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ABSTRAKT

Cilem této bakalarské prace je predstavit bakterie rodu Asaia, jejich vlastnosti, vyskyt a

vyznam v potravinaiském primyslu.

Prvni ¢ést prace se zaméefuje na obecnou charakteristiku bakterii octového kvaSeni, druha
¢ast se jiz zabyva samotnou bakterii Asaia a jejim taxonomickym zafazenim, poté se prace
zaméiuje na popis morfologickych, fyziologickych a biochemickych vlastnosti. Dalsi kapi-
tola popisuje vyskyt a vyznam této bakterie, pozornost je vénovana piredev§im kontaminaci
ochucenych nealkoholickych napojui. Posledni kapitola bakalarské prace se vénuje moz-

nostem jejich stanoveni v potravinach a napojich.
Kli¢ova slova:

Asaia sp., bakterie octového kvaseni, kontaminace nealkoholickych napojt

ABSTRACT

Abstrakt ve svétovém jazyce

The aim of this bachelor thesis is to introduce bacteria of genus Asaia, their properties,

occurrence and importance in food industry.

The first part focuses on the general characteristics of acetic bacteria, the second part deals
with the Asaia bacterium itself and its taxonomic classification, then the work focuses on
the description of morphological, physiological and biochemical properties. The next chap-
ter describes the occurrence and importance of this bacterium, attention is paid to the con-
tamination of flavored non-alcoholic drinks. The last chapter of the thesis deals with the

possibilities of their determination in food and beverages.
Keywords:

Asaia sp., acetic acid bacteria, contamination of non-alcoholic beverages



Timto bych rada podékovala doc. RNDr. Leoné Buiikové, Ph.D. za odborné vedeni, ochotu
a poskytnuti cennych rad pii zpracovani této bakalaiské price.

Prohlaguji, ze odevzdand verze bakalaiské prace a verze elektronickd nahrana do IS/STAG
jsou totozné.,



I TEORETICKA CAST .
1  OBECNA CHARAKTERISTIKA BAKTERII OCTOVEHO KVASENI.........
2  TAXONOMICKE ZARAZENI BAKTERIE RODU ASAIA

3  MORFOLOGICKE, FYZIOLOGICKE A BIOCHEMICKE
VLASTNOSTI BAKTERIE ASALA eoeeeeveeeeeeeeeesesesesessssssesesesessssssesssssesssessssnsasssns

4 VYSKYT A VYZNAM BAKTERII ASAIA

4.1 KONTAMINACE OCHUCENYCH NEALKOHOLICKYCH NAPOJU ...

4.2 VYSKYT ASAIA NA HROZNECH A VE VINE ..ottt aaae e

4.3 PATOGENITA ... eeetteeeeee e e ettt ee e e e e e e teaeeaeeeeeeeseeaaa i aaaeseeeseraaanaeseeeeenanannaaasees

5.1 IZOLACE A KULTIVACE ....iutiiiiiiiiiiiii e

52 MOLEKULARNE BIOLOGICKE METODY ....eetteteuueeeeeeeeeeeeeseaeeeeeeereeennaaaeseseeeeeennnnns

SEZNAM POUZITE LITERATURY ....uvueuereeresressessessessessessessessssssessessessessessessesssssassese
SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
SEZNAM OBRAZKU ....ouoeeerrcrrernsssessessesssssessessesssssssssssessessasssessessessassasssessessassassasssesss
SEZNAM TABULEK .......ocureeerreeressnsssessessssessssssessesssssssssessessessasssessessessasssessessessassasssesss




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 9

UvVOD

Bakterie rodu Asaia jsou pomérné nové objevenymi mikroorganismy, které se fadi mezi
bakterie octového kvaseni. Oproti typickym pfedstavitelim se 1i$i tim, ze neoxiduji etanol

na kyselinu octovou, naopak jsou v jeji pfitomnosti inhibovany jiz pti koncentraci 0,35%.

V soucasné dobé¢ se do tohoto rodu fadi osm druhil a jejich pfirozenym vyskytem jsou tro-
pické rostliny pochazejici z oblasti Thajska, Indonésie ¢i Japonska. Jsou také ptipady, kdy

byla Asaia detekovana v reproduktivnim systému a travicim traktu komard.

Co se tyCe potravin, je tato bakterie stale Castéji izolovana z nealkoholickych ochucenych
napoju, kde vytvari rizné senzorické defekty. Vzhledem k silnym adheznim vlastnostem,
jejich schopnosti tvofit biofilm na materidlech pouzivanych v potravinaiském primyslu a
rezistenci vic¢i konzervacnim latkam, se stavaji nebezpecim pro stabilitu takovych vyrob-
kt. Predpoklada se, ze zdrojem kontaminace jsou ovocné $tavy pouzivané k vyrob¢ neal-

koholickych napoja.

Prestoze bakterie Asaia nejsou povazovany za patogenni mikroorganismy, byly izolovany
z klinického materidlu. Nicméné se vZdy jednalo o pacienty se snizenou funkci imunitniho

systému.
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1 OBECNA CHARAKTERISTIKA BAKTERII OCTOVEHO
KVASENI

Bakterie octového kvaseni jsou zafazeny do celedi Acetobacteraceae, tadu Rhodospiril-
lales, ttidy Alphaproteobacteria. Piivodné byly octové bakterie rozdéleny do dvou rodi, a
to Acetobacter a Gluconobacter na zakladé morfologickych, fyziologickych a biochemic-

kych vlastnosti. (Sengun a Karabiyikli, 2011)

Dnes tato stale se rozsifujici skupina mikroorganismti zahrnuje celkové 19 rodt: Acetobac-
ter, Acidomonas, Ameyamea, Asaia, Bombella, Commensalibacter, Endobacter,
Gluconacetobacter,  Gluconobacter,  Granulibacter, = Komagataeibacter, Kozakia,
Neoasaia, Neokomagatea, Nguyenibacter, Saccharibacter, Swaminathania, Swingsia a

Tanticharoenia. (Gomes et al., 2018)

Jedna se o gramnegativni nesporulujici mikroorganismy elipsoidniho azZ ty¢inkovitého tva-
ru, které se vyskytuji samostatné, v parech nebo fetizcich. Bakterie octového kvaSeni jsou
obligatné aerobni mikroorganismy a maji striktn¢ respiratorni typ metabolismu, kde je kys-
lik konec¢nym akceptorem elektront. Pohyb zajistuji peritrichalni nebo polarni bi¢iky, nebo
jsou nepohyblivé, jsou kataldza pozitivni a oxid4za negativni. Jednd se o mezofilni mikro-
organismy, jejichZ optimalni teplota pro riist se pohybuje mezi 25-30°C, optimalni pH je

5,0-6,5, snaseji vSak i1 nizsi hodnoty pH. (Sedlacek, 2006; Taban a Saichana, 2017)

Maji schopnost oxidovat riizné cukry, alkoholy a cukerné alkoholy na organické kyseliny.
Obecnym znakem vétSiny bakterii octového kvaSeni je schopnost oxidovat etanol na kyse-
linu octovou jako produkt oxidativni fermentace, kterd mize byt dale oxidovana na oxid
uhli¢ity a vodu rody Acetobacter, Gluconacetobacter a Acidomonas. Oxidace etanolu je
katalyzovana dvéma membranové vazanymi enzymy lokalizovanymi na vnéjsi stran¢ cy-
toplazmatické membrany, a to alkoholdehydrogenazou (ADH) a aldehyddehydrogenazou
(ALDH). Komplex ADH oxiduje etanol na acetaldehyd, ALDH potom katalyzuje oxidaci

acetaldehydu na kyselinu octovou. (Taban a Saichana, 2017)

Bakterie octového kvaSeni jsou Siroce rozsiteny v pfirodé, mohou byt izolovany z riznych
druhil ovoce, rostlin, fermentovanych potravin nebo se mohou vyskytovat v symbiotickém
vztahu s riznymi druhy hmyzu. Pomérné nedavno byly také nckteré rody izolovany
z klinického materidlu a mohou byt povazovany za oportunni lidské patogeny. Hlavnim
produktem fermentace etanolu je kyselina octova, ¢ehoz se vyuziva v potravinaiském pri-

myslu pro vyrobu octa, dale jsou klicové pii vyrobé fermentovaného €aje kombucha, kefiru
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nebo pfi zpracovani kakaovych bobli. Vyuzivaji se také pro primyslovou vyrobu kyseliny
askorbové, kyseliny glukonové nebo bakterialni celulézy, ktera ma na rozdil od rostlinné
celulozy schopnost zadrzovat vice vody a je velmi pruzna. Navzdory svému uzitecnému
vyuziti mohou byt i nezddoucimi kontaminanty piedev§im vina, piva, ciderti, nealkoholic-
kych napojii nebo ovoce a z ovoce vyrabénych produktt. (Sedlacek, 2006; Alauzet et al.,

2010; Chouaia et al., 2010; Valera et al., 2017; Gomes et al., 2018)
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2 TAXONOMICKE ZARAZENI BAKTERIE RODU ASAIA

Bakterie rodu Asaia maji gramnegativni typ bunécné stény a fadi se do kmene Proteobac-
teria, ttidy Alphaproteobacteria, tadu Rhodospirillales, Celedi Acetobacteraceae. (Sedla-

&ek, 2006)

Rod je pojmenovany po japonském bakteriologovi Toshinobu Asai zabyvajicim se syste-
matikou bakterii octového kvaseni. Momentaln¢ je znamo osm druhti z rodu 4saia — Asaia
bogorensis (objeveno r. 2000), Asaia siamensis (2001), Asaia krungthepensis (2004),
Asaia lannensis (2008), Asaia spathodeae (2010), Asaia astilbis, Asaia platycodi a Asaia
prunellae (2010). V tabulce Cislo 1 je vidét taxonomické zatazeni. (Yamada., 2016; Kre-

giel et al., 2011; LPSN, © 1997-2018)

Tab. ¢. 1: Taxonomické zarazeni bakterii rodu Asaia (zpracovano podle Sedlacek, 2006,

LPSN, © 1997-2018)

Doména Bacteria

Kmen Protebobacteria

Ttida Alphaproteobacteria

Rad Rhodospirillales

Celed’ Acetobacteraceae

Rod Asaia

Druh Asaia astilbis, Asaia bogorensis, Asaia
krungthepensis, Asaia lannensis, Asaia
platycodi, Asaia siamensis, Asaia spatho-
deae, Asaia prunellae

Prvnim z prozkoumanych zastupci tohoto rodu je druh Asaia bogorensis (Yamada et al.,
2000). Z kvéta orchideje (Bauhinia purpurae), olovénce ouskatého (Plumbago auriculata)
a fermentované lepkavé ryze bylo v Indonésii izolovdno osm gramnegativnich aerobnich
ty¢inek pohybujicich se diky peritrichdlnim bi¢ikim. M¢ly neobvyklé charakteristiky ve
srovnani s ostatnimi zndmymi bakteriemi octového kvaSeni, nevykazovaly totiz Zadnou
nebo jen velmi malou produkci kyseliny octové z etanolu a jejich rist byl kompletné inhi-

bovan v ptitomnosti 0,35% kyseliny octové. Nicmén¢ izolaty rostly na médiu o pH 3 upra-
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veném kyselinou chlorovodikovou a oxidovaly acetat a laktat na oxid uhli¢ity a vodu. Na
zaklad¢ sekvencovani 16S rRNA byla prokdzana fylogeneticka piibuznost s bakteriemi

octového kvaseni. (Yamada et al., 2000)

Osm ziskanych izolatl bylo oznaceno Cisly 57 (= NRIC 0314), 64 (= NRIC 0315), 78 (=
NRIC 0316), 86 (= NRIC 0317), 87 (= NRIC 0318), 90 (= NRIC 0319), 168 (= NRIC
0320)a 71" (=NRIC 0311" = JCM 10569"), ktery byl zvolen jako typovy kmen. Jako refe-
renéni kmeny byly zvoleny Acetobacter aceti IFO 14818", Gluconobacter oxydans IFO
14819, Gluconobacter cerinus NRIC 0229" (= IFO 3267") a Gluconacetobacter lique-
faciens TFO 12388". (Yamada et al., 2000)

Obsah GC bazi v DNA se pohyboval v rozmezi 59,3-61,0%. Uroven DNA piibuznosti
mezi izolaty se pohybovala od 64 do 100%, na druhou stranu stupeni pfibuznosti k refe-
ren¢nim kmentim byl velmi nizky, jednalo se o 5 az 10%, coZ naznaCovalo, ze vSechny

izolaty tvoii samostatny rod. (Yamada et al., 2000)

Izolaty 717, 86, 87 a 90 byly poté podrobeny fylogenetické analyze zaloZené na genovém
sekvencovani 16S rRNA. (Yamada et al., 2000)

Aby se izolované kmeny mohly zaclenit do jednoho rodu, je zapotiebi 70% a vétsi shoda
v DNA-DNA piibuznosti a 97% shoda 16S rRNA sekvence. Jak je patrné z tabulky ¢. 2,
pribuznost mezi izolaty 86 a 168, a izolaty 57 a 87 byla pouze 64%. Nicméné fylogenetic-
ka analyza prokézala shodu mezi izolaty 71T, 86, 87 a 90 na vice nez 99,9%. Podobnost
mezi typovym izolatem 71" a kazdym z typovych referenénich kment byla vypo&itana na

96-96,7%. (Yamada et al., 2000)

Vznikl tak novy rod spadajici do eledi Acetobacteraceae, izolat 71" (= NRIC 03117 =
JCM 10569") dostal rodové jméno na podest Dr. Toshinobu Asai, ktery pasobil na univer-

zit¢ v Tokiu a druhové jméno po mésté Bogor, kde byla bakterie izolovana. (Yamada et al.,

2000)
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Tab. ¢. 2: DNA pribuznost mezi izolaty rodu Asaia a referencnimi kmeny bakterii octového

kvaseni (zpracovano podle Yamada et al., 2000)

Obsah Ptibuznost DNA (%)
DNA
Kmen o
bazi GC . IFO IFO IFO
71 86 87 . . .
(%) 14818 14819 12388
Izolat 57 61,0 70 97 64 12 18 17
Izolat 64 60,5 76 100 80 11 22 16
Izolat 717 60,2 100 75 91 11 22 17
Izolat 78 59,3 86 69 95 NT 26 NT
Izolat 86 59,7 68 100 69 8 20 12
Izolat 87 59,3 87 77 100 17 24 16
Izolat 90 59,5 86 69 100 19 25 16
Izolat 168 59.4 93 64 100 NT NT NT
Acetobacter aceti

58,3 5 5 5 100 24 19

IFO 14818

Gluconobacter

oxydans 61,7 10 9 7 11 100 22

IFO 14819"

Gluconacetobacter

liquefaciens 64,9 9 8 6 17 23 100

IFO 123887

Studie z roku 2001 (Katsura et al.) predstavuje dalsi novy druh, ktery byl zaclenény do
rodu Asaia — As. siamensis, jejiz druhové jméno je odvozeno od slova Siam, tedy historic-
kym nazvem pro Thajsko, odkud pochazely zdroje izolath. P&t bakteridlnich kmeni bylo
ziskéano z tropickych rostlin plchoplodu podvinutého (Calostropis gigantea), kiinu asijské-

ho (Crinum asiaticum) a kete ixory (Ixora chinensis). Obsah GC bazi v DNA se pohyboval
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v rozmezi 58,6-59,7 %, je tedy o néco nizsi nez u Asaia bogorensis. Typovym kmenem byl
zvolen izolat s oznadenim S60-17 (= NRIC 03237 = JCM 10715" = IFO 16457"). (Katsura
etal., 2001)

Tietim popsanym zastupcem byla Asaia krungthepensis. 1zolované bunky pochazely
z kvétt helikonie (Heliconia sp.) shroméazdénych v Thajsku. Molekuldrné genetické analy-
zy prokazaly ptibuznost k rodu 4saia, ale odliSnost od 4s. bogorensis a As. siamensis. Ty-
povy izolovany kmen byl oznaden AA0O8" (= BCC 12978" = TISTR 1524" = NRIC 0535"),
druhové jméno bylo odvozeno od thajského oznaceni pro Bangkok — Krungthep. (Yukphan
et al., 2004)

Dal3im objevenym zastupcem byla Asaia lannensis. Typovy kmen AB92" (= BCC 157337
= NBRC 102526") byl izolovan v Chiang Mai v Thajsku z pavoudi lilie (Lycoris radiata).
Druhové jméno je odvozené od zemépisného piivodu, konkrétné od historického pojmeno-

vani pro region Lanna. (Malimas et al., 2008)

V roce 2010 byla popsana jiz ctvrtd Asaia, a to Asaia spathodea. Typovym kmenem byl
zvolen izolat s oznatenim GB23-2" (= BCC 36458" = NBRC 105894 = PCU 307"), po-
chézejici z kvéth spatodea zvonkovita (Spathodea campanulata), z ¢ehoz je odvozen i dru-

hovy nazev. (Kommanee et al., 2010)

V témze roce byly predstaveny dal3i tfi druhy — Asaia astilbis (T-6133" = JCM 15831" =
DSM 23030"), Asaia platycodi (T-683" = ICM 25414" = DSM 23029") a Asaia prunellae
(T-153" = JCM 25354" = DSM 23028"). Zatim byly viechny druhy rodu Asaia izolovany
v tropickych oblastech Thajska a Indonésie, nicméné tentokrat pochazely ziskané izolaty
ze severnich a stiednich oblasti Japonska, kde prevladd mirné klima, z toho je mozné usu-
zovat, ze Asaia neni limitovana vyskytem pouze na tropické oblasti, ale mize byt roz§ifena
kosmopolitné. Zdrojem typovych izolati byly rostliny ¢echrava (Astilbe thunbergii var.
congesta), platykodon velkokvéty (Platycodon grandiflorum) a Cernohlavek obecny (Pru-
nella vulgaris). (Suzuki et al., 2010)
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3 MORFOLOGICKE, FYZIOLOGICKE A BIOCHEMICKE
VLASTNOSTI BAKTERIi ASA414

Rod Asaia mé gramnegativni typ bunécné stény, jednd se o bunky ty¢inkovitého tvaru do-
sahujici primérné velikosti 0,4-1,0 um na Sitku a 0,8-2,5 um na délku, Asaia siamensis
muze mit délku az 4,5 um. Tyto bakterie netvoii spory. Jsou pohyblivé diky peritrichalnim
bicikiim nebo nepohyblivé, a na agarové plotn¢ obsahujici glukézu, pepton a kvasni¢ny
extrakt tvoii svétle hnédé az rizové lesklé a hladké kolonie okrouhlého tvaru s vypouklym
profilem o priméru 1-3 mm. Optimalni pH pro rlst se pohybuje okolo 5,5 a optimalni tep-
lota je 22-30°C, kmeny izolované v tropickych oblastech jako je Thajsko nebo Indonésie
vykazuji rust 1 pii 37°C. (Katsura et al., 2001; Kregiel et al., 2011; Yamada et al., 2016)

Obr. 1: Ukdzka kolonie Asaia sp. na médiu s glukozou (prevzato z Kregiel et al., 2011)

Jsou to obligatné aerobni mikroorganismy se striktné respiratornim metabolismem, pozi-
tivni na kataldzu a negativni na oxidazu. Oproti ostatnim bakteriim octového kvaSeni se lisi
tim, zZe nevykazuji produkci kyseliny octové z etanolu viibec nebo jen velmi malo. Skutec-
nost, ze nedokazi oxidovat etanol na kyselinu octovou je déna tim, Ze postradaji membra-
nové vazany enzym alkoholdehydrogenazu. Rust bakterii je inhibovan ptfitomnosti 0,35%
kyseliny octové, nerostou v pfitomnosti metanolu, naopak dobfe se jim dafi v pfitomnosti
30% D-glukoézy. Se sniZzenou aktivitou oxiduji acetat a laktat za vzniku oxidu uhli¢itého a

vody. (Sedlacek, 2006; Ano et al., 2008; Kommanee et al., 2010; Yamada et al., 2016)

Bakterie rodu Asaia jsou schopny tvofit kyselinu z rtiznych cukri a cukernych alkoholt,
napiiklad z D-gluk6zy, D-mandzy, D-galaktézy, D-fruktdzy, L-sorbdzy, D-xylozy, ribito-
lu, meso-erythritolu, melibiézy a D-mannitolu, ale Zadny druh netvofi kyselinu z lakt6zy.

Byla prokazana i produkce kyseliny z L-thamnézy kromé Asaia spathodea, As. astilbis a
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As. prunellae. Na rozdil od ostatnich druhii rodu Asaia dokdze Asaia bogorensis a As.
krungthepensis produkovat kyselinu i z dulcitolu. Z glukézy produkuji 2-keto-D-glukonat
a 5-keto-D-glukonat, ne vsak 2,5-diketo-D-glukonat. Obecné se sniZzenou aktivitou tvofi
dihydroxyaceton z glycerolu a dokazi asimilovat siran amonny na glukézovém médiu bez
vitaminl a vyuzit ho tak k ristu. (Yamada et al., 2000; Katsura et al., 2001; Yukphan et al.,
2004; Kommanee et al., 2010; Suzuki et al., 2010; Malimas et al., 2008; Yamada, 2016)

Nekteré rody bakterii octového kvaSeni jsou schopny fixovat vzdusny dusik, patfi mezi né
Gluconacetobacter, Acetobacter a Swaminathania, které k tomuto Gc€elu vyuZzivaji nitroge-
nazovy enzymovy komplex. Tato vlastnost byla prokazéana i u bakterie Asaia bogorensis a
As. siamensis, u kterych byla prikazem schopnosti fixace dusiku ptitomnost genové sek-

vence nifH. (Samaddar et al., 2011)

Tyto bakterie jsou relativné rezistentni témét ke vSem antibiotikiim, které jsou rutinné tes-
tovany vi¢i gramnegativnim ty¢inkam, jako je naptiklad kolistin, aztreonam, piperacillin-
tazobaktam, penicilin, ceftazidim a cefotaxim. Minimalni inhibi¢ni koncentrace kolistinu u
Asaia bogorensis izolované z klinického materidlu byla vice nez 1000mg/l, aztreonamu
vice nez 256mg/l. Naopak citlivé jsou napiiklad vii¢i netilmicinu, gentamicinu a doxycyk-
linu. Citlivost zaleZi na izolovaném druhu a také kmeni. Minimalni inhibi¢ni koncentrace
vybranych antibiotik vii¢i Asaia bogorensis izolované z klinického materialu jsou shrnuty

v tabulce ¢islo 3. (Tuuminen et al., 2006; Juretschko et al., 2010)

Tab. ¢. 3: Rezistence vybranych antibiotik viici Asaia bogorensis izolované z klinického

materidlu (zpracovano podle Tuuminen et al., 2006)

ATB MIC (mg/l)
Aztreonam >256
Ceftazidim 64

Colistin >1 024
Doxycyklin 1,5
Gentamicin 3
Netilmicin 1,5

Penicilin >32

Piperacillin-tazobactam >256

Bakterie Asaia sp., podobné jako jiné bakterie octového kvaSeni, vykazuji silné adhezni
schopnosti a tvorbu biofilmu, a tim schopnost kolonizovat plochy riznych materidlt jako

je nerezova ocel, sklo, polyethylen a polystyren. Jsou velmi odolné vici obvykle pouziva-



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 19

nym koncentracim sanitac¢nich prostiedki. Tyto bakterie jsou schopny riist v pfitomnosti
kyseliny sorbové a kyseliny benzoové az do koncentrace 7mmol/l. (Horsdkova et al., 2009;

Sedlackova et al., 2011)

Hlavnim ubichinonem je Q-10 a obsah DNA bazi GC se pohybuje v rozmezi 58,6-61,0%.
(Yamada, 2016)

V tabulce ¢islo 4 jsou porovnany vybrané vlastnosti rodu z ¢eledi Acetobacteraceae.

Tab. ¢ 4: Viastnosti vybranych rodii z celedi Acetobacteraceae (zpracovano podle Yamada

etal., 2000; Kregiel et al., 2011)

Rod

N

“ N

- 5 S 2 S

Charakteristika N S = <

= S < S S

> E 2 5 |8

~ 3 S T S

Q S QO S

< = < S

S
Oxidace acetatu na CO, a H,O w+ + - + +/-
Oxidace laktatu na CO2 a H20 w+t + - - +/-

Produkce kyseliny octové z etanolu -/w+ + + + +
Produkce dihydroxyacetonu z glycerolu -/w+ -/w+ + + +/-
Produkce kyseliny z dulcitolu +/- - - - -
Rist v pfitomnosti 0,35% kyseliny octové - + + + +
Asimilace siranu amonného na gluk6zovém
+ w+t - - wt
médiu
Obsah DNA bazi GC (%) 59-61 | 53-63 | 54-63 | 63-66 | 55-66

Hlavni ubichinon Q10 Q9 Q10 Q10 | Q10

Vysvétlivky: (+) — pozitivni vysledek; (-) — negativni vysledek; (w+) — slaba pozitivni re-

akce; (+/-) — pozitivni ¢1 negativni vysledek v zavislosti na kmenu
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4 VYSKYT A VYZNAM BAKTERII ASAIA

Pfirozenym mistem vyskytu bakterii rodu A4saia jsou piedevsim tropické rostliny jako je
orchidej (Bauhinia purpurea), olovénec ouskaty (Plumbago auriculata), helikonie (Heli-
conia sp.), pavouci lilie (Lycoris radiata), platykodon velkokvéty (Platycodon grandiflo-
rum), ¢ernohladvek obecny (Prunella vulgaris) a dalsi rostliny z oblasti Thajska, Indonésie
¢1 Japonska. Mohou se nachazet v potravinach jako je fermentovana lepkava ryze, hrozno-
vé vino nebo jako kontaminant nealkoholickych napoji zpisobujici nezadouci senzorické
zmeény, zdrojem takové kontaminace je pak ovocna slozka slouzici k ochuceni napoje. Na-
sledné byly Asaia bogorensis a As. lannensis izolovéany i z klinického materialu. Bakterie
Asaia se také vyskytuje v symbiotickém vztahu s hmyzimi pienaseci, konkrétné byla dete-
kovana v riznych druzich komdrd, ktefi jsou vektorem pii pfenosu malarie, jako je
Anopheles stephensi a Anopheles gambiae, nebo v Aedes aegypti a Aedes albopictus, kteti
jsou prenaseci horecky dengue, Zluté zimnice ¢i viru zika. Asaia byla nalezena u dospélych
jedincti komart ve stfevech, slinnych zlazach a pohlavnich orgénech. (Yamada et al., 2000;
Katsura et al., 2001; Yukphan et al., 2004; Tuuminen et al., 2006; Kommanee et al., 2010;
Malimas et al., 2008; Chouaia et al., 2010)

4.1 Kontaminace ochucenych nealkoholickych napoji

Nealkoholické néapoje jsou vSechny napoje, které obsahuji méné nez 0,5 obj. % etanolu,
zakladnimi surovinami pro vyrobu je pfedev§sim voda z vodovodni sit€ nebo mineralni vo-
da, ptirodni sladidla, kterymi jsou typicky sachardza nebo gluko6za, pouZivaji se ale i1 na-
hradni sladidla. Dale ovocné nebo zeleninova slozka ve formé $tavy ¢i koncentratu. Napoj
muze byt také syceny oxidem uhli¢itym (3-8 g/l) nebo nesyceny, dale se za ti¢elem pro-
dlouzeni udrznosti a zlepSeni senzorickych vlastnosti pouzivaji riizna aditiva, jako jsou
konzervacni latky, antioxidanty, kyseliny a regulatory kyselosti nebo barviva, kterd jsou
vzdy uvedena na obalu napoje. Konzerva¢nimi latkami jsou nejcastéji kyselina benzoova,
kyselina sorbova nebo dimetyldikarbonat (tzv. velcorin). Podle platnym ptedpist je mozné
pouzit maximalné 250 mg/l téchto konzervacnich latek a jejich pouziti je nezbytné, pokud
neni udrznost zajiSténa napiiklad pasteraci nebo oxidem uhli¢itym. (Kadlec et al., 2002;

Kregiel, 2015; Cizkova, 2016)

Mikrobialni kontaminace nealkoholickych napojt vétSinou vznikd béhem samotného pro-

cesu vyroby. Stabilita balenych napoju je zavisla na stavu vyrobniho zatizeni, na typu oba-
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lovych materialii, na mikrobidlni kvalité a koncentraci vyse uvedenych slozek v napojich, a

samoziejmé na celkovém hygienickém standardu zavodu. (Kregiel et al, 2014)

Zkazeni vyrobku je vysledkem metabolickych procest mikroorganismi, kterymi se napoje
stavaji nevhodnymi pro lidskou konzumaci nebo nepfijatelnymi pro zakaznika. Kontami-
nace muze zpusobit zménu barvy ¢i ving, turbiditu, flokulaci, nadouvani oballi nebo jiné
defekty. Zmény se projevi, kdyZ je mikrobialni kontaminace vy3§i nez 10° CFU/ml. Neal-
koholické napoje jsou charakterizovany vysokou vodni aktivity a ochucujici slozky, jako
jsou piirodni aromata, §t'avy a koncentraty z ovoce pouzivané k ochuceni napoju, jsou dob-
rym zdrojem sacharidii, vitamin a mineralnich latek pro mikroorganismy. Ani nizké pH
(2,5-4), konzervacni latky nebo syceni oxidem uhli¢itym nemusi zabranit mikrobidlnimu
rustu, nicméné diky témto podminkam je diverzita mikroorganismil zna¢né omezena a vy-
skytuji se pouze takové mikroby, které jsou schopny piekonat tyto bariéry. Dal§im ovliv-
nujicim faktorem jsou obalové materidly, které se li§i svou permeabilitou pro kyslik, jeho
obsah se v plastovych obalech s casem zvySuje, kdezto sklenéné lahve jsou pro vzduch
nepropustné, coz zamezuje rastu aerobnich mikroorganismil. (Kregiel et al, 2014 a 2015;

Azeredo et al., 2016)

Nejvyznamnéj$imi mikroorganismy kontaminujici nealkoholické népoje byvaji kvasinky,
zvlasté diky své toleranci vi¢i vysokym koncentracim oxidu uhli¢itého a nizkému pH.
Mezi kontaminujici rody patti napiiklad Zygosaccharomyces, Saccharomyces, Candida,
Brettanomyce, Rhodotorula a Pichia. Kvasinky produkuji etanol jako kone¢ny produkt
fermentace, diky ¢emuz miZe dojit k prekroceni legislativniho limitu pro nealkoholické
napoje, dale mohou zpiisobovat nadouvani obald, zakaleni, tvorbu povrchové blanky nebo

kvasinkovy odér. (Kregiel et al, 2014; Azeredo et al., 2016)

Plisn¢ jako jsou rody Aspergillus, Penicillium, Rhizopus, Mucor, Fusarium ¢i Cla-
dosoporium vytvari v napojich bilé nadychané shluky a zptisobuji diskoloraci. Nékteré

rody mohou také produkovat mykotoxiny. (Kregiel et al, 2014; Azeredo et al., 2016)

Co se tyce bakterii, mohou se vyskytovat urcité rody bakterii mlééného kvaseni (BMK)
pattici do rodl Lactobacillus a Leuconostoc. BMK byly izolovany z ovoce, ovocnych dzu-
st a obalovych materiall, jsou také rezistentni viici kyselin¢ benzoové a sorbové. BéZnymi
kontaminujicimi druhy této skupiny mikroorganismu jsou Lactobacillus paracaei, L. bre-
vis, L. plantarum, L. buchneri a Leuconostoc mesenteroides. V zavislosti na druhu a ris-

tovych podminkach mize katabolismus cukrli vést k tvorbé kyseliny mlé¢né, etanolu, ace-
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tatu, sukcinatu nebo formiatu, takové metabolity jsou zodpoveédné za ztratu nasyceni a trp-
kost népoje. Nékteré kmeny produkuji diacetyl, ktery dava napoji nezddouci maslovou
chut' a aroma. Leuconostoc mesenteroides je schopny vytvaret extracelularni polymery
z fruktézy nebo glukozy zodpovédné za slizovitou konzistenci ¢i tvorbu biofilmu na tech-

nologickém zatizeni. (Kregiel et al, 2014; Azeredo et al., 2016)

Bakterie octového kvaseni se vyskytuji v nealkoholickych napojich méné asto nez BMK,
jsou to striktn¢ aerobni mikroorganismy a mohou piedstavovat zavazny problém u napoju
balenych do permeabilnich obalt pro kyslik. Jejich pfitomnost miiZze zplsobovat zmény
chuté, nadouvani obaltl, turbiditu nebo tvorbu sedimentu a kysely odér. Mnoho rodi této
skupiny ma schopnost tvofit biofilm, ktery miize vyrazné zkomplikovat sanitaci provoz-
nich povrchii. VE&tsinou byvaji izolovany rody Acetobacter, Gluconobacter a Gluconaceto-
bacter, nicméné pomérné nedavno bylo zjiSténo, ze za zhorSenim kvality ndpojovych vy-

robkd mohou byt i bakterie Asaia. (Kregiel et al, 2014; Azeredo et al., 2016)

Prvnim zaznamenanym piipadem kontaminace ochucenych nealkoholickych napoji zpt-
sobené bakterii Asaia se datuje do roku 2002, kdyZ bylo izolovéno nékolik gramnegativ-
nich kmenti z ovocnych balenych vod v pribéhu produkce ve Spojenych statech americ-
kych. ZkaZeny produkt byl turbidni a mél kysely odér. Pro identifikaci byla pouZita metoda
zaloZena na sekvencovani 16S rRNA a metoda PCR. Predpokladalo se, Ze zdrojem konta-

minace byla pfirodni ovocna §tdva pouzita k ochuceni napoje. (Moore et al., 2002)

V Polsku bylo podrobeno analyze né€kolik vzorkli ovocné minerdlni vody s vizudlnim de-
fektem a pfirodni jahodovy koncentrat, ze kterého byly balené napoje vyrobeny. Ochucené
vody byly zakalené, pH se pohybovalo mezi 3,3 az 3,6. Inkubace demonstrovala ptitom-
nost smiSenych kultur sestavajicich z nékolika morfotypil, z nichZ byly purifikovany jed-
notlivé kolonie. Jeden z morfotypt byl dominantni a velmi charakteristicky, bakterie rostly
nejlépe za teploty 25°C na agaru obsahujicim CaCOs, pepton, kvasni¢ny extrakt a D-
glukozu a vytvotily svétle riizové, hladké a malé kolonie se zénou vycefeni po 72 hodino-
vé inkubaci. Diky molekuldrnim metodam bylo zjiSténo, Ze se jedna o Asaia lannensis.

(Kregiel et al., 2014)

V nedavné publikaci byla studovana bunécna konsorcia vytvorend kvasinkami a bakteriemi
Asaia v ochucenych nealkoholickych napojich s vizudlnim defektem ve formé vlocek. Me-
chanismus jejich koexistence je stale neprobadanou oblasti, nicméné pfitomnost izolova-

nych kvasinek Wickerhamomyces anomalus, Dekkera bruxellensis a Rhodotorula mucila-
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ginosa podpotila zesilit celkovou strukturu vlocek zplisobené bakterii Asaia a bylo obtizné

je od sebe odd¢lit. (Kregiel et al., 2018)

Tyto bakterie mohou diky svym povrchovym vlastnostem kolonizovat rtizné povrchy
obecné pouzivané pii vyrob¢ v potravinarském primyslu, jako je nerezova ocel, sklo, po-
lyethylen a polystyren. Kolem svych buné€k tvoii polysacharidovou kapsuli, buniky se pak
shromazd’'uji do aglomerati tvoticich velmi odolny a tézko odstranitelny biofilm, ktery

vvvvv

mické ztraty v disledku znehodnoceni napoje. (Horsakova et al., 2009; Sedlackova et al.,

2011)

Tato vlastnost byla potvrzena i v jinych studiich. Bylo zjisténo, Ze prilnavost na plastové
materialy je mnohem vyssi ve srovnani se sklenénym materialem. Pouziti skla jako obalo-
vého materidlu, které ma vétsi povrchové napéti, mize vyrazné snizit adhezni vlastnosti
Asaia sp. a ptispét tak k lepsi mikrobiologické stabilit¢ ochucenych nealkoholickych napo-
ju. (Kregiel et al., 2013 a 2014)

Asaia je také rezistentni vic¢i béZné pouzivanym konzerva¢nim latkdm a sanita¢nim proce-
duram, bakterie jsou schopny rist v pfitomnosti kyseliny benzoové, sorbové a dimetyldi-
karbonatu (DMDC) v koncentracich 1,5 mmol/l a vysSich. Kyselina benzoovd ma o néco
vyssi inhibi¢ni G€inek nez kyselina sorbova, DMDC je nejméné efektivni. Jejich eliminace
bude tedy vyzadovat silnéjsi prostiedky, jako je naptiklad horky hydroxid sodny a mecha-

nickée ¢isténi. (Horsdkova et al., 2009)

Vzhledem k rezistenci bakterie Asaia k pouzivanym konzerva¢nim latkdm se nové studie
zaméiuji na vyuziti pfirodnich bioaktivnich latek, jako jsou rostlinné polyfenoly a organic-
ké kyseliny, které by kontaminaci mohly zabranit. Bylo zjiSténo, Ze ptidavek Stavy
z americké brusinky (Vaccinium macrocarpon), ¢erného rybizu (Ribes nigrum L.) a brus-
nice bortvky (Vaccinium myrtillus), které jsou prirozené¢ bohaté na polyfenolické slouce-
niny, mohou znac¢n¢ snizit rist téchto bakterii a jejich pfilnavost na povrchy. Vyhodou
bobulovitych plodil je, Ze jsou prokazatelné prospé€sné pro lidské zdravi, coz z nich ¢ini
hodnotny piidavek do nealkoholickych népojl 1 zajimavou alternativu zajiSt'ujici mikrobi-

alni stabilitu kone¢ného vyrobku. (Antolak et al., 2015 a 2016; Sistkova et al., 2019)

V dalsi studii byly prozkoumdany antibakteridlni a antiadhezivni G¢inky etanolovych ex-
traktl ze skotice (Cinnamomum zeylanicum), 1ékotice (Glycyrrhiza radix), koptivy (Urtica

dioica), zeleného caje (Camellia sinensis) a cerného bezu (Sambucus nigra), které jsou
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bohaté na flavonoidy a fenolické slouceniny jako jsou kyselina gallova, chinova, chloroge-
nova, kavova, kumarova, ferulové a jiné. VSechny extrakty mély inhibi¢ni G¢inek na testo-
vané kmeny, bylo vSak prokézano, Ze médium obsahujici 10% extraktu z ¢erného bezu

(Sambucus nigra) bylo neju¢inngjsi. (Antolak et al., 2017; Sistkova et al., 2019)

Stejné tak byly prostudovany vlastnosti maty peprné (Mentha piperita L.), ktera je zndma
pro své antibakteridlni t¢inky. Vysledky indikovaly bakteriostaticky efekt extraktu proti
testovanym kmeniim Asaia bogorensis a As. lannensis, ptitomnost 10% etanolového ex-

traktu z maty omezila jejich adhezivni schopnosti. (Antolak et al., 2018)

4.2 Vyskyt Asaia sp. na hroznech révy vinné

V roce 2014 byla provedena studie, jejimz cilem bylo prozkoumat diverzitu bakterii octo-
vého kvaseni nachazejicich se na hroznech révy vinné, které jsou hlavni surovinou pro
vyrobu vina, a jeho kvalita je zavisla na pfitomnych mikroorganismech. (Mateo et al.,

2014).

Nezadouci mikroorganismy, které se podileji na kazeni vina, jsou vétSinou kvasinky spada-
jici do rodu Brettanomyces, Candida, Hanseniaspora, Pichia nebo Zygosaccharomyces,
z bakterii se mize jednat o bakterie mléEného kvaSeni rodu Lactobacillus, Leuconostoc a
Pediococcus. Co se tyCe bakterii octového kvaseni, byly ptivodné s hrozny a vinem spojo-
vany pouze rody Acetobacter a Gluconobacter, které zpusobuji typické octovaténi vina,
nicméné diky molekularné€ zaloZenym metodam slouzici k identifikaci mikroorganismi se

v

zjistuje, ze mikrofléra hroznti miize byt mnohem rozmanitéjsi. (Valera et al., 2017)

Ze tii vinohradt v jizni Australii byly sesbirany vzorky ze zdravych i nahnilych a poskoze-
nych hroznt bilych a ervenych odrad. Identifikovany byly druhy Gluconobacter frateurii,
G. cerinus, G. albidus, G. oxydans, Acetobacter malorum a méné typické Ameyamaea
chiangmaienis, Asaia lannensis a As. siamensis. (Mateo et al., 2014) Jiz diive byla Asaia
siamensis detekovana b&hem malolaktického kvaseni Gerveného vina Tempranillo ve Spa-
nélsku, nicméné jejich vliv na proces a na organoleptické vlastnosti vina neni znam. (Ruiz

etal., 2010)
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4.3 Patogenita

Bakterie Asaia samy o sob¢ nepiedstavuji zdravotni riziko, nicmén¢ nékteré kmeny mohou
byt oportunnimi patogeny v kombinaci s jinym onemocnénim a oslabenym imunitnim sys-
témem a vést tak ke zhorSeni zdravotniho stavu. (Alauzet et al., 2010; Antolak a Kregiel.,

2015)

Jeden z prvnich zdokumentovanych ptipadt bakteriémie zpisobené rodem Asaia je popsan
ve studii z roku 2006 (Tuuminen et al.). Pacientem byl mlady muz pivodem z Estonska,
ktery byl piijat do Fakultni nemocnice v Helsinkdch s bolestmi hlavy a horeckou,
v minulosti prodélal chronickou enterokokovou artritidu. Konkrétni pfi¢ina onemocnéni
nebyla znama, jednalo se vSak o kombinaci snizené¢ imunity a nitrozilniho uzivéani drog.
Pacientovi byly odebrany vzorky krve a jeho hodnota C-reaktivniho proteinu (CRP), coZ je
reaktant akutni faze, kdy se rozviji zanét, byla velmi vysoka. Po dvoudenni inkubaci byly
izolovany velmi rezistentni striktné aerobni gramnegativni ty¢inky, které bylo tézké identi-
fikovat klasickymi metodami, az diky sekvencovani 16S rRNA a porovnanim se sekven-
cemi v databazi bylo zji§téno, Ze se jedna o Asaia bogorensis. Bakterie byla velmi rezis-
tentni vici vetSin€ antibiotik rutinn€ testovanych pro gramnegativni bakterie, napiiklad
minimalni inhibi¢ni koncentrace kolistinu byla vice nez 1000mg/1. Pacient byl hospitalizo-
van po dobu 13 dni a 1é¢en pomoci antibiotik tobramycinu a ceftriaxonu podavanych intra-
venozné. Zdroj bakteriémie nebyl jasny, predpokladalo se vSak, Ze bakterii byla kontami-

novana narkotika. (Tuuminen et al., 2006)

Dalsim pacientem byla zena stfedniho véku, ktera se nachéazela v posledni fazi selhdvani
ledvin. Nékaza bakterii 4saia bogorensis u ni zplsobily hypotenzi a tachykardii. V jiném
ptipad¢ byla 4s. bogorensis dekovana u pacienta, kterym byl dvoulety chlapec, trpici cys-
tickou fibr6zou. (Tuuminen et al., 2006; Alauzet et al., 2010; Antolak a Kregiel., 2015)

V roce 2010 byla prokazana bakteriémie zapti¢inénd druhem Asaia lannensis u dvou dét-
skych pacientl. Obé& déti byly l1éceny s dilatacni kardiomyopatii a ¢ekaly na transplantaci
srdce. BEhem nemocni¢niho pobytu se u nich projevily podobné symptomy, jako zvySena

teplota, hypotenze a mirna leukopenie. (Juretschko et al., 2010)
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5 MOZNOSTI STANOVENI AS414 V POTRAVINACH A NAPOJICH

Zakladem k identifikaci bakterii 4saia je znalost morfologickych, fyziologickych a bio-
chemickych vlastnosti spolu s vyuzitim molekuldrnich metod. Prakticky nemozné je identi-
fikovat tyto bakterie komercnimi biochemickymi testy jako je napiiklad API20NE, Rapid
NF nebo Vitek, jejich pouziti totiz vede k mylnym interpretacim. Kdyz Moore et al. ve své
studii pouzil metodu API20NE pro izolované buiiky z ochucenych vod, vysledkem byla
chybna identifikace jako Pasturella sp. Stanoveni Asaia sp. v potravinach a népojich neni
jednoduché, nejvhodnéjsimi a nejpfesnéjSimi metodami pro stanoveni téchto bakterii je
vyuziti molekuldrné biologickych metod, konkrétné polymerazové tetézové reakce. Pri
identifikaci bakterii octového kvaseni se uplatiiuje také metoda MALDI TOF-MS, kdy se
specificka hmotnostni spektra ziskand béhem analyzy porovnaji s referencnimi v databézi,
nicmén¢ v souCasnych studiich neni zminka o pouziti této metody k identifikaci bakterii
Asaia izolovanych z potravin a napoju. (Kregiel et al., 2011; Moore at al., 2002; Antolak a
Kregiel., 2015; Andés-Barrao et al., 2017)

5.1 Izolace a kultivace

Pro izolaci a kultivaci bakterii Asaia se pouZivaji média obsahujici jako zdroj energie a uh-
liku gluk6zu nebo sachar6zu, dal§imi zakladnimi sloZkami jsou pepton a kvasnicny extrakt,
zakladni médium byvé obohaceno o uhlicitan vapenaty a inkubuje se pfi teploté 25-30°C po
dobu 48-72 hodin. Velmi dobry rist vykazuji na pad¢ obsahujici glukozu a siran amonny,
dale na manitolovém nebo glutamatovém agaru, ale Zadny druh neroste v ptitomnosti meta-

nolu. (Katsura et al., 2001; Sedlackova et al., 2011; Yukphan et al., 2004)

Kmeny izolované z klinického materidlu vykazovaly rist na krevnim a ¢okoladovém agaru

po 48 hodinové inkubaci pii teploté 30°C a 35°C. (Tuuminen et al., 2006)

Ve studii Yamada et al., ktera jako prvni piedstavila bakterie rodu Asaia, bylo pro izolaci
pouzito médium obsahujici 2,0% sorbitolu, 0,5% peptonu, 0,3% kvasni¢ného extraktu a 100
p.p-m. cykloheximidu, poté bylo médium upraveno pomoci kyseliny chlorovodikové na pH
3,5. Izolovany materidl byl inkubovan a po mikrobidlnim nartistu byly mikroorganismy
pieneseny na CaCOs agar obsahujici 2,0% glukozy, 0,5% etanolu, 0,8% kvasni¢ného ex-
traktu, 0,7% uhli¢itanu vapenatého a 1,2% agaru. Médium nebylo obohaceno kyselinou

octovou, ¢imz se liSilo od téch, které Yamada et. al pouzil ve svych piedeslych studiich
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k izolaci a kultivaci jinych roda octovych bakterii. (Yamada et al., 2000)

5.2 Molekularné biologické metody

Polymeréazova fetézova reakce (PCR) je spolehlivou metodou pfi identifikaci bakterii Asaia
izolovanych z potravin. Tato metoda je zalozena na replikaci nukleovych kyselin a podsta-
tou je cyklicky se opakujici enzymova syntéza novych fetézcii z vybranych tsekli dvoute-
tézcové DNA pomoci DNA-polymerazy, jenz byva izolovana z termofilnich mikroorga-
nismi jako je naptiklad Thermus aquaticus (tzv. Tag DNA-polymeraza). (Smarda et al.,
2005)

Béhem PCR se opakovang stiidaji tii kroky, a to denaturace, annealing a elongace. Béhem
denaturace se DNA po dobu 20-30 sekund zahtiva pfi teploté¢ 94-98°C, po tomto zakroku
dochazi k uvolnéni vodikovych mistkl z dvoutetézcové DNA (dsDNA) a vznikaji dvé jed-
notetézcové DNA (ssDNA). Pii tzv. annealingu, ktery probiha pii teploté 50-65°C, dojde
k ptipojeni primert k templatové ssDNA, a tim dochazi k ohraniceni cilové sekvence, ktera
bude amplifikovdna. Poslednim krokem je elongace, tedy syntéza nového vlakna ve sméru
od 5" konce ke 3" konci komplementarné k plivodni molekule DNA prostiednictvim DNA-
polymerazy. Vyslednym produktem PCR jsou pak amplikony, tedy useky DNA o definova-
né délce a o velikosti vétSinou desitky az tisice pard bazi. K analyze produkti PCR poté
slouzi rizné metody jako napiiklad hybridizace, ELISA, sekven¢ni analyza, ale nejvyuZzi-

v e

vangjsi je agarozova gelova elektroforéza. (Bursova et al., 2014; Smarda et al., 2005)

Pro tuto metodu jsou zapotiebi specifické primery, které se komplementdrné vazi
k templatové DNA. V jedné z prvnich studii zabyvajici se kontaminaci napoji bakterii
Asaia byly pouzity 16S rRNA primery 5'-AGG ATT AGA TAC CCT GGT AGT CCA-3’
jako tzv. forward primer a 5'-ACT TAA CCC AAC ATC TCA CGA CAC-3" jako tzv. re-

verse primer. (Moore et al., 2002)

Kromé primert je potfeba pro spravny pritbéh PCR pfipravit reakéni smés obsahujici tem-
platovou DNA jako matrici pro tvorbu nového vladkna, pufr, vodu, hote¢naté ionty slouzici
k aktivaci DNA-polymerazy, dNTPs, coZ jsou volné deoxynukleotidtrifosfaty, které jsou
stavebnimi kameny pro syntézu nového vldkna DNA, a jiz zminénou DNA-polymerazu.

(Bursova et al., 2014)
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ZAVER

Bakterie rodu Asaia byva stale Castéji izolovana z balenych ochucenych nealkoholickych
napoji a piedstavuje tak pomerné nové nebezpeci v napojovém pramyslu. Ve vyrobcich
zpusobuji organoleptické zmény, diky kterym se stadvaji nevhodnymi pro konzumaci a ne-
pfijatelné pro zdkaznika. Zdrojem kontaminace jsou $tavy a pifirodni aromata, které se po-
uzivaji k ochuceni. Je pravdépodobné, ze poptavka po novych a exotickych ptichutich ved-

la k rozsiteni této bakterie 1 mimo své puivodni stanovisté. (Antolak a Kregiel., 2015)

Problémem jsou piedevsim jejich adhezni vlastnosti a schopnost tvorby biofilmu, ktery
ulpi na technologickém zafizeni a je té¢zko odstranitelny, tim mtze dochazet k sekundarni
kontaminaci, 1 kdyz ve vychozi suroviné Asaia ptitomna neni. Napomocny neni ani fakt, ze
jsou rezistentni vii€i konzervacnim latkam bézné pouzivanym k zajisténi mikrobidlni stabi-
lity ndpojt. Pro odstranéni je tfeba pouzit siln€jsi sanitacni prostfedky a detergenty spolu

s mechanickym c¢isténim. (Horsakova et al., 2009; Sedlackova et al., 2011)

Zajimavé jsou studie zabyvajici se pouzitim ptirodnich bioaktivnich latek k eliminaci téch-
to bakterii. Polyfenolické latky extrahované z rostlin a ovoce bohatych na tyto slouc¢eniny
by tak mohly byt jednim z feSeni, jak snizit pfitomnost téchto nezddoucich mikroorganis-

mil a zaroven piispét ke zdravi konzumenta. (Sistkova et al., 2019)

Piestoze se nejednd o patogenni mikroorganismy, byly detekovany v klinickém materidlu
pacientl se sniZzenou imunitou a pfisp€ly ke zhorSeni jejich zdravotniho stavu. Dale byly
izolovany ze stfev, slinnych Zlaz a reprodukénich orgdni komart, ktefi jsou vektory pfti

prenosu malarie nebo riznych vird. (Tuuminen et al., 2006; Chouaia et al., 2010)

Asaia byla objevena pomérné nedavno, jedna se tedy o stidle malo probadanou bakterii.
Budouci studie a tim lepsi porozuménti jejich vlastnostem proto pfispé€ji k zamezeni tohoto
nezadouciho mikroorganismu v potravinaiském primyslu a rozvoji novych technologii

nebo zlepSeni stavajicich. (Antolak a Kregiel., 2015)
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

ADH
ALDH
BMK
CFU
CRP
DMDC
DNA
dNTP
dsDNA
ELISA
GC baze
MALDI-TOF MS

MIC
PCR
rRNA
ssDNA

alkoholdehydrogenaza

aldehyddehydrogenaza

bakterie mlé¢ného kvaSeni

kolonii tvofici jednotka (Colony Forming Units)

C-reaktivni protein

dimetyldikarbonat

deoxyribonukleova kyselina

deoxynukleotidtrifostaty

dvouretézcova deoxyribonukleova kyselina (double-stranded DNA)
Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay

guanin a cytozin baze

hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za tcasti
matrice s priletovym analyzatorem (Matrix-Assisted Laser Desorp-
tion/Ionization Time-of-Flight Mass Spectrometry)

minimalni inhibi¢ni koncentrace

polymerazova fetézova reakce

ribozomalni ribonukleova kyselina

jednofetézcova deoxyribonukleova kyselina (single-stranded DNA)
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