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ABSTRACT

The aim of this paper was to study the productibbiogenic amines (histamine, tyramine,
putrescine, cadaverine, agmatine, spermine andmggiee) by selected technologically
important lactic acid bacteria (strains of genéwmctococcusand Lactobacillug. Three
methods (ion-exchange chromatography, PCR andvatitin method with pH indicator)
were usedWithin the 27 strains of lactic acid bacteria tdsthe production of tyramine
(formed by tyrosine decarboxylase) was detected strains (3 strains dfactococcus lactis
subsp.lactis, 3 strains ofLactococcus lactisubsp.cremorisand 1 strain olLactobacillus
delbruecki). The other biogenic amines were not detectedtiv@tibn in decarboxylation
medium seems to be the least accurate method doddtection of biogenic amines due to
enhanced risk of false-positive reactions. Theeefan order to detect bacteria producing
biogenic amines, PCR and chromatographic methads i(m-exchange chromatography) or
their combination can be recommended

Key words: biogenic amines, lactic acid bacteria, tyramin@-éachange chromatography,
PCR, cultivation method.

UvoD

Biogenni aminy jsou nizkomolekularni bazické gkminy, jejichz vyskyt je v potravinach
zavisly zejména na dekarboxyldzové akdvititomnych mikroorganiziin (Halasz et al.,
1994). Vyskyt biogennich amin lze pedpokladat v potravinach obsahujicich bilkoviny a
nebo volné aminokyseliny, zvl&Spokud poskytuji vhodné podminky pro biochemickou
aktivitu pritomnych mikroorganiziin Biogenni aminy mohou tedy slouzit jako indikatory
procesu fermentace potravin ale také jejich kagsitlia Santos, 199% Ve fermentovanych
potravinach jsou biogenni aminy vyteay edevSim dekarboxylaci figlusnych
aminokyselin substratéwspecifickymi enzymy bakterii miéého kvaseni, které se vyuZzivaji
jako starterové kultury. Mezi faktory, které ovliyi tvorbu biogennich aminu bakterii, pat
teplota a pH pro#di, aero-/anaerobidza, dostupnost Zdudjliku (nap. glukozy) aj. Greif

et al., 1997, 1998, 2006; Gardini et al., 2001, Z)®Bover-Cid et al., 2008.

Bakterie mléného kvaSeni jsoucastymi producenty biogennich amin Schopnost
dekarboxylace tyrozinu byla pozorovana u mnohychstupi rodi Lactococcus
Leuconostoc, Lactobacillus,, Enterococcus, Oenag®calekarboxylace tryptofanu u
LactococcusLeuconostoc, LactobacilludgRoig-Sagués et al., 1997; de Llano et al., 1998;
Marcobal et al., 2006; Arena et al., 2007; Fernandeet al., 2007; Landete et al., 2007;
Bover-Cid et al., 2008. Produkce putrescinu byla zgaa u roduLactobacillus(Arena and
Manca de Nadra, 2001; Bover-Cid et al., 20Q08a produkce histaminu Lactobacillus,
Oenococcusa PediococcugLandete et al., 2007, 2008 Produkce biogennich aniirje
vlastnost specificka spiSe praiteé kmeny bakterii nez vlastnost typicka pro danyhd takze
razné kmeny téhoz druhu se mohou liSit v produkcgbimich amifi (Arena and Manca de
Nadra, 200).

Bezpe&nost potravin mize byt ohroZzovana mnohymi riziky biologického, ké@niho nebo
chemického fivodu (Golian et al., 2008; K&aniova et al., 2009) Mezi ¢asto sledované
kontaminanty potravin p#tv posledni dob i biogenni aminy, které mohou by¥iginou
alimentarnich otravHalasz et al., 1994; Silla Santos, 1996proto je z dvodu prevence
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v potravindstvi nutna ¥asna detekce bakterii, které je produkgjuitkova et al., 2009

K detekci bakterii s dekarboxylazovou aktivitou seuzivaji mnohé kvalitativni i
kvantitativni metody. Skriningové mikrobiologickéetndy pro zachyt bakterii produkujicich
biogenni aminy vyuZivaji diferen&ai média obsahujiciffslusnou aminokyselinu a pH
indikator Maijala, 1993; Actis et al., 1999; Roig-Sagués, 189Bover-Cid and Holzapfel,
1999. Urtitou nevyhodou &hto metod mohou byt faleSrpozitivni vysledky z @vodu
tvorby jinych produki s alkalickou reakci nez biogennich am{Actis et al., 1999. Za dalsi
moZznou nevyhoduéthto metod mMze byt povazovana neschopnost zachytit malé mnozstv
produkovanych biogennich andinKvalitativné i kvantitativrg Ize gritomnost biogennich
amini v potravinach, ale také v kultitaich médiich, stanovit i tenkovrstvou chromatografi
(Actis et al., 1999; Constantini et al.,, 2006 nebo vysoko-finnou kapalinovou
chromatografii Bover-Cid and Holzapfel, 1999; Constantini et al.2006). V posledni do®&

se pro detekci bakterii produkujicich biogenni \yai i metody molekularni biologie,
zejména PCRL@ndete et al., 200Y, pomoci které lze s vyuzitim specifickych pririneychle
zachytit bakterie nesouctiplusné geny zodpéuné za produkci dekarboxyiaich enzyni
Cilem této studie bylo pomodii imetod (ionto¥-vyménné chromatografie, PCR a kultéra
metody) pro¥tit produkci biogennich amintyraminu, histaminu, kadaverinu, putrescinu,
agmatinu, sperminu a spermidinu tkterych kmef Lactococcus lactisa zastup& rodu
Lactabacillus které byly poskytnuty Sbirkou kultur miég&ych mikroorganizrin (CCDM).
Tyto mikroorganizmy jsou saasti starterovych kultur dodavanych do mlékarenskéh
pramyslu v regionu Evropy.

MATERIAL A METODIKA

Kmeny bakterii a podminky kultivace

Produkce biogennich aniirbyla sledovana u nasledujicich kmeasiskanych ze Sbirky kultur
mlék&skych mikroorganizin Laktoflord® (CCDM): Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricusCCDM 8, CCDM 66, CCDM 67, CCDM 235, CCDM 364, CCDdd4 a CCDM
767, Lactobacillus helveticu€CDM 807, Lactococcus lactisubsp.cremorisCCDM 824,
CCDM 885, CCDM 890, CCDM 946, CCDM 1004 a CCDM 10Dactococcus lactisubsp.
lactis CCDM 48, CCDM 53, CCDM 141, CCDM 354, CCDM 412, CRaBi14, CCDM 418
a CCDM 421,L. lactis subsp.lactis biovar diacetylactisCCDM 823 a CCDM 1006. Dale
byly pro srovnani testovany kmenyCeské sbirky mikroorganizin(CCM): Lactobacillus
delbrueckiisubspbulgaricusCCM 4289 Lactobacillus rhamnosuSCM 1825 ,Lactobacillus
acidophilusCCM 4833.Enterococcus faecall€CM 2665 byl pouzit jako pozitivni kontrola
pro PCR (producent tyraminu).

Kmeny laktobacil byly kultivovany v MRS bujonu (Oxoid, BasingstokeK) pii 37 + 1 °C
po dobu 48 hodin. Laktokoky byly kultivovany v MR&jonu (Oxoid) obohaceném o 0,5 %
(w/v) glukdzy (LachNer, Neratovice, Czech Repubfi8)hodin pi 30 £ 1 °C. Pro kultivack.
faecalisbyl pouzit Nutrient Broth No. 2 (Oxoid), a t#i{30 + 1 °C po dobu 48 hodin.

Stanoveni dekarboxylazové aktivity bakterii

V piipact  zjistovani dekarboxylazove aktivity testovanych krinerbylo pouzito
dekarboxylgni médium pipravené dleBover-Cid a Holzapfel (1999) které obsahovalo
prislusnou aminokyselinu (histidin, tyrozin, lyzirrndin a arginin) v koncentraci 1,0 % (w/v)
a pH indikator (bromkresol purpur). Laktobacily ypyultivovany @i 37 + 1 °C 48 hodin,
laktokoky g 30 + 1 °C po dobu 48 hodin.

Produkce 7 biogennich andirthistamin, tyramin, putrescin, kadaverin, sperngimermidin a
agmatin) v kultivéanim meédiu byla zjifovana pomoci iont@vyménné chromatografie
(Automaticky analyzator aminokyselin AAA400, Ingddraha, Ceska republika) podle
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Burikova et al. (2009b) Kazdy izolat byl analyzovan alesptrikrat. Standardy byly ziskany
ze Sigma-Aldrich.

Pro PCR byla bakteridlni DNA izolovana fenol-chlimmnovou extrakci z kultur bakterii
rostoucich pes noc Arena et al.,, 2002. VysusSeny pelet byl resuspendovaniisipiSném
objemu TE pufru (10 mM Tris-HCI, pH 8.0; 1 mM EDTAPCR byla provedena s primery
podle de las Rivas et al. (2006)pro tyrozindekarboxylazu (TDC-F a TDC-R),
histidindekarboxylazu (HIS1-F a HIS1-R) lyzindekaxglazu (CAD2-F a CAD2-R) a
s primery podléMarcobal et al. (2005)(primery 3 a 16 pro ornitindekarboxylazu). PCREsm
obsahovala 100 ng bakteridlni DNA, 2001 kazdého dNTP, dM kazdého primeru, 2,5 mM
MgCl,, a 1 U Tag DNA polymerazy. Reakce probihala zéedagicich podminek: 95 °C pro
aktivaci enzymu po dobu 10 min, nasledovalo 30 cyd s pi 95 °C, 45 sfi 53 °C (v
piipadt primerti 3 a 16 i teplo 52 °C), 2 min pi 72 °C a zagrecny krok 20 min pi 72 °C.
PCR produkty byly roz8leny pomoci 1% (w/v) agar6zového gelu a barveny qgmm
etidiumbromidu podl&ambrook et al. (2001)

VYSLEDKY A DISKUZE

V této studii byl proveden skrining bakterii na qukci biogennich amin histaminu,
tyraminu, putrescinu, kadaverinu, agmatinu, speumén spermidinu a torgmi miznymi
metodami, i kterych bylo testovano 27 kmerbakterii mléného kvaseni (11 kmérrodu
Lactobacillusa16 kmeri Lactococcus lactjs

Mikroorganizmy byly nejprve testovany kultié@ metodou v dekarboxyaim médiu
s prekurzory fislusnych biogennich amin (aminokyselinami histidinem, tyrozinem,
argininem, putrescinem a lyzinem) a pH indikatorpm48hodinové kultivaci. U Zadného
z testovanych 27 kmémebyla kultiv&ni metodou zji&na barevna ztma dekarboxyléniho
média s histidinem, ornitinem a lyzinem (Tabulka 1)

Tabulka 1 Barevna zmina dekarboxylkniho média siislusnou aminokyselinou zjita
kultivacni metodou po 48 hodinach kultivace.

Pocet testovanych

Druh Kmenil Arg? His Lys Orn Tyr
Lactobacillus
Lb. delbrueckisubspbulgaricus 8 0 0 O 1
Lb. helveticus 1 0 0 0 0 0
Lb. rhamnosus 1 0 0 0 0 0
Lb. acidophilus 1 0 0 0 0 0
L actococcus
L. lactissubspcremoris 6 5 0 0 0 3
L. lactissubsplactis 8 7 0 0 0 3
L. lactissubsplactis biovar 2 1 0

diacetylactis
& Aminokyselina pidana do dekarboxytaiho média — arginin (Arg), histidin (His), lyzin
(Lys), ornitin (Orn), tyrozin (Tyr).
P Celkovy p@et kmerti s pozitivni reakci.

Zmena zbarveni dekarboxyiaiho kultivainino média obsahujiciho arginin byla pozorovana
u 7 kmeri Lactococcus lactisubsplactis (CCDM 48, CCDM 53, CCDM 141, CCDM 354,
CCDM 412, CCDM 414 a CCDM 418), 5 kmehactococcus lactisubspcremoris(CCDM
824, CCDM 885, CCDM 890, CCDM 946 a CCDM 1004), rhdne Lactococcus lactis
subsp.lactis biovar diacetylactis(CCDM 1006), 1 kmenéactobacillus delbrueckisubsp.
bulgaricus(CCDM 364). Alkalizace dekarboxylaiho média s tyrozinem byla detekovana po
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kultivaci 3 kmeri Lactococcus lactisubsp.lactis (CCDM 48, CCDM 53, CCDM 141), 3
kmeni L. lactis subsp.cremoris (CCDM 824, CCDM 946 a CCDM 1004), 1 kmeheé.
delbrueckiisubspbulgaricus(CCDM 364).

DalSi metodou, kterou Ize rychle proveést skriniagtbrii na produkci biogennich anine
PCR. U vSech testovanych knieBMK byla provedena PCR sprimery 3 a 16 (pro
ornitindekarboxylazu), TDC-F a TDC-R (pro tyrozikaeboxylazu), HIS1-F a HIS1-R (pro
histidindekarboxylazu) a s primery CAD2-F a CADJfRo lyzindekarboxyldzu). S pouZzitim
uvedenych primér nebyla u Zadného z testovaného kmeneépgstFitomnost genu pro
enzymy dekarboxylujici histidin, lyzin ani ornitikl 6 kmeri L. lactis (CCDM 48, CCDM
53, CCDM141, CCDM 824, CCDM 946 a CCDM 1004), 1 kmé&b. delbrueckiisubsp.
bulgaricus (CCDM 364) a roviZ u kontrolniho kmené&nterococcus faecali€CM 2665
byla zjiS€na gitomnost genu pro tyrozindekarboxylazu (Obrazek 1).

1500 bp
1 000 bp
825 bp

700 bp

500 bp

Obrazek 1 PCR *produkty ziskané s primery TDC-F/TDC-R u teatgich kmen bakterii
mléného kvaseni.

" Bgh 1 — 100 bp marker; 2 kactobacillus delbrueckisubsp.bulgaricus CCDM 364; 3 —
Lactococcus lacti€CDM 48; 4 —L. lactisCCDM 53; 5 —L. lactisCCDM 141; 6 L. lactis
CCDM 824; 7 -L. lactisCCDM 946; 8 —L. lactis CCDM 1004; 9 -Enterococcus faecalis
CCM 2665; 10 — negativni kontrola bez DNA.

Pomoci iontow-vyménné chromatografie (IEC) byla po kultivaci baktedjistovana
piitomnost biogennich amin v dekarboxylanim médiu s aminokyselinami histidinem,
tyrozinem, lyzinem, ornitinem a argininem. U Zadntestovanych bakterii nebyla metodou
IEC zjiS€na produkce putrescinu, agmatinu, spermidinu, sipernkadaverinu ani histaminu.
V dekarboxyl&nim médiu obsahujicim tyrozin byla z§iga produkce tyraminu u 3 kmieh.
lactis subsplactis (CCDM 48, CCDM 53 a CCDM 141), 3 kmeh. lactis subsp.cremoris
(CCDM 824, CCDM 946 a CCDM 1004) a 1 kmehb. delbrueckiisubsp.bulgaricus
(CCDM 364). Detekovana mnozstvi tyraminu se pohgbeow rozmezi 1,3 — 5,5 ¢l
kultivaéniho média (Tabulka 2). U kontrolniho kmegeterococcus faecaliS§CM 2665 byla
zjisSténa koncentrace tyraminu 0,6 + 0,1 g/l kultimého média. U vySe zminych kmerd
byla pitomnost tyraminu zjigha i v dekarboxyknich médiich obsahujicich ostatni
testované aminokyseliny (jednottivwistidin, lyzin, ornitin a arginin). Véchto gipadech vSak
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bylo detekované mnoZstvi vice jak desetinagohiaSi ve srovnani s koncentraci tyraminu
v dekarboxylanim médiu s tyrozinem.

V dekarboxylgnim médiu s tyrozinem bylo po kultivaci pomoci IE§iStovano mnoZstvi
volného tyrozinu. U kmah které podle IEC neprodukovaly tyramin, nedoSkuitivacnim
médiu k signifikantnim zgnam (P>0,05) v obsahu tyrozinu oproti médiu bez
mikroorganiznii. U mikroorganizni, které podle IEC produkovaly tyramin, doSlo po 48
hodinové kultivaci k signifikatnimi poklesu obsahyrozinu (P <0,001) ve srovnani s
kontrolnim bujénem prostém inokulace (vysledky jseedeny v Tabulce 2).

Tabulka 2 Detekce produkce tyraminu u testovanych kindrakterii ml€éného kvasSeni
metodou IEC a ubytek aminokyseliny tyrozinu.

Kmen Mnozstvi Mnozstvi
tyraminu (g/l)®  tyrozinu (g/l)?
Kontrola (bez mikroorganizmii) ND ° 10,2+0,1
Pozitivni kontrola
Enterococcus faecalGCM 2665 0,6 0,1 9,3+0,3
Lactobacillus
Lb. delbrueckisubspbulgaricusCCDM 364 1,3+0,1 8,6+0,2
L actococcus
L. lactissubsplactis CCDM 48 2,3+0,3 7,5%£0,2
L. lactissubsplactis CCDM 53 28+0,2 7,2+0,5
L. lactissubsplactis CCDM 141 26+0,2 7,3+0,7
L. lactissubspcremorisCCDM 824 29+0,3 7,0+£0,6
L. lactissubspcremorisCCDM 946 21+0,1 79+04
L. lactissubspcremorisCCDM 1004 2,7+0,3 72104

& pramér + smerodatna odchylka (S.D.; n = 10)
® ND — produkce nebyla detekovana

Z Tabulky 2 roveZz vyplynulo, Ze srostouci koncentraci tyraminu édm klesalo
detekovaném mnozstvi tyraminu (kokelakoeficient —0,9962; P < 0,001).

V dekarboxylgnim médiu obsahujicim arginin bylo po kultivaci pmeh IEC zjifovano
rovrnéz mnozstvi volného argininu, ornitinu a citrulina, to z divodu vyswtleni faleSg
pozitivnich vysledi kultivacni metody. Kontrolni bujon sfglanym argininem (bez
mikroorganiznti) obsahoval 10,1 + 0,1 g/l argininu, naopak orndiwitrulin zde detekovan
nebyl. U 14 kmeid, u kterych byla v tomto bujonu zj&ta barevna zema, byl po inkubaci
zjisten signifikantni Ubytek argininu a s@asré narist obsahu ornitinu a citrulinu (P < 0,001)
ve srovnani s kontrolnim médiem. Korelace mezi besaargininu a koncentracemi ornitinu
a citrulinu v bujonu po inkubaci byly rowha signifikantni: —0,915, respektive —0,908
(P <0,01). U ostatnich testovanych krindsyl zaznamenan pouze nepatrny pokles obsahu
argininu ve srovnani s kontrolnim bujénem; orndinitrulin zde detekovan nebyl.

Ze skupiny laktokok byla schopnost twd tyramin detekovana u 3 kméhactococcus lactis
subsp.lactis a 3 kmeii Lactotoccus lactissubsp.cremoris Produkci tyraminu, i kdyz
v nizSich koncentracich, zaznamenali u kamestarterové kultury sloZzenél.z lactis subsp.
lactis a L. lactis subsp.cremoris takéSantos et al. (2003)Naproti tomuDelgado et al.
(2002) nezjistili produkci tyraminu ani jiného biogenniteoninu u 29 kmein laktokoka
izolovanych ze syi. Tvorbu tyraminu detekovali talde Llano et al. (1998)a to u kmefi L.
lactis subsplactis biovardiacetylactis V nasi studii vS8ak ani u jednoho z testovanyctem
L. lactissubsplactis biovardiacetylactisprodukce tyraminu zji8ha nebyla.
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Z 9 testovanych kmenLactobacillus delbrueckisubsp.bulgaricusbyla produkce tyraminu
detekovana pouze v jednomiigmacE. V dostupné literaii@ nebyla u kmeh téchto
mikroorganiznti tvorba tyraminu doposud publikovana. Tato studistdvala rovéZ po
jednom kmenuLb. rhamnosusa Lb. acidophilus kde rovrz pritomnost tyraminu nebyla
zaznamenana. Na druhou strafada jinych laktobadil biogenni aminy &etrg tyraminu
produkuje, napiklad rékteré kmenylLb. brevisnebolLb. paracasei(Arena and Manca de
Nadra, 2001; Arena et al., 2007; Landete et al., R0).

VySe popisované a diskutované vysledky jsou talowaglu s tvrzenim, Ze produkce
biogennich amifn u bakterii je spiSe vlastnosti jednotlivych krnereZ druli nebo dokonce
roda bakterii. Z vysledi tohoto experimentu roe# vyplynulo, Ze se zvySujicim se
mnozstvim prekurzoru (tyrozinu) se zvySuje produkaésiusného biogenniho aminu
(v tomto gipadt tyraminu), coz potvrzuji i dalSi studi€drnandez et al., 200) Z tohoto
davodu je vhodné id vyrob¢ fermentovanych potravin prékovat nejen kmeny
mikroorganizni (s cilem detekovat potencialni producenty biogemramini), ale sledovat
také koncentraci prekurabpro dekarboxylazovou reakci.

Ze srovnani jednotlivych metod, kterymi byla prodekbiogennich amin u zvolenych
bakterii mléného kvaSeni testovana, vyplynulo, Ze jednoduchénisgova metoda
s pouzitim dekarboxytmiho média sifisluSnou aminokyselinou a pH indikatorem se jevi
jako nejmén vhodna. Tato metoda je sice technicky a matefiainti testovanych nejmén
narana, avsak vipact tyramin produkujicich bakterii nebyly zachycerékteré kmeny, u
kterych byla pozéi dalSimi technikami (IEC a PCR) produkce biogefnamini prokazana
(kontrolni kmen Enterococcus faecalisCCM 2665 a 1 kmenLb. delbrueckii subsp.
bulgaricug. Na druhou stranu iipadt dekarboxylani pady s argininem byla pozorovana u
poloviny testovanych kménfaleSr¢ pozitivni reakce (IEC produkci putrescinu, agmatin
spermidinu ani sperminu neprokézala). U fateBazitivnich kmef byl zaznamenén ubytek
argininu a naopak zvySeni mnozstvi ornitinu a brtuv médiu po Kultivaci. R premené
argininu na ornitin, citrulin pap dalsi metabolity riZe dojit ke vzniku slatenin s alkalickou
reakci, napp amoniaku nebo ntoviny (Griswold et al., 2004; Spano et al., 2007Vznik
latek s alkalickou reakci pak prajgbdobré zpisobil zménu barvy pH indikatoru
v dekarboxylanim médiu a tim falesnpozitivni vysledek dekarboxylaci argininu.

V pripact PCR, kterou Ize rowi povazovat za skriningovou metodu, k fatepozitivnim
reakcim nedochazelo. U vSech testovanych Kmarkterych byl detekovan charakteristicky
PCR produkt pro tyrozindekarboxyldzu, byla nastegromoci IEC prokazana produkce
tyraminu. PCR metoda je prakticky st®jmaterial@ narana jako IEC, avSak vyhodj$i
vtom, Ze v kratSiméasovém Useku Ize analyzovat vice kined tohoto divodu jsou
v posledni dob vyvijeny protokoly pro PCR, tak aby mohla byt ndgovyuzita k rychlé
detekci bakterii produkujicich biogenni amirde (las Rivas et al., 2005; Torriani et al.,
2008. PCR je specifickd metoda, ktera poukaze naenxistyenu pro islusny enzym, tedy
vypovida o potencialu kmene produkovaisfusny biogenni amin. Nezodpovi vSak otazku,
zda je biogenni amin za danych podminek skuteprodukovan a v jakém mnoZstvi.
Chromatografické metody naopak dokazi srovnat nimbpsodukovaného biogenniho aminu
za ffiznych podminek fermentace. Nevyhodou vSak je skost, Ze v fipact nevhodnych
podminek pro expresi genu, resp. aktivitu enzynegjistime &émito metodami, zda dany
kmen ma schopnost produkovat biogenni amin. Je vgtipdné v praxi kombinovat &b
specifické metody — PCR i IEC.

ZAVER

U technologicky vyznamnych kmérbakterii mléného kvaSeni (starterovych kultur) byla
zjiSttna vyznamna schopnost dekarboxylovat aminokyselnozin za vzniku biogenniho

aminu tyraminu. Z celkem 27 testovanych kiindrakterii mli€ného kvaseni byla produkce
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tyraminu zjiS¢éna u 6 kmet Lactococcus lactist u 1 kmené.actobacillus delbruecksubsp.
bulgaricus Z daivodu vySSiho mnozstvi faleSnpozitivnich vysledl je pro zji§ovani
dekarboxylazové aktivity mikroorganiZmméré vhodna kultivace v médiu s prekurzory
biogennich amifh a pH indikatorem. Pro detekci bakterii produkajicbiogenni aminy Ize
doporuwit metodu PCR a separd techniky (nap kapalinovou chromatografii), papejich
kombinaci.
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