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Abstrakt

Zavedeni metod sekvenovani nové generace zacatkem
21. stoleti zpusobilo revoluci v sekvenovani. Tyto
nové vysoce vykonné metody poskytuji rychly zisk
velkého mnozstvi sekvenacnich dat pfi pomérné niz-
kych nékladech. V mikrobiologii tak umoznily studovat
diverzitu genomd a transkriptoml na trovni mikrobidl-
nich kment, ale i na trovni mikrobidlnich spolecenstev
daného prostfedi, provadét komplexni taxonomické pro-
filovani a predikci metabolickych drah, objevovat nové
geny i nové nekultivovatelné druhy. Obsahem tohoto
literarniho prehledu je struény popis principi a postupt
nejuzivanéjSich metod sekvenovani nové generace
a prezentace jejich praktické aplikace pro studium diver-
zity mikrobiomu a rezistomu v syrech a pfi vyrob¢ syrti na
prikladech recentnich odbornych studii. Cilem je ukazat
potencidl téchto metod, pfi spravném pouZziti a interpreta-
ci, pro zvyseni potravinové bezpecnosti a udrznosti syrt,
charakterizaci syrt s chranénym oznacenim pivodu nebo
studium zakysovych a nezakysovych kultur.

Klicova slova: sekvenovani nové generace, mikro-
biom, rezistom, syry, mlékdrensky priimysl

Abstract

The introduction of next-generation sequencing met-
hods in the early 21st century has revolutionized se-
quencing technologies. These novel high-throughput
methods enable the rapid acquisition of large volumes of
sequencing data at relatively low costs. In microbiology,
this has facilitated the study of genome and transcrip-
tome diversity at the microbial strain level, as well as at
the level of microbial communities within a given envi-
ronment, enabling comprehensive taxonomic profiling,
prediction of metabolic pathways, discovery of novel
genes, and identification of previously unculturable spe-
cies. This literature review provides a brief description
of the principles and procedures of the most used next-

generation sequencing methods and the presentation of
their application for studying microbiome and resistome
diversity in cheeses and during cheese production, based
on the recent scientific studies. The aim is to demonstrate
the potential of these methods, with proper application
and interpretation, for enhancing food safety and sustai-
nability of cheeses, characterizing cheeses with protected
designation of origin, or investigation of starter and non-
starter cultures.

Keywords: next-generation sequencing, microbiome,
resistome, cheeses, dairy industry

Uvod

Obrovskym pifelomem v sekvenovani nukleovych
kyselin se zacatkem 21. stoleti stal nastup technik sekve-
novani nové generace (next generation sequencing,
NGS), nékdy téz oznaCovanych jako techniky masivné
paralelniho sekvenovani (massivelly parallel sequen-
cing, MPS) (Goodwin a kol., 2016). Jednotlivé meto-
dy NGS se lisi v pouZitém principu sekvenovéani a tim
i dalSich parametrech a byly svymi dominantnimi vyrob-
ci zavadény postupné. Spole¢né vSak maji to, Ze oproti
Sangerovu sekvenovani pouze jednoho kratkého useku
ssDNA (maximélné 1200 bp) v jedné kapilafe umozZiuji
pfi jednom béhu paralelni sekvenaci tisicii az miliénu
useki DNA (u nékterych metod NGS i RNA) najed-
nou. To ucinilo sekvenovani nukleovych kyselin meto-
dami NGS enormné rychlym pfi zisku velkého mnozstvi
sekvenacnich dat za jednotku casu (oznaCovano jako
propustnost), téz vSak vyrazné levnéjSim, a tim i znacné
dostupnéjsim.

DNA nebo RNA mohou byt izoloviny z homogenni
populace bun€k nebo z daného prostredi (metagenomo-
va DNA) a Ize je sekvenovat necilené nebo cilené pouze
nekteré jejich tseky. RNA lze sekvenovat pfimo nebo az
po jejim prepisu reverzni transkripci do komplementarni
cDNA (ang. complementary DNA) (Goodwin a kol.,
2016). Pro homogenni populaci bunék daného organis-
mu tak lze sekvenovat jeho cely genom (celogenomové
sekvenovani DNA; ang. whole-genome sequencing,
WGS), tento genom sestavit a anotaci identifikovat jed-
notlivé geny a jejich funkce. Sekvenaci RNA nebo cDNA
1ze poté ziskat informaci o transkriptomu organismu pfi
danych podminkach. Pti aplikaci specidlnich postupil 1ze
metodami NGS cilené sekvenovat i pouze vybrané oblas-
ti, jako napriklad exom (koédujici oblast genomu) nebo
useky DNA, na které se vazou proteiny jako transkripcni
faktory. Vybrané cilené aseky lze téz nejdiive amplifiko-
vat pomoci PCR a sekvenovat az PCR amplikony.

Sekvenace metagenomové DNA umoziuje studovat
genetiku vSech pritomnych organismi vcetné mikro-
biomu daného prostfedi. V zavislosti na komplexité
spolecenstvi Ize pro jednotlivé rody, druhy nebo i kme-
ny sestavit z metagenomickych sekvenacnich dat jejich
souhrnny genom (ang. metagenome-assembled genome,
MAG) a anotovat jej (De Filippis a kol., 2024). Ve frag-
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mentech metagenomové DNA Ize téZ hledat sekvence
vybranych gent nebo je taxonomicky urcit. Pro taxono-
mické profilovani mikrobiomu se pouZziva sekvenace PCR
amplikont taxonomicky vyznamnych genu. Sekvenace
metagenomové RNA nebo cDNA umoziiuje studovat jak
transkriptom mikrobidlnich spolecenstvich, tak taxono-
micky profilovat pouze metabolicky aktivni buiiky.

Metody NGS tak maji neuvéfitelné Siroké spektrum
komplexnich aplikaci pro studium genomiky, metage-
nomiky, transkriptomiky, epigenomiky a metabolomiky
v mnoha riznych oblastech, jako je mikrobiologie, hu-
manni a veterindrni medicina, environmentdlni védy
nebo forenzni védy a dalsi. V mikrobiologii tak umoziuji
sekvenaci celych genomul a mikrobidlnich spolecenstev,
objevovani novych nekultivovatelnych druha prokaryot,
objevovani novych gend nebo jejich variant, predikci
metabolickych drah a dal$i (Goodwin a kol., 2016). Ne-
jinak je tomu i v pfipadé studia diverzity mikrobiomu
a rezistomu syrt, kde si metody NGS nasly jiz své pevné
misto, jak je zfejmé i z literarnich prehledd mapujicich
rozsah aplikace metod NGS v této oblasti (Mayo a kol.,
2014; Kamilari a kol., 2019; Afshari a kol., 2020).

Principy metod sekvenovani nové generace

V soucasné dobé jsou nejvice pouZivany Ctyfi metody
NGS, dominantné vzdy na platformach jedné konkrétni
spolecnosti. Tfi metody patfi mezi metody provadejici
sekvenovani syntézou, a to metoda sekvenovani pomoci
reverzibilnich terminator Illumina (Illumina, USA),
iontové polovodicové sekvenovani Ion Torrent (Thermo
Fischer Scientific, USA) a sekvenovéni s jednou moleku-
lou v redlném case PacBio (Pacific Biosciences, USA).
Ctvrtou metodou je nanopérové sekvenovani (Oxford
Nanopore Technologies, Spojené kralovstvi). Jednotlivé
metody se li§i svymi principy a sekvena¢nimi parame-
try, pozadavky na pfistrojové a laboratorni vybaveni,
pripravou vzorkl k sekvenaci (pfiprava knihoven), pro-
pustnosti a ndklady na sekvenaci. Jednotlivé platformy
jsou vzdy dostupné ve vice verzich pfristrojového vy-
baveni, které se liSi v parametrech, jako rozsah sek-
venovacich délek, doba béhu nebo propustnost, a tim
1 v pofizovaci cené pfistroje a typu analyz pro svoje opti-
malni vyuziti (Hu a kol., 2021).

Mezi sekvenacni parametry patii délka sekvenacnich
¢teni (ang. sequencing reads), presnost sekvenace, nut-
nost amplifikace DNA nebo schopnost pfimo sekvenovat
téZ RNA (metoda PacBio sekvenovani, pro eukaryotic-
kou mRNA téZ nanopérové sekvenovani) (Satam a kol.,
2023). Vyssi presnost maji metody NGS s kratkym ¢tenim
(ang. short-read sequencing), které sekvenuji tseky do
900 bp a mezi které patfi platformy Illumina (délka
¢teni 150-900 bp, presnost ¢teni ~99,9 %) a lon Tor-
rent (200—600 bp, ~98 — 99,9 %). Metody NGS s delsim
¢tenim (ang. long-read sequencing) sekvenuji tseky delsi
nez 10 000 bp a jejich presnost je o néco nizsi, s dalSim
vyvojem platforem se vSak stile zvySuje. Mezi tyto me-

tody patfi platformy PacBio (délka ¢teni 20-50 kbp,
maximélné az 100 kbp; 85,0-99,9 %) a nanopdrové
sekvenovani (10-50 kbp, maximélné¢ az stovky kbp;
85-95 % pro drivéjsi generace reagencii a pratokovych
cel, 95-97 % pro posledni generaci reagencii a prito-
kovych cel R10.4).

Platformy sekvenovdni nové generace pro krdtké ¢teni

Metoda sekvenovani pomoci reverzibilnich termina-
tord byla pivodné vyvijend spolecnosti Solexa (Spo-
jené kréalovstvi). Solexa se v roce 2007 stala soucasti
spolec¢nosti Illumina (USA), kterd v roce 2007 uvedla
na trh prvni verzi platformy Genome Analyzer [llumina.
V soucasné dobé jsou komeréné dostupné verze MiSeq,
NextSeq, HiSeq a NovaSeq [llumina. Pfi této metod¢ jsou
kratké tetézce ssDNA imobilizovany pomoci nukleo-
tidovych adaptéri do jednotlivych spotti mikroporézni
desticky a poté v daném spotu namnoZzeny specialni tech-
nikou miustkové amplifikace (Hu a kol., 2021). Nasledné
je na vsech spotech soucasné provedena syntéza kom-
plementarnich vlaken ssDNA postupnym pridavanim
tzv. reverzibilnich terminatord, fluorescencné znacenych
specificky modifikovanych deoxynukleotid-trifosfati
(dNTPs), jejichz pfipojeni do nové syntetizovaného
fetézce dsDNA je detekovano pomoci fluorescence.

Metoda iontového polovodi¢ového sekvenovani (ang.
ion semiconductor sequencing) byla piivodné vyvijena
spolecnosti Life Technologies (USA), kterd v roce 2010
uvedla na trh prvni z verzi platforem Ion Torrent, a to
Ion PGM (Ion Personal Genome Machine). Spolecnost
Life Technologies je od roku 2014 soucasti spolecnosti
Thermo Fisher Scientific (USA) a v soucasné dobé
jsou komercné dostupné verze Ion S5, Ion S5 XL a Ion
GeneStudio S5. Sekvenovani probiha na Cipu s miliony
mikrojamek, kdy kazd4 mikrojamka obsahuje jeden
fetézec ssSDNA, ktery je nejdiive amplifikovan pomoci
emulzni PCR (Hu a kol., 2021). V jednotlivych cyklech
jsou postupné pridavany jednotlivé dNTPs, kdy pri jejich
zatazeni do nové syntetizovaného fetézce dsDNA dojde
k uvolnéni protonu H+, coZ jako zménu pH detekuje sen-
zor umistény pod mikrojamkou.

Platformy sekvenovdni nové generace pro dlouhé cteni

Sekvenovani s jednou molekulou v redlném Ccase
SMRT (ang. single-molecule real-time sequencing) se
podle vyrobce Pacific Biosciences oznacuje téz jako
PacBio sekvenovani. Prvni verze PacBio RS byla uve-
dena na trh v roce 2011 a v soucasné dobé jsou dostupné
dalsi verze Revio a Sequel Ile. Principem této metody
je sekvenace dlouhych cirkularnich molekul dsDNA ve
specidlnich ZMW nanojamkach (ang. zero-mode wave-
guides; vlnovod s nulovym médem) reakéni cely (Hu
a kol., 2021). Tyto ZMW nanojamky, kterych reakcni
cela obsahuje desitky az stovku tisic, maji pramér néko-
lika desitek nm a na svém dné maji ukotvenou jednu
molekulu DNA polymerazy, na kterou se navaze jedna
cirkularni molekula dsDNA. Nésledné jsou postupné
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pridavany fluorescenéné znacené dNTPs, kdy vzhledem
ke konstrukci ZMW nanojamky svétlo pronika pouze do
blizkosti DNA polymerazy a fluorescence je tak deteko-
vana pouze pri jejich zarazeni do nové syntetizovaného
dsDNA vldkna.

Metoda nanopodrového sekvenovani byla uvedend
svym vyvojcem a dominantnim vyrobcem Oxford Na-
nopore Technologies (Spojené kralovstvi) na trh v roce
2014 ve verzi MinlON s prvni generaci pritokovych
cel R7.0. V soucasné dobé jsou k dispozici i dalsi verze
GridION a PromethION a pritokové cely nyni jiz ge-
nerace R10.4. Pfi nanopérovém sekvenovini probihd
sekvenovani prichodem ssDNA fetézce specidlnim pro-
teinovym nanopérem (Hu a kol., 2021). Proteinovy na-
nopor je zabudovan do syntetické membrany ponofené
do elektrolytického roztoku, kterym prochazi proud,
a vSe je umisténé v zafizeni oznacovaném jako pritokova
cela (ang. flowcell). Prichod jednotlivych nukleotida
blokuje nanopér, ¢imz dochazi ke zméndm ve veliko-
sti elektrického proudu, které jsou detekovany pomoci
elektrod umisténych v membrané a jsou charakteristické
pro jednotlivé nukleotidy vzhledem k jejich rozdilim ve
velikosti a chemické strukture.

Parametry vybéru platformy pro sekvenovdni nové
generace

Cena za pristrojové vybaveni zavisi na konkrétni verzi
pouzité platformy a pohybuje se obecné v rozsahu 100 000
— 1 000 000 euro s vyjimkou platformy MinION pro na-
noporové sekvenovani, kterou lze poridit jiz za 1 000 euro
a lze ji pouzivat i v terénu (Hu a kol., 2021). Orientacni
cenu za sekvenaci 1 Mbp metodami NGS Ize odhadnout
v fadu jednotek az niz§ich desitek euro (Hu a kol., 2021;
Solcova a kol., 2021), kdy presnd cena zaleZi na mnoha
parametrech, jako organizace sekvenacnich béhi, aktual-
ni ceny reagencii k pfipravé knihoven a zplisob provedeni
sekvenacni zakazky. Volba nejvhodnéjsi metody NGS
pak zévisi na konkrétnim cili analyzy a pozadovanych
vlastnostech sekvenacnich dat (délka cteni, hloubka
sekvenovani, presnost, propustnost), dostupném roz-
poctu, laboratornim vybaveni a dostatku Skoleného per-
sondlu pro in-house provedeni sekvenovani nebo jeho
provedeni specializovanymi spole¢nostmi. Casto se jed-
notlivé metody NGS vhodné dopliuji. Kombinace metod
kratkého a dlouhého ¢teni umoziluje napriklad sestaveni
kompletnéjsSiho a presnéjSiho genomu, nebot metody
dlouhého ¢teni umoziuji sestavit jeho strukturu, zatimco
metody kratkého Cteni poté presnéji sekvenovat jednot-
livé useky (Satam a kol., 2023).

Protokoly metod sekvenovani nové generace
pro studium mikrobiomu a rezistomu syrii

Izolace mikrobidlni DNA a RNA ze vzorku

Prvnim krokem je izolace mikrobialni DNA nebo RNA
ze vzorku. K dispozici je Siroké spektrum in-house metod
nebo komeréné doddvanych souprav, které se lisi svou

vhodnosti pro rizné typy matrice vzorku (Cisté mikro-
bialni kultury; vzorky rtzné upraveného mléka a jinych
vstupnich surovin, raznych typt syrt, solnych lazni,
stérd z prostfedi a dalSich), spektrem mikroorganismd,
pro izolaci jejichz nukleovych kyselin jsou vhodné
vzhledem k rozdilim ve sloZeni bunécné stény, pracnosti,
casovou naroc¢nosti, vytézkem a Cistotou izolované DNA
nebo RNA (Kamilari a kol., 2019). Jednotlivé metody se
lis1 v postupech pouzitych pro dezintegraci mikrobial-
nich bunék s cilem uvolnit intracelularni DNA a RNA
a naslednych postupech pro extrakci volné DNA nebo
RNA. Pro vzorky s vysokym obsahem tuki, proteint
nebo anorganickych soli, coZ je specidlné pfipad vzorkl
syrti nebo vzorkil z vyroby syrd, je obvykle nutno provést
i specidlni predipravu vzorku pro odstranéni téchto
slozek. Zadn4 metoda izolace DNA nebo RNA neni do-
sud zavedena jako standardni, pfi vybéru vhodné metody
je tak nutno konzultovat dostupnou odbornou literaturu
véetné doporuceni vyrobcu platforem NGS (Kamilari
a kol., 2019). Srovnani uc¢innosti metod izolace mikro-
bialni DNA z riznych druhtt mléka a syrt se dlouhodobé
vénuje mnoho studii. S pouZitim metod NGS vsak
pribyla i moznost komplexniho srovnani presnych taxo-
nomickych profili izolované DNA nebo RNA. Prikladem
je studie, kterou provedli Markuskova a kol. (2021) pro
stanoveni vlivu pouzitych metod izolace DNA ze syru
Mozzarella na bakteridlni 16S rDNA profil pii sekve-
naci platformou Illumina MiSeq, kdy nékteré metody
vykazovaly vysSi relativni zastoupeni grampozitivnich
bakterii. Sekvenacni data ziskand pro stejné vzorky
odliSnymi metodami izolace DNA je tak tfeba srovndvat
velmi uvazlive.

Priprava sekvenacni knihovny

DalSim krokem je pfiprava sekvenacni knihovny,
coZ oznacuje prfipravu jednotlivych fragmenti DNA
nebo RNA do formy c¢itelné danou sekvenacni platfor-
mou, a samotnd sekvenace. V zdvislosti na cili analyzy
a sekvenacni platformé zahrnuje pfiprava knihovny
rizné kroky, jako prepis RNA do cDNA, amplifikace
PCR amplikont, cilend fragmentace a/nebo separace
fragmentd, ligace adaptéri na fragmenty DNA a dalsi (Hu
a kol., 2021). Pro taxonomické profilovani mikrobiomu
se standardné pouZziva gen pro 16S rRNA (délka zhruba
1500 bp) pro prokaryotické mikroorganismy (bakterie
a archaea) a oblast ITS (ang. internal transcribed spacer)
(450750 bp) pro mikromycety (kvasinky a plisné), kdy
volba vhodnych primerd a délka sekvenovaného tseku
miZe ovlivnit vysledek taxonomického profilovani
(Mayo a kol., 2014).

Bioinformatickd analyza sekvenacnich dat
Poslednim krokem je bioinformatickd analyza sek-
venacnich dat. Postup bioinformatické analyzy (téz
oznacovan jako pipeline) zavisi na cili analyzy a sklada
se obvykle z nékolika navazujicich uloh (Satam a kol.,
2023). Standardné se pro provedeni preferuje systém
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Linux nebo softwarové balicky v jazyce Python s kni-
hovnou Biopython. Tyto postupy jsou bezplatné vyvije-
ny a sdileny bioinformatickou komunitou (viz naptiklad
ulozisté¢ github.com), kdy jejich pouziti predpoklada
urcité expertni znalosti bioinformatiky. Alternativou jsou
software poskytovana pifimo vyrobci sekvenacnich plat-
forem nebo online nastroje nékterych vyzkumnych center
nebo referencnich databazi, které uZivateli umozZiuji
provadét jednotlivé analyzy s menSimi naroky na expertni
znalosti. Prikladem jsou platformy Center for Genomic
Epidemiology (https://genepi.food.dtu.dk/) nebo Galaxy
project (https://usegalaxy.org/), které 1ze pouZit i pfi pouze
zakladnich znalostech o zpracovéani bioinformatickych
dat. Pro vizualizace dat se nejCastéji pouZivaji softwarové
balicky v jazyce R nebo specialni software.

Zpracovani sekvenacnich dat zahrnuje prevod surovych
dat ze sekvenatoru na sekvenacni cteni, obvykle ve formatu
fastq, ktery obsahuje i informaci o spolehlivosti sekvenace
pro jednotlivé nukleotidy, odstranéni sekvenci adaptért
a primert a filtraci z hlediska spolehlivosti sekvenovani
a délky. Nasledné jsou sekvenacni Cteni sestavovdna do
vétSich celkll aZ na uroveni genomd a MAG a/nebo je
provedeno jejich srovnani se sekvencemi v referencnich
databézich s cilem je taxonomicky identifikovat nebo de-
tekovat sekvence cilovych gent (Hu a kol., 2021). Pro
metagenomové analyzy je duleZité téZ odstranéni sekvenci
kontaminujici DNA, coZ pfi mikrobidlni analyze syra jsou
sekvence kravské, ovCi nebo lidské DNA vcetn€ mito-
chondridlni DNA, v pripadé primési rostlinnych surovin
téZ rostlinné a plastidové DNA. Specidlni nastroje poté
existuji pro korelaci rizného poctu kopii genu pro 16S
rRNA a pro oblast ITS u riznych druht nebo pro urceni
urovné transkripce geni (Hu a kol., 2021). Podrobna sché-
mata postupu pro jednotlivé typy analyz jsou dostupnd
v prislusné odborné literature (Mayo a kol., 2014; Kami-
lari a kol., 2019; Afshari a kol., 2020).

Mezi standardni referen¢ni databaze pro sekvence DNA
a RNA patii NCBI GenBank (databéaze sekvenci s anota-
cemi), NCBI RefSeq (databaze referencnich sekvenci),
databidze SILVA (databédze referencnich sekvence pro
rRNA bakterii, archaei a eukaryot), databidze pro geny
rezistence k antibiotikim (ang. antibiotic resistance
gene, ARG) jako MEGARes, CARD, ARG-ANNOT
nebo ResFinder a dalsi (Rubiola a kol., 2022a).

Studium mikrobiomu syri metodami
sekvenovani nové generace

NejcastéjSim typem vzorkl pro analyzu mikrobiomu
pri vyrobé syru jsou piimo syry. Pozornost se vSak vénuje
i analyze mléka a dalSich vstupnich surovin i vzorkim
z prostiedi, které prichazi se syry do kontaktu.

Taxonomické profilovdani mikrobiomu syru

Pro taxonomické profilovani mikrobiomu syri se
standardné pouzivd gen pro 16S rRNA pro bakterie
a archaea a oblast ITS pro kvasinky a plisné, i kdyz

v nékterych piipadech nemusi byt toto taxonomické
profilovani dostacujici. V dostupnych studiich jsou
pouZzivany vSechny ctyfi vySe popsané NGS metody,
kdy mezi nejcastéji pouzivané patii platforma Illumina.
Neékteré studie se vénuji i srovnani vysledkt ziskanych
riznymi platformami a postupy, kdy napriklad Decadt
a kol. (2023; 2025) provedli pro DNA izolovanou z te-
pelné osetfeného mléka a vzorka syri Gouda v pribéhu
zrani srovnani vlivu metody sekvenovani (sekvenace
metagenomové DNA na platformé Illumina NovaSeq
a MinION, 16S rDNA na platformé& PacBio Sequel) na
taxonomické profilovani. VSechny metody identifiko-
valy identické bakteridlni druhy, které se vSak liSily ve
své relativni Cetnosti z diivodu rGzné miry fragmentace
genomu odlisné Zivotaschopnych bunék. Sekvenace 16S
rDNA tak byla doporucena jako presné€jSi pro taxono-
mické profilovani metabolicky aktivnich bunék. Naopak
sekvenovani metagenomové DNA umoZznilo detekovat
1 mikromycety a bakteriofagy vcetné jejich zastoupeni
v ruznych ¢astech syra a sestavit MAG pro rizné bak-
terialni druhy vcetné zakysovych a nezakysovych kultur.
Rubiola a kol. (2022b) srovnali taxonomickou profilaci
bakteriomu filtrt z tanki na mléko pfi sekvenaci 16S
rDNA na platformé MinlON a Illumina NovaSeq a pfi
sekvenaci metagenomové DNA na platformé Illumina
NovaSeq. Sekvenace 16S rDNA se v této studii ukazala
jako vhodnéjSi nastroj pro profilovani nejvice Cetnych
taxond, sekvenace metagenomové DNA byla naopak
vhodnéjsi pro detekcei mélo cetnych taxond.

Detekce vybranych skupin mikroorganismii (kazici
a patogenni mikroorganismy, producenti metaboliti)
Cilem analyzy mikrobiomu syri mizZe bytdetekce zdravi
prospésnych nebo naopak patogennich mikroorganismi.
Takto pouzili metody NGS pro studium bakteriomu
bryndzy Plany a kol. (2016; 2023), a to jak pti sekvenaci
metagenomové DNA a 16S rDNA na platformé Illumina
MiSeq (2016), tak pfi sekvenaci delSi ¢asti rRNA ope-
ronu na platformé¢ MinlON (2023). Dal$im cilem muze
byt detekce mikrobidlnich druht odpovédnych za kazeni
syru. Sattin a kol. se (2016a) zaméfili na tepelné odolny
mikrobiom syru ricotta, ktery vzhledem k postupu vyro-
by a pozadavkiim na prodlouzeni trvanlivosti predstavuje
mozny zdroj znehodnoceni. Sekvenovani metagenomo-
vé DNA vzorkil syru ricotta v pribéhu skladovani pri
pouziti platformy Illumina MiSeq prokézalo pfitomnost
velkého mnozstvi sporotvornych bakterii, dominantné
rodl Bacillus, Paenibacillus a Clostridium, kdy zasadni
pro prodlouZeni trvanlivosti je tak odstranéni spor pfi
zpracovani surovin. Metody NGS pouzili Sattin a kol.
(2016b) téZ pro analyzu bakteriomu mlécné syrovitky,
kterd se pro vyrobu syru ricotta pouziva. Analyza bakte-
riomu byla provedena sekvenaci 16S rDNA amplifiko-
vané z DNA i cDNA na platformé Illumina MiSeq, kdy
DNA a RNA byly izolované ze vzorki Cerstvé a mrazené
pasterizované mlécné syrovatky. V této studii se povedlo
statisticky stanovit a odliSit bakteriom vzorki s defekt-
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nimi organoleptickymi vlastnostmi a korelovat ho s pfi-
tomnosti specifickych tékavych latek. Bylo zjiSténo,
7e pro diverzitu bakteriomu zivych bunék je presnéjsi
sekvenace 16S rDNA amplikonti cDNA nez amplikoni
DNA, nebot DNA mrtvych bakteridlnich bunék neni pfi
pasterizaci degradovéna a je tedy stile amplifikovatelna.
Dalsi variantou pro odliseni zivych a mrtvych bunék,
i kdyZ s urcitymi limity, je aplikace ethidium monoazidu
nebo propidium monoazidu ve vzorku pred izolaci DNA
a jeji sekvenaci metodami NGS (Yap a kol., 2022).

Vysledky analyzy metagenomové DNA lze téZ korelo-
vat s vyskytem metabolitl, coZ propojuje metagenomiku
s metabolomikou. Zhang a kol. (2024) tak studovali zmény
mikrobiomu ve vzorcich syrového, pasterizovaného
a UHT mléka béhem skladovani v chladu pfi sekvenaci
metagenomové DNA platformou Illumina NovaSeq a ko-
relovali je se zménami v produkovanych metabolitech.
Vysledky ukézaly, Ze tyto trendy jsou odlisné pro syrové
a tepelné upravené mléko. Mezi hlavni mikroorganismy,
které proliferovaly v pasterizovaném mléce a podilely
se na produkci metabolitd, pattily rody Microbacterium,
Micrococcus a bakterie tfidy Actinomycetia. Nejvyraznéjsi
korelaci s metabolity spojenymi s kaZzenim mléka pak vy-
kazovaly bakteridlni rody Pseudomonas a Acinetobacter,
které se proliferovaly méné. Na zakladé metagenomické
analyzy metabolickych drah bylo navrZeno, Ze degradace
proteini muZze souviset s mikrobidlni proliferaci, zatimco
degradace lipidii mize souviset s tepelné odolnymi enzy-
my pritomnymi v syrovém mléce.

Studium zdkysovych kultur tradicnich a remeslnych
syrut a mikrobiomu potravin s chrdanénym
oznacenim puvodu

Samostatnou kapitolou je vyuZziti metod NGS pro
studium nedefinovanych zakysovych kultur, pouZivanych
pro vyrobu mnoha tradi¢nich a femeslnych syrd. Jejich
presné sloZeni zavisi na vice faktorech a jeho diverzita
vyznamné ovliviiuje kvalitu a vlastnosti syra, kultivacni
metody vSak nemusi umoznit zachyt vSech mikrobidl-
nich kmenu. Klistincova a kol. (2025) tak sekvenaci
16S rDNA na platformach Illumina MiSeq a MinlON
stanovili sloZeni bakteriomu cerstvé a fermentované
syrovatky, pouzité jako pfirodni zakysova kultura pri
vyrobé bryndzy ze syrového ov¢iho mléka od rtiznych
malych nebo stfednich vyrobci. Detekovali riizné druhy
rodu Lactobacillus sensu lato nebo rodu Streptococcus,
kdy bakterie mlécného kvaSeni zvlasté v pripadé fermen-
tované syrovatky ucinné potlacovaly riist nezadoucich
bakteridlnich skupin, jako jsou koliformni bakterie nebo
bakterie rodu Staphylococcus.

Dal$im polem aplikace metod NGS je stanoveni sloZeni
mikrobiomu u potravin s chrdnénym oznacenim ptvodu
(CHOP), coz muize zlepsit kontrolu spravného pouzivani
tohoto oznaceni. Salamandane a kol. (2024) srovnali
mikrobiom dvou typt portugalského syra ze syrového
ov¢iho mléka pfi sekvenaci metagenomové DNA plat-
formou Illumina NextSeq. Bylo zjiSténo, Ze sloZeni bak-

teriomu se li$1 nejen mezi syry s CHOP a bez CHOP,
ale také mezi vyrobci, zejména pro syry bez CHOP. Syry
s CHOP téz vykazovaly vétsi bakteridlni diverzitu nez
syry bez CHOP, coz by mohlo souviset s tim, Ze diverzita
spontdnné fermentovanych syri je vyznamné vyssi u syrii
vyrabénych bez pridavku potravindiskych konzervantd
a zékysovych kultur.

Analyza mikrobiomu miékarenskych provozii

Metodami NGS Ize studovat i mikrobiom prostiedi
mlékarenskych provozl a detekovat tak niky s perzistent-
nimi mikroorganismy zpusobujicimi napiiklad kaZeni
syrd, nebo naopak detekovat rezidentni mikroorganismy,
které se mohou aktivné podilet na fermentaci a zrani syru.
Giagnoni a kol. (2025) analyzovali stéry povrchu linek na
zpracovani ovciho syra na Sardinii. Sekvenace 16S rDNA
na platformé Ion GeneStudio S5 identifikovala odliSné
slozeni bakteridlnich komunit v pracovnich oblastech
myti-zpracovani a soleni-zrani-skladovani, kdy hlavnim
diskrimina¢nim faktorem byl vyskyt bakterii rodu Halo-
monas a ¢eledi Halomonadaceae. De Filippis a kol. (2024)
provedli rozsahlé mapovani mikrobiomu v 73 syrdrnich
4 evropskych zemi vyrabéjicich riizné typy syrd. Sekve-
naci metagenomové DNA izolované ze vzorkid syr,
surovin a stérd ze syraren na platformé Illumina NovaSeq
zjistili, ze syrarny ukryvaji velmi komplexni mikrobiom,
s vysokym vyskytem genl potencidlné zapojenych do
rozvoje chuti syri, do probiotickych aktivit a do odolnosti
vuci prichodu gastrointestindlnim traktem, coZ naznacuje
potencidl pro jejich prenos do lidského stievniho mikro-
biomu. Navic bylo sestaveno vice nezZ 6100 MAG vcetné
MAG potencidlné novych bakteridlnich druhit a MAG
specificky odpovidajicich jednotlivym syrdrndm, coz
naznacuje moznost vyuziti analyzy mikrobiomu pro sledo-
vatelnost pivodu syra. Podobnou zavislost slozeni mikro-
biomu na misté piivodu suroviny zjistili téZ Hornik a kol.
(2021) u vzorka syrového mléka z riznych farem v Polsku
pii sekvenaci 16S rDNA na platformé Ion PGM.

Studium rezistomu syrii metodami sekvenovani
nové generace

Vyskyt bakteridlnich kmenii nesoucich ARG predsta-
vuje v soucasné dobé globalni hrozbu pro lidské zdravi.
Vzhledem ke svému komplexnimu mikrobiomu mohou
syry slouzit jako rezervodr ARG a jejich rezistom, sou-
bor vSech ARG, které se nachdzeji v syrech, tak miZe
potencidlné prispivat k Sifeni ARG prostfednictvim
potravinového fetézce. Kritickym faktorem muZe byt
napriiklad i dlouhodobé zrani nékterych syrd, coz zvysSuje
moznost prenosu ARG horizontalnim genetickym trans-
ferem (HGT) v syru a pti konzumaci syrii v syrovém stavu
téZ riziko prenosu bakteridlnich kmenti nesoucich ARG
na clovéka (Florez a kol., 2017). Kli¢ovym faktorem pro
bezpecnost mlécnych vyrobka je i nepritomnost ARG
ziskavanych HGT v zakysovych kulturach.
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ARG lze detekovat pifimo v genomech bakteridlnich
izolatl, coz provedli Rozman a kol. (2023) u 103 izolata
bakterii mlécného kvaseni a rodu Bifidobacterium celoge-
nomovym sekvenovanim na platformé Illumina MiSeq.
Vyskyt ARG byl zjistén u 17 % kmeni, kdy bylo deteko-
vano 36 riznych ARG. Byly té€Z detekovany i nové mobil-
ni genetické elementy nesouci ARG, coz zvySuje moznost
jejich prenosu pomoci HGT. Fenotypova rezistence se
s genotypem shodovala v 92 % pripadi, naopak detekci
ARG nemusi vZdy odpovidat fenotypova rezistence.

ARG lze déle pifimo detekovat v sekvenacnich datech
metagenomové DNA nebo z ni sloZenych MAG. Ru-
biola a kol. (2022a) takto analyzovali metagenomovou
DNA izolovanou z filtrii pro syrové mléko na platformé
[llumina NovaSeq. Detekce ARG ve slozenych MAG
umoznila spolehlivé prifazeni ARG k hostujicim bak-
teridlnim druhtim, naopak pfima analyza sekvenacnich
¢teni umoznila navic detekovat i malo cetnd ARG. Bylo
zjiSténo, Ze vétSina ARG byla hostovdna gramnegativnimi
bakteriemi rodu Enterobacter, Acinetobacter, Escherichia
a Pseudomonas, coz poukazuje na roli gramnegativnich
bakterii jako rezervoarit ARG. De Filippis a kol. (2024)
detekovali ARG i v nékolika MAG izolovanych z povrchd
v mlékarenském priimyslu, coz ukazuje, Ze tyto povrchy
téZ predstavuji potencialni hotspot pro $ifeni antibiotické
rezistence.

Metody NGS lze vyuzit i ke sledovani zmén rezistomu.
Kerek akol. (2024) ve své studii sledovali zmény rezistomu
syrového mléka a z ného vyrobeného syru v prabéhu
zrani pri sekvenaci metagenomové DNA platformou
Illumina NextSeq. Nejvice detekovanymi ARG byly geny
efluxnich pump pro rezistenci k fluorochinolontim, byly
vSak detekovany i geny pro beta-laktamazy vcetné téch
s rozsifenym spektrem rezistence (ang. extended spec-
trum beta-lactamases, ESBL). U erstvé vyrobeného syra
bylo mnozstvi ARG vyrazné niZ§i neZ v syrovém mléce,
avSak po jednom mésici zrani jiz doSlo k vyraznému
narastu mnozstvi ARG. De Sant’Anna a kol. (2025)
zjistili pfi sekvenaci metagenomové DNA na platformé
Ilumina HiSeq, Ze v pribéhu zrdni byl rezistom syra
z pasterizovaného mléka odliSny od rezistomu syra ze
syrového mléka z hlediska vyskytu riiznych skupin ARG,
coz korelovalo s odlisSnym sloZenim bakteriomii a dyna-
mikou jejich zmén.

Srovnani metod sekvenovani nové generace
s jinymi metodami

Dulezitou otdzkou je také srovnatelnost vysledkd me-
tod NGS s vysledky ziskanymi kultivaénimi metodami
nebo pomoci PCR. Dreier a kol. (2022) srovnali taxo-
nomické profilovani bakteriomu syrit Raclette du Valais
CHOP pfi sekvenovani 16S rDNA na platformé Ion
S5 a pfi absolutni kvantifikaci 16S rDNA vyznamnych
druhd kvantitativnim PCR. Vysledky ukazaly znacnou
shodu v relativni Cetnosti testovanych druhi, kdy urcité
rozdily byly pozorovany pouze u nékterych, zvlasté méné

cetnych druhii z diivodu napfiklad niZsi komplementarity
primert pro amplifikaci 16S rDNA nebo variaci v poctu
kopii genu pro 16S rRNA. Breitenwieser a kol. (2020)
srovnali u vzorki syrového mléka vysledky taxonomic-
kého profilovani bakteriomu 16S rDNA na platformé
[llumina MiSeq a vysledky kultivacni analyzy, kdy
z kazdého vzorku bylo izolovano 1500 kolonii, a zjis-
tili, Ze oba pfistupy se vhodné dopliuji. Sekvenovani
odhalilo tfikrat vyssi biodiverzitu na trovni rodu vzhle-
dem k detekci i anaerobnich nebo kultivacné narocnych
druhd. Naopak kultivaci byly izolovany i nékteré rody,
které nebyly detekovany sekvenaci, kdy nizsi relativni
zastoupeni nékterych rodl v pripadé sekvenovani mize
byt disledkem méné Gcinné lyze bunék a/nebo amplifi-
kace 16S rDNA pouZitymi primery.

Zaver

Vyuziti metod NGS umoziiuje podrobnou a komplexni
analyzu bakteriomu a rezistomu syrt ve hloubce a rozsahu
nedosazitelnymi jinymi metodami. I pouZiti jednotlivych
typt NGS metod ma vSak svoje urCité limity a v zavislosti
na cili analyzy je vhodné jednotlivé typy analyz navzdjem
kombinovat (napiiklad sekvenace metagenomové DNA
i taxonomicky vyznamnych gentl), pfipadné je doplnit
dal§imi metodami. Je ziejmé, Ze pti vhodné aplikaci NGS
analyz lze ziskat nedocenitelny nastroj pro reSeni mnoha
problémi spojenych s vyrobou syru.
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“C0 JE ZAJIMAVEHO VE VEDECKE LITERATURE”

MIéko a mlécné vyrobky jsou neustile centrem pozornosti vyzkumu. Vybér z védeckeé literatury pro toto cislo zahr-
nuje nasledujici publikace:

Mlécné vyrobky s normalnim a nizkym obsahem tuku a kardiovaskularni onemocnéni: perspektivy
pro budouci dietni doporuceni
Benoit Lamarche, Ame Astrup, Robert H. Eckel, Emma Feeney, lan Givens, Ronald M. Krauss, Philippe Legrand, Renata Micha, Marie-Caroline Michalski,

Sabita Soedamah-Muthu, Qi Sun, Frans J. Kok (2025): Regular-fat and low-fat dairy foods and cardiovascular diseases: perspectives for future dietary
recommendations. American Journal of Clinical Nutrition, 121, (5), s. 956-964.

VEtsina soucasnych dietnich doporuceni pro prevenci kardiovaskularnich onemocnéni (CVD) doporucuje konzumaci
nizkotu¢nych mléénych vyrobkil namisto mléénych vyrobka s norméalnim obsahem tuku, které jsou jednim ze zdroju
nasycenych mastnych kyselin (SFA) v potravé. Zde shrnujeme prezentovana data a diskuse tykajici se platnosti t€chto
doporuceni vedené v panelu mezinarodnich experti na vyzkum vyzivy na uzavieném workshopu na vysoké arovni na
téma ,,Nasycené tuky v mlécnych vyrobcich a kardiovaskularni onemocnéni®, ktery se konal v Amsterdamu ve dnech
15.-16. dubna 2024.

Nejnovejsi diikazy naznacuji, Ze celkove je konzumace mléka, jogurtil a syrd, bez ohledu na obsah tuku, neutralné
spojena s rizikem kardiovaskuldrnich onemocnéni. Randomizované kontrolované studie také dosud neprokézaly, Ze by
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