenni aminy v téchto nizkych hodnotach jsou nejen piirozenou soucasti
zivnych médii, ale mohou byt dany 1 metodikou pfipravy inokula.

Tab. 5. Produkce biogennich aminu bakteriemi rodii Staphylococcus a Enterococcus bez
viivu sledovanych faktorit (30 °C, pH 7, bez pridavku NaCl, aerobné).

BA mg.I*
TYM PHE HIS TRP PUT CAD SPM SPD

Enterococcus faecium M2C 9448 3770 53 05 199 13 11 0,8

Enterococcus sp. M5a 13275 913 10 163 85 158 379 19

Staphylococcus epidermidis 41905 4679 08 452 163 185 222 1.0

21/2
Staphy'ocggfgsmm'”'s 16780 7614 58 284 183 277 163 21
Staphy'o“l’g‘;‘fs pasteurt 15905 2788 25 390 341 166 71 15
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Optimalni podminky kultivace pro Sest studovanych kmenli byly stanoveny
na zakladé ristovych kiivek a jsou v souladu s odbornou literaturou (Morandi
et al., 2005; Gutiérrez et al., 2010; Sanchez Mainar et al., 2017). Pro enterokoky
1 stafylokoky to bylo pH 7, bez ptidavku NaCl a aerobni prostiedi. JelikoZ byly
tyto kmeny izolovany z potravin, byly kultivovany pti max. teploté 30 °C, cozZ je
teplota simulujici podminky pii poruSeni chladiciho ftetézce pii distribuci
a skladovani potravin a zaroven teplota vhodna pro rist vétSiny grampozitivnich
kokii. Celkovy pocet enterokokt byl vbujonu BHI cca 107 CFU.ml’,
pro stafylokoky byla zjisténa hodnota fadové 10% CFU.ml!. Za optimalnich
podminek ristu sledované kmeny enterokokil a stafylokoki v médiu tvofily
nejvice tyramin a fenyletylamin. Ostatni BA byly stanoveny v mnozstvi fadové
mensim.

Nejvétsi produkce jednou buiikou (yield faktor) byla pozorovéana na pocatku
exponencialni faze ristu (Obr. 4). Naopak Tsai et al. (2005) ve své praci uvadéii,
ze produkce HIS je maximalni az uprostied exponencialni faze rastove kiivky
histamin-produkujicich bakterii. Kim et al. (2002) zase publikovali, Ze nejvyssi
mnozstvi HIS bylo detekovano v pozdni stacionarni fazi rlstu bakterie
Morganella morganii v kontaminované rybi svalovin€. Mnoho autori oznacuje
stacionarni fazi jako ¢as, kdy dochazi k maximalni dekarboxylazové aktivité, a to
predevsim diky zvySujicimu se stresu bunék zplsobenému nedostatkem Zivin
(Calles-Enriquez et al., 2010, La Gioia et al., 2011). Aktualni odborna literatura
uvadi, Ze vysledna akumulace BA je velmi heterogenni a zavisla na rodu a druhu
jak kvantitativng, tak i kvalitativné (Bargossi ef al., 2015a, b).
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Obr. 4. Rustové krivky a yield faktory (sloupcovy graf) u Enterococcus faecium M2C
in vitro pri 30 °C (a) a 6 °C (b), pH 5 za anaerobnich podminek s pridavkem 1 (Cerna)
a 6 (modra) % (w/v) NaCl.

Enterokoky 1 stafylokoky jsou schopné rlstu v Sirokém rozmezi teplot,
koncentraci soli a pH (Andrighetto ef al., 2001; Sarantinopoulos et al., 2001;

Gutiérrez et al., 2010; Sanchez Mainar et al., 2017). Optimdlni riistova teplota
podporuje bunény metabolizmus a proliferaci bun¢k, stejné tak jako produkci
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BA. Z vysledki bylo zjisténo, ze produkci BA a polyaminli kmeny rodi
Enterococcus a Staphylococcus izolovanych zmasa a ryb nejvice ovliviiuje
teplota. Jednozna¢né bylo prokézano, Ze maximalni produkce byla zaznamenana
pii1 30 °C a tato teplota statisticky vyznamné ovliviuje (p < 0,05) riist enterokokil
1 stafylokoki. U niz§ich teplot kultivace bylo moZno predikovat vliv na zpomaleni
rustu bunck, av§ak neni mozné s jistotou piedvidat vliv na produkci BA jednou
bunikou. Dle vysledkl této prace lze shrnout, Ze mnozstvi BA nemusi s ristem
bunék v Case korelovat. AvSak dle Gardini et al. (2016) je pfitomnost potencidlné
nebezpecnych koncentraci BA (>200 mg.1'") asociovana s odpovidajicim ristem
dekarboxyldza pozitivnich mikroorganizmi. Nicméné vysoké pocty bunék
produkujicich dekarboxyldzy nejsou dostateCnou a jedinou podminkou
k vysvétleni kone¢ného mnozstvi BA. Pokud jsou dekarboxylaéni enzymy jednou
syntetizovany do prostfedi, produkce termostabilnich BA mize pokracovat
1v ptipad¢, Ze jsou bakterie eliminovany z potravin technologickym oSetfenim
(Gardini et al., 2016).

Dle doporuceni americké FDA (Food Drug Agency) by v rdmci prevence
tvorby HIS mély byt ryby zchlazeny ihned po vylovu na max. 4,4 °C (FDA, 2011).
Podobné nafizuje evropska legislativa povinné chlazeni ryb, produktl z ryb,
koryst a m&kkyst az k hodnotdm 0 °C (Natizeni Evropského parlamentu a Rady
(ES), 2004). Nékteré bakterie mohou naopak zptisobit redukci BA v potravinach.
Ptitomnost Staphylococcus xylosus S81, startovaci kultury, ktera netvoti biogenni
aminy, ve fermentovanych masnych vyrobcich zpisobila snizeni mnoZstvi
tyraminu, kadaverinu a putrescinu po 21 dnech skladovani (Gardini et al., 2001).

Vysledky této prace vypovidaji o vlivu pH na produkci BA. Zatimco nizké pH
zpusobilo omezeni ristu sledovanych bakterii rodu  Enterococcus
a Staphylococcus, dekarboxylazova aktivita testovanych kment byla podpotena.
V pribéhu experimentu bylo zjiSténo, ze produkce BA u kment E. faecium byla
vyznamné ovlivnéna hodnotou pH prostiedi. Sledované kmeny E. faecium M2C
(Obr. 5) a 5BM1 produkovaly vyznamnéj$i mnozstvi TYM a PHE pii pH 5 — 6,
kdy s rostouci teplotou rostla produkce v oblasti pH 6, zatimco pfi teplotach
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Obr. 5. Kinetika produkce tyraminu (a) a fenyletylaminu (b) pri teploté 30 °C
u Enterococcus faecium M2C v zavislosti na pH.

Pti 30 °C nemélo pH vyznamny vliv na produkci TYM u Enterococcus sp.
(Obr. 6.). Avsak pii 6 °C byl patrny trend navySeni produkce tyraminu
1 fenyletylaminu pii pH 6. Pfi vyssi teploté bylo patrné, ze s rostoucim pH klesala
produkce PHE. Na produkci kadaverinu nemélo pH vyznamngjsi vliv
pti teplotach pod 12 °C. Pii 30 °C byl patrny ubytek sperminu v kyselejSim
prostiedi (pH 5), ktery se zde ziejm¢& pireménuje pomoci spermintransferaz
a polyaminoxidéaz na putrescin (Benkerroum, 2016; del Rio et al., 2016). Del Rio
et al. (2016) taktéz popisuji pozitivni vliv niz§iho pH na produkei putrescinu.

o
G 24
I

Obr. 6. Kinetika produkce tyraminu (a) a fenyletylaminu (b) p7i 30 °C u Enterococcus
sp. M5a v zavislosti na pH.
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U jednotlivych druht (kment) stafylokokt byly trendy produkce BA mnohem
TYM nez pti pH 5. AvSak fenyletylamin byl produkovan 6krat vice pii pH 5 oproti
pH 7 (pti 30 °C). Produkce kadaverinu a putrescinu nebyla vyrazngji ovlivnéna
zménou pH. S. hominis 20/2 (Obr. 7) vykazoval klesajici produkci BA s poklesem

772,
A7
7

7 L

Obr. 7. Kinetika produkce tyraminu (a) a fenyletylaminu (b) pri 30 °C u Staphylococcus
pasteuri 19/1 v zavislosti na pH.

U produkéniho kmene S. epidermidis 21/2 byla produkce vSech BA
nejvyznamnéji ovlivnéna pii pH 6 (Tab. 6), kdy byla velmi vyrazné sniZena jeho
produkce az o 50 %. Produkce histaminu a kadaverinu nebyla hodnotou pH
vyznamnéji ovlivnéna, rovné€z ani na produkci polyaminti nemélo pH velky vliv.
Nejnové;jsi literatura popisuje rod Staphylococcus jako vyznamného producenta
tyraminu a fenyletylaminu (Laukova et al., 2017). Benavent et al. (2016) oznacili
druh S. epidermidis (izolovany z vina) za producenta histaminu, putrescinu a
kadaverinu. S. epidermidis snasi velmi nizké hodnoty pH. Tyramin, putrescin
a kadaverin jsou bé€zné sledované BA ve fermentovanych masnych vyrobcich a
jejich produkce (>1000 mg.I'") je bézna jiz po 8 hodinach kultivace (Benavent et
al., 2016).
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Tab. 6. Hodnoceni vlivu sledovanych faktoru na maximalni produkci biogennich aminii
u Staphylococcus epidermidis 21/2.

Teplota NaCl

Staphylococcus epidermidis 21/2  BA mg.I*! °C) pH (W) an/aerobng

tyramin 1863,9 6 6 1 AN
fenyletylamin 786,1 30 6 0 AN

histamin 333 30 6 1 AN

tryptamin 93,9 6 6 1 AN

putrescin 20,5 6 6 1 AN

kadaverin 34,6 30 6 1 AN

spermin 81,3 30 5 6 AN

spermidin 13,8 30 6 0 A

NejvyznamnéjSim BA, dle vyprodukovan€ého mnoZstvi, byl tyramin. Nejvyssi
stanovené mnozstvi TYM produkované E. faecium M2C bylo pii 6 °C, pH 5 a
po 336 hodinach kultivace. Nejvhodnéjsi prostiedi pro tvorbu tyraminu pii teploté
6 °C bylo médium o pH 5, zatimco pfti vysSich teplotadch byla produkce tyraminu
podpotena pii pH 6. Pii1 30 °C a pH 6 byla produkce TYM po 48 hodinach
kultivace nejvyssi (1996,5 mg.1"!). Produkce TYM byla iniciovana rychleji pii pH
5 a 6 nezZ pii neutralni hodnoté pH. Avsak produkce TYM se v téchto médiich
po 24 hodinéch kultivace vyraznéji zpomalila oproti produkci pti pH 7.

Na vyznamnych zménach produkce fenyletylaminu v zavislosti na pH se jako
dualezity faktor podilela teplota. Pi1 kultivacni teploté 30 °C dochazelo pti pH 5
k pozvolngjsi produkci fenyletylaminu nez v médiu o pH 6 — 6,2, které se da
povazovat za optimalni pro produkci BA.

Gardini et al. (2016) ve své praci shrnuji, Ze dekarboxylacni reakce je jednim
z mechanizmtl obrany bunék vigi kyselému stresu. Uéinek pH na tvorbu BA je
rizny v ptipadé plsobeni na Cisty enzym nebo na Zivé dekarboxylaza pozitivni
bunky. V kazdém ptipad¢ bylo v jinych studiich jednoznacné prokazano, Ze
transkripce mnoha klastri gent kodujicich dekarboxylazy je indukovana nizkym
pH. Komer¢né €ista tyrozindekarboxyldza ma nejvyssi i€innost pii pH 5,5 — 6,0,
pii pH 4 byla jeji efektivita velmi nizkd. Na druhou stranu druh E. faecalis
projevuje za stejnych podminek nejvyssi produkci tyraminu pii pH 4 uZ po dvou
hodinach. Tento podpiirny uc¢inek pii nizkém pH byl pozorovan také u dalSich
druhii rodu Enterococcus, a to E. durans, E. faecium (Gardini et al., 2016). EFSA
doporuCuje vybirat jako startérové kultury autochtonni kmeny s vhodnym
technologickym profilem a redukovanou moznosti tvorby BA (EFSA, 2011).

Soucasti experimentu bylo sledovani vlivu NaCl na produkci BA. Chlorid
sodny je obsazeny téméi v kazdé fermentované potravingé. B&Zné& potraviny
zivoc¢isného plivodu obsahuji 2 — 3 9% NaCl (Marth a Steele, 2001). Koncetrace
soli vyznamné ovliviiuje nejen rust mikroorganizm, ale také schopnost bun¢k
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produkovat BA. Nejvice byly sledované BA produkovéany v médiu s pfidavkem
NaCl do 3 % (w/v). Avsak produkce jednou bunkou byla vys$si v médiu nad 3 %
NaCl (w/v).

Obr. 8. Kinetika produkce tyraminu pri 30 °C (a) a 6 °C (b) u Staphylococcus pasteuri
19/1 v zavislosti na koncentraci NaCl.

U S. pasteuri (Obr. 8) byla se zvySujici se koncentraci NaCl snizena produkce
tyraminu o 33 % pii 30 °C a se snizujici se teplotou a zvysujici koncentraci NaCl
produkce klesala az osminasobné. Koncetrace nad 3 % NaCl (w/v) zpomalovala
produkci vSech BA. Obecné je znamo, Ze zvySujici se koncentrace NaCl ptispiva
k redukci mnozstvi BA v potravindch, zejména tim, Zze snizuje pocet
mikroorganizmil a také metabolickou aktivitu dekarboxylaza pozitivnich bakterii.
Na druhou stranu Gardini et al. (2016) popisuji, Ze se zvySovani obsahu soli
v potravinach neslucuje s aktualnim trendem sniZovani obsahu soli v potravinach.
Dle studie Bargossi ef al. (2015b) nebyla zjiSténa vyrazna ztrata aktivity u Cisté
tyrozindekarboxyldzy az do 10 %. Produkce BA v médiich s vySsi koncentraci
NaCl byla rovnéz zjisténa 1 v dalSich studiich (Greif et al., 2006; Emborg
a Dalgaard, 2008). ZvySenou produkci tyraminu v médiu s vys$si koncentraci NaCl
lze vysvétlit tim, ze Na" se podileji na regulaci intracelularniho pH. Tyto ionty
jsou dulezité v antiportovém systému, takze hraji zasadni roli v dekarboxyla¢ni
cesté tyraminu. Dekarboxylaéni reakce slouzi buiikdm jako alternativni zdroj
energie 1 v nepfiznivych podminkéch kultivace (Molenaar et al., 1993; Pessione
et al., 2009). Oproti tomu Gardini et al. (2001; 2008) zaznamenali vys$si produkci
in vitro pii niZSich koncentracich NaCl. U laktokokl byla zjiSténa nejvyssi
produkce tyraminu pii 2 % NaCl (w/v), na druhou stranu aero/anaerobioza
mnozstvi tyraminu v prostiedi vilbec neovliviiovala (Bunkova et al., 2011).
Koncentrace NaCl, kterd je nezbytna pro kontrolu histamin-produkujicich kment

druhlt Photobacterium phosphoreum a Morganella morganii, je vice nez 5 %
(Emborg a Dalgaard, 2008).
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Déle byl sledovan vliv an/aerobniho prostiedi pii kultivaci na tvorbu BA.
V prvnich hodinach kultivace nebyl zaznamenén vliv prosttedi na produkci Zaddného
ze sledovanych BA u fakultativné anaerobnich enterokokii. K vyraznéjSimu navyseni
produkce doslo pti 30 °C az po 48 hodinach anaerobni kultivace u obou testovanych
kment E. faecium. Pti teplotach nizsich nez 12 °C nedochazelo k patrnému vlivu Oz
na produkci TYM. Produkce PHE po 360 hodinach kultivace byla navySena pouze
pi1 anaerobni kultivaci na 30-ti nasobek. Putrescin, spermin a spermidin byly
produkovany spiSe za aerobnich podminek, a to pouze pii kultivaci pi1 6 °C.
Mnozstvi vyprodukovaného TYM i PHE bylo vZdy v anaerobnim prostiedi vyssi
minimaln€ o 10 %. U rodu Staphylococcus byla produkce BA vyssi pouze pro TYM
v anaerobnim prosttedi. Pfi sledovani modelovych podminek anaerobniho prostredi
na produkci BA u Enterococcus faecium, Lactobacillus brevis (Marcobal et al.,
2006), Lactobacillus curvatus (Bover-Cid et al., 2008), Lactococcus lactis (Buitkova
et al., 2011), Enterococcus durans (Bunikovaetal., 2012) byla zjiSténa vyssi
produkce téchto toxickych sloucenin v podminkdch bez piistupu O>. Lze tedy
odvodit zavéry, ze BA jsou produkovany vice v anaerobnim prostiedi, coz potvrzuje
napf. studie Doeun et al. (2016), kde byl pozorovan narast tyraminu (90 mg.1"") a
sperminu (62 mg.l"') ve vakuové baleném sledi od ¢trnactého dne skladovani
pii 5 °C. Jiz dlouho je zndmo, Ze koncentrace tyraminu, putrescinu a kadaverinu se
v priubehu skladovani masa bézn¢ zvysuje, kdezto mnoZzstvi sperminu a spermidinu
zustava konstantni (Sayem-El-Daher ef al, 1985). Navic, zvySeni putrescinu je
v dobr¢ korelaci s rozvojem aerobni mezofilni 1 psychrotrofni mikroflory, zatimco
kadaverin se vyznamné zvySuje pouze v posledni fazi kazeni masa. Vliv na produkci
BA ma zajisté 1 ptidavek prekurzord. V této praci byla sledovana produkce BA
v médiu BHI s pfidavkem prekurzorti (aminokyselin argininu, ornitinu, histidinu,
tyrozinu, lyzinu) v koncentraci 0,2 % (w/v). U enterokoktl izolovanych z rozli¢nych
rostlinnych materiali vSak bylo prokdzdno, Ze tyramin je tvofen v médiu BHI
1v pfipad€, Ze nebyl pfidan tyrozin. V ptipad¢ ptidavku 0,1 % (w/v) tyrozinu se
produkce tyraminu do média zvysila zhruba sedmkrat (Gatto et al., 2016).

Ke statistickému zpracovani namétenych dat byl pouzit nelinearni ttiparametrovy
model dle Gompertze. Bylo zjiSténo, Ze studované kmeny rodi Enterococcus a
Staphylococcus produkuji za zmény teploty, pH a koncentrace NaCl a O statisticky
vyznamna mnoZzstvi pouze dvou biogennich aminli — fenyletylaminu a tyraminu.
Pro fenyletylamin plati, Ze statisticky vyznamné vice je produkovan pii pH 5 a 6 %
(w/v) NaCl nez pti optimalnim pH 7, zatimco pfi nizsi koncentraci NaCl je produkce
putrescin, spermin, spermidin a tryptamin) nebyl v Case pozorovan zadny rostouci
trend (max. primérné koncentrace byly mensi nez 50 mg.1").
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ZAVER

Biogenni aminy jsou soucdsti mnoha kazdodenné konzumovanych potravin.
Z divodu prevence otrav biogennimi aminy je nutna vC€asna detekce bakterii, které
biogenni aminy produkuji. V této praci bylo analyzovano 33 kment enterokokti a 21
kment stafylokokti riznych druhti na produkci biogennich amini. Bylo zjisténo, Ze
pouze jeden kmen, Enterococcus sp. 3AM, neprodukoval zddny ze sledovanych
biogennich amind v mnoZstvi vy$§im nez 2 mg.I'.

Stafylokoky jsou vyznamnéjSimi producenty biogennich amind (tyramin,
fenyletylamin, kadaverin a putrescin) nez enterokoky (zejména tyramin a
fenyletylamin ojedinéle putrescin). Produkce histaminu byla zjiSténa u jednoho
kmene Staphylococcus warneri. Poprvé byla potvrzena produkce putrescinu,
fenyletylaminu, kadaverinu a tyraminu u S. haemolyticus. Poprvé byla také odhalena
produkce kadaverinu u izolatli Enterococcus sp. a Enterococcus faecium. Pouze dva
1zolaty E. faecium (M1b; M7C) Ize oznacit jako dekarboxylédza negativni.

Bylo zjisténo, ze se produkce amind 1i§i v rdmci kmenid stejného druhu.
Snizovanim pH byla podpofena produkce BA a polyaminti u kment E. faecium
5BM1 a M2C. Koncentrace NaCl méla zejména inhibujici ii€inek na produkci BA a
polyaminii sledovanymi kmeny. Oba kmeny maji schopnost dekarboxylace
pii chladirenskych teplotach 6 °C a nizkém pH 5. Ve skupiné stafylokokl bylo
testovano pét raznych druhG — S. epidermidis, S. haemolyticus, S. hominis,
S. pasteuri, S. warneri. Nejvy$si produkce biogennich aminti byla zaznamenéana
u S. warnerii a S. hominis. MnoZzstvi vyssi neZ jsou bezpecnostni limity, byla zjisténa
pro tyramin, kadaverin, putrescin u vSech studovanych druhii stafylokoki.

Na zékladé¢ statistického vyhodnoceni vysledki 1ze konstatovat, ze:

» sledované kmeny stafylokokt a enterokokti produkovaly vyznamna mnozstvi
tyraminu a fenyletylaminu;

» sledované faktory mohou pulsobit na dekarboxyldzovou aktivitu
mikroorganizml, avSak v zavislosti na jejich vzajemnych kombinacich;

» nizké pH zplsobuje snizovani ristu sledovanych enterokokt a stafylokokd,
ale mize podpofit dekarboxylazovou aktivitu mikroorganizmi;

» zvysujici se koncentrace NaCl snizuje produkei fenyletylaminu;
» fenyletylamin byl produkovan vyznamnéji pii anaerobni kultivaci.

Ziskané vysledky jsou cenné zejména tim, Ze mohou pomoci osvétlit
mechanizmus ucinku produkce biogennich aminii, ktery do soucasnosti nebyl
uspokojivé vysvétlen. Dalsi studium by mélo byt zaméfeno na faktory ovliviiujici
transkripci dekarboxylazovych genli v souvislosti s produkcei biogennich aminii.
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PRINOS PRACE PRO VEDU A PRAXI

v

oblasti védniho oboru lze vidét pfinos disertacni prace zejména

v nésledujicich aspektech:

>

>

>

v

skrining dekarboxylazové aktivity kmenit Enterococcus a Staphylococcus
(54 kmeni);

studium kinetiky produkce biogennich amini u Sesti kmena in vitro a
zhodnoceni rozdilii v jejich produkci zahrnujici zhodnoceni parametrti ristu
produkce (A, tm);

predikce vyvoje produkce jednotlivych biogennich amini produkovanych
sledovanymi bakteriemi v zavislosti na vlivu faktor.

oblasti praktického vyuziti Ize vidét ptinos disertaCni prace zejména

v nasledujicich aspektech:

>

ze sledovanych biogennich aminli byl v nejvétS§im mnoZstvi produkovan
tyramin, a pro zvySeni bezpecnosti potravin lze doporucit, zavedeni
sledovani tyraminu v rdmci evropskeé legislativy (mozné doporu€eni v rdmci
Nafizeni evropskeého spolecenstvi (ES) o zatfazeni tyraminu mezi toxickeé
latky v potravinach);

sledovani rizika perzistence testovanych dekarboxylaza-pozitivnich kmenti
a mozna rizika kumulace biogennich amint v prostiedi;

zdlUraznéni nutnosti testovani enterokokli vyuZivanych v potravinaiském
pramyslu na schopnost produkce tyraminu;

zdliraznéni komplexnosti vlivli na individudlni reakce kmenti v zavislosti
na ristovych a produk¢nich podminkach biogennich aminti.
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