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ABSTRAKT

Syry zrajici pod mazem se vyznacuji komplexni mikroflorou, ktera hraje klicovou roli pti zrani, rozvoji chuti,
struktufe a mikrobiologické bezpecnosti. Pfestoze se komercni vyroba obvykle opira o definované startovaci
a pridavné kultury, vlastnosti vyrobku vyznamné ovliviiuji i mikroorganismy z vyrobniho prostiedi.
Tato studie zkoumala mikrobialni slozeni syrti zrajicich pod mazem Sesti komercnich vyrobcti pomoci
kultivacnich 1 kultivacné nezavislych technik, véetné sekvenovani genu pro 16S rRNA a sekvenovani ITS

regiond.

Celkem bylo ve vSech analyzovanych vzorcich identifikovano 37 riznych bakteridlnich druhii. Sekvenovani
genu pro 16S rRNA a ITS regionti odhalilo 75, respektive 7 odlisnych opera¢nich taxonomickych jednotek.
Slozeni mikrobioty odrdzelo podil mezofilnich i termofilnich startovacich a ptidavnych kultur spolu
s mikroorganismy pochéazejicimi z vyrobniho prostfedi. Patfily mezi né rizné psychrotrofni bakterie, motské,
tj. osmotolerantni bakterie, a dal$i halofily z kment Proteobacteria (Psychrobacter, Pseudoalteromonas,
Marinomonas a Vibrio), Firmicutes (Vagococcus, Marinilactibacillus), Actinobacteriota (Glutamicibacter),
Bacteroidota (Winogradskyella, Brumimicrobium), Campylobacterota (Malaciobacter) a Fusobacteria
(Psychrilyobacter) specifické pro prosttedi jednotlivych vyrobct. Vysledky ukazuji, ze ackoli se pti komercni
vyrob¢ pouziva pasterované mléko a definované startovaci kultury, mikrobidlni diverzita je do zna¢né miry
ovlivnéna specifickou mikrobiotou pfitomnou v prosttedi syrarny.

Klicova slova: syry zrajici pod mazem; mikrobiota syrii; sekvenovani genu pro 16S rRNA, sekvenovani ITS
regiontl

ABSTRACT

Smear-ripened cheeses are distinguished by their complex microbiota, which play pivotal roles in ripening,
flavour development, texture, and microbiological safety. Although commercial production typically relies
on defined starter and adjunct cultures, microorganisms from the production environment also significantly

shape the product's characteristics. This study examined the microbial composition of smear-ripened cheeses
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from six commercial manufacturers using culture and culture-independent techniques, including 16S rRNA

gene sequencing and sequencing of internal transcribed spacers.

A limited number of microorganisms was recovered, with 37 different species identified across all samples.
Sequencing of the 16S rRNA gene and ITS regions revealed 75 and 7 distinct operational taxonomic units,
respectively. The microbiota composition reflected the contribution of both mesophilic and thermophilic
starter and adjunct cultures, alongside microorganisms originating from the production environment.
These included various psychrotrophic bacteria, marine, i.e. osmotolerant bacteria, and other halophiles from
Proteobacteria (Psychrobacter, Pseudoalteromonas, Marinomonas and Vibrio), Firmicutes (Vagococcus,
Marinilactibacillus), Actinobacteriota (Glutamicibacter), Bacteroidota (Winogradskyella, Brumimicrobium),
Campylobacterota (Malaciobacter) and Fusobacteria (Psychrilyobacter), specific to the environment
of particular manufacturers. The results indicate that although pasteurized milk and defined starter cultures
are used in commercial production, the microbial diversity is largely influenced by the specific microbiota
present in the cheese factory environment.

Keywords: smear-ripened cheese,; cheese microbiota, 16S rRNA gene sequencing, ITS sequencing

UvVoD

Mikroorganismy hraji pii vyrob¢é syrt zrajicich pod mazem zéasadni roli a vyznamné ovliviiuji vyvoj
jedinecnych senzorickych parametri konecného vyrobku. Tradi¢ni metody vyroby syrt tohoto typu zahrnuji
techniku znamou jako ,,0ld-young smearing®, ktera spo¢iva v omyti zrajiciho (staré¢ho) syra solnym roztokem
a nasledném pouziti tohoto roztoku k omyti Cerstvé vyrobené¢ho (mladého) syra (Brennan, 2004). V soucasné
dobé€ je tento tradicni postup stdle vice nahrazovan pouzivanim specifickych mlékatrskych kultur, které

usnadnuji standardizovanéjsi vyrobni postupy a zlepsuji kontrolu kvality syrti. Definované startovaci kultury

navic poskytuji ochranu pfed nezadoucimi patogennimi bakteriemi.

Startovaci kultury (SC), které se pfidavaji do mléka na zacatku vyroby, se skladaji predevSim z bakterii
mlécného kvaSeni (LAB) a lze je rozd¢lit do dvou hlavnich skupin podle jejich optimalni teplotni aktivity:
mezofilni kultury, které se Castéji pouzivaji v syrech zrajicich pod mazem, a termofilni kultury. Toto rozd¢€leni
je dulezité pro razné druhy syrii, protoze zmény teploty ovlivituji chovani bakterii, a tim 1 proces vyroby
a zrani syrd. Mezi mezofilni kultury patii napt. Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp.
cremoris, nékteré druhy Lactobacillus a Leuconostoc mesenteroides. Naopak mezi termofilni kultury patii
Streptococcus salivarius subsp. thermophilus, Lactobacillus helveticus a rizné poddruhy Lactobacillus
delbrueckii (Fox, 2004; Brennan, 2004). Tyto bakterie maji zdsadni vyznam pro tvorbu kyselin v po¢atecnich
fazich fermentace a vytvateji kyselé prostiedi, které u€inné potlacuje mikrofloru, kterd miize zptisobovat

kazeni vyrobku, a dal$i technologicky nezadouci mikroorganismy.

Krom¢ startovacich kultur mohou LAB pfi vyrobé syrt fungovat také jako doplitkové (sekundarni) kultury.

Tyto mikroorganismy se uplatiiuji na povrchu syra béhem procesu zrani a hraji zésadni roli pfi vytvareni
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mekké a vlhké kary charakteristické pro syry zrajici pod mazem (Brennan, 2004). Mezi bézné pouzivané
doplnkové bakterie patii Brevibacterium linens (nove preklasifikované jako Brevibacterium aurantiacum),
Brevibacterium casei, Staphylococcus equorum, Microbacterium gubbeenense, Glutamicibacter spp.
a Corynebacterium casei (Brennan, 2004). Tyto bakterie rozkladaji bilkoviny a tuky v syru, coz vede
k produkci aromatickych sloucenin, jako je ¢pavek a sira, které vyznamné ptispivaji k vyraznému aromatu
syra. Kromé zvyraznéni chuti pomahaji tyto bakterie zmékcovat jadro syra a vytvaret krémovou strukturu.
Rizena aplikace bakterialnich kultur je rozhodujici pro dosaZeni charakteristického vzhledu, véetnd
nacervenalé nebo oranzové kuiry, a pro zajiSténi bezpecnosti a konzistence syra béhem procesu zrani. Vyvoj
povrchové mikrobioty dale podporuji kvasinky, které se na povrch syra aplikuji postiikem. Debaryomyces
hansenii odkyseluje prostfedi syra a podporuje riist mazovych bakterii. K organoleptickym vlastnostem syra
pfispivaji 1 dalsi kvasinky, jako jsou Geotrichum candidum, Kluyveromyces marxianus a Candida crusei

(Bockelmann, 2005).

Jiz diive bylo zjisténo, ze krom¢ startovacich a doplinkovych kultur jsou v mikrobioté syra ptitomny i dalsi
mikroorganismy. Ty se vyskytuji zejména v povrchovém mazu a pochéazeji z prostiedi syrarny, napt. solnych
lazni nebo zracich ploch (Mounier 2005, Korena, 2023). Tato takzvana ,,domaci mikrobiota“ muize zahrnovat
rizné halofilni a psychrotolerantni mikroorganismy, jako jsou Psychrobacter spp., Vibrio spp., Pseudomonas
spp. a Vagococcus spp. Tyto mikroorganismy mohou inhibovat rist zdmérné piidanych kultur a mohou také

ovlivnit vlastnosti kone¢ného syrového vyrobku.

Syry zrajici pod mazem jsou dobfe znamé a vyrabéji se prevazné v evropskych zemich, jako je Rakousko,
Belgie, Némecko a Francie. Kromé jinych se jednd napf. o druhy Miinster, Limburger, Téte de Moine,
Reblochon, Romadur a Tilsit. V této studii jsme se zam¢éfili na syry zrajici pod mazem dostupné na ceském
maloobchodnim trhu, pfi¢emz jsme zkoumali vyrobky pochazejici z Ceské republiky, Némecka a Francie.
Cilem této studie bylo prozkoumat mikrobidlni slozeni riznych syri zrajicich pod mazem a porovnat

zastoupeni zamérné piidanych startovacich a ptidavnych kultur a domnélé doméci mikrobioty.

MATERIAL A METODIKA

Zpracovani vzorki a extrakce DNA

Syry zrajici pod mazem $esti komerénich vyrobei z Ceské republiky (CZ), Némecka (DE) a Francie (FR)
(tab. 1) byly zakoupeny v ¢eské maloobchodni siti. Vzorky z jedné vyrobni Sarze byly analyzovany v jednom
az Ctytech opakovanich. Celkem 25 g syra bylo homogenizovano v 225 ml pufrovaného fyziologického
roztoku (PBS) doplnéného 0,2 % (v/w) Tween 80. Nasledné¢ bylo 10 ml homogenatu centrifugovano
(12 000 g po dobu 30 minut pti 4 °C) a promyto PBS. Z pelety byla pomoci soupravy DNeasy PowerFood

(Qiagen, Némecko) izolovana DNA. Koncentrace DNA byla stanovena spektrofotometricky a fluorometricky.
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Tabulka 1: Pehled analyzovanych vzorkl

Syr Zemé piivodu Pocet vzorku
CZ 3

CZ
CZ
DE
DE
FR

MR- Ao N--Ar 2
— 0w W

SloZeni mikrobioty stanovené sekvenovanim genu pro 16S rRNA a sekvenovanim ITS oblasti

Pro sekvenovani genu 16S rRNA byly vzorky DNA ziedény na 5 ng/ml a pouzity jako templat v PCR
s eubakteridlnimi  primery 5-TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG- MID-GT-
CCTACGGGGNGGCWGCAG-3" a 5-GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGGTATAAGAGACAG-MID-
GT-GACTACHVGGGTATCTAATCC-3" zaméfené na variabilni oblast V3/V4 genu 16S rRNA.
Po amplifikaci byly produkty zpracovany piesné podle piedchoziho popisu (Karasova et al., 2021).
Sekvenovani bylo provedeno pomoci sady MiSeq Reagent Kit v3 (600 cykll) a sekvenacni platformy
MiSeq podle pokynt vyrobce (Illumina, CA, USA). Surova c¢teni byla zpracovana dle Karasova et al.
(Karasova et al., 2021). Sekvenovani oblasti ITS2a bylo provedeno extern¢ sluzbou Eurofins Genomics
Europe Sequencing GmbH (Némecko) pomoci platformy Illumina MiSeq. Surova ¢teni byla zpracovana

firmou Eurofins Genomics Europe Sequencing GmbH (Némecko).

Nasledné analyzy na urovni OTU (operacni taxonomické jednotky) byly provedeny s OTU, které
predstavovaly vice nez 0,1 % celkové mikrobioty alespoii v jednom vzorku. Tyto filtrované OTU pokryvaly
99,62—-100,00 % celkového poctu bakterii identifikovanych sekvenovanim 16S rRNA a 99,95-100,00 %
celkového poctu mikrobioty identifikované sekvenovanim ITS2a. Slozeni mikrobioty v replikatech se

vyznamné¢ neli$ilo (p > 0,05; RM PERMANOVA), a tak byla data zprimérovana.

SloZeni mikrobioty stanovené kultivaci

Deset gramt syra bylo homogenizovano v 90 ml PBS a byly pfipraveny fedici fady koncentrace. Alikvot
100 pl z kazdého fedéni byl nanesen na PCA agar (plate count agar, Oxoid, UK) doplnény 5 % chloridem
sodnym a inkubovan aerobné. Z pfislusného fedéni byly vybrany morfologicky odlisné kolonie, které byly
identifikovany pomoci hmotnostniho spektrometru AutoFlex Speed MALDI-TOF (Bruker, USA). Izolaty

predstavujici riizné druhy byly archivovany v glycerolovych roztocich pii —20 °C pro dalsi analyzy.

Sangerovo sekvenovani genu pro 16S rRNA

DNA z reprezentativnich bakteridlnich izolatd ziskanych ze vzorka syra byla amplifikovana pomoci primert
UNCBI1-5"-TGAAGAGTTTGATCATGGCTCAG-3" a UNC2b-5-AGGAGGTGATCCAGCCGCA-3’
a nasledné bylo provedeno Sangerovo sekvenovani celé délky sekvence genu pro 16S rRNA. Vysledné
sekvence byly porovnany se zaznamy v GenBank pomoci BLAST pro taxonomickou klasifikaci. U izolatt
byla provedena shlukovéd analyza pomoci programu Clustal Omega (Madeira et al., 2019). Konecny

fylogeneticky strom byl sestaven pomoci programu iTOL v7 (Letunic a Bork, 2016).
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VYSLEDKY A DISKUZE

SloZeni mikrobioty syru zrajicich pod mazem stanovené pomoci sekvenovani V3/V4 oblasti genu 16S
rRNA

Ve vsech vzorcich bylo identifikovano celkem 75 OTU, pfi¢emz nejméné komplexni mikrobiotu vykazoval
syr od vyrobce B (11 OTU) a nejvice komplexni mikrobiotu syr od vyrobce D (40 OTU) (tab. 2).
Pouze 2 OTU (Lactococcus lactis subsp. cremoris a Streptococcus thermophilus) byly spolecné pro
mikrobiotu syrti vSech Sesti vyrobcl. Nizkou podobnost ve slozeni mikrobioty potvrdila i PCoA analyza

(Principal Coordinate Analysis), kterd jasné€ odlisila syry od rtiznych vyrobcti (obr. 1).

Tabulka 2: Pocet OTU ziskanych sekvenovanim genu pro 16S rRNA a pocet odliSnych bakterialnich izolatd ziskanych
kultivaci ze syri zrajicich pod mazem.

Syr Pocet OTU Pocet izolati
A 32 20
B 11 7
C 23 10
D 40 6
E 23 7
F 19 4
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Obrazek 1: Seskupeni mikrobialnich spolecenstev syrt zrajicich pod mazem Sesti
vyrobct na zakladé PCoA analyzy.
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Bakterialni startovaci kultury v syrech zrajicich pod mazem

Sekvenac¢ni data zaznamenala v analyzovanych syrech pfitomnost mezofilnich i termofilnich startovacich
kultur (obr. 2A). V syru A byla jako SC zjisténa pouze mezofilni kultura Lactococcus lactis subsp. cremoris,
ktera tvoftila 9,2 % celkové mikrobioty. Mikrobiota syra B obsahovala mezofilni SC v mnozstvi pod 0,1 %,
zatimco termofilni SC tvotené Streptococcus thermophilus a Lactobacillus delbrueckii byly ptitomny
v 18,1 %, resp. 2,6 %. Termofilni SC byla navic doplnéna o bakterie Staphylococcus xylosus, které tvotily
15,6 %. V syru C ptevazovala SC slozena Lactococcus lactis subsp. cremoris a Lacticaseibacillus casei
s relativnim zastoupenim 15,9 %, resp. 20,5 %. Mensi podil mély bakterie Lactococcus laudensis
a Leuconostoc, které byly zjistény v mnozstvi 1,5 %, resp. 2,5 %. Syr D obsahoval jako SC vyhradné termofilni
kmeny Streptococcus thermophilus, které predstavovaly 21,6 % celkové mikrobioty. V syru E pfevazoval jako
SC Lactococcus lactis subsp. cremoris tvotici 26,3 %, dal§i bakterie SC, konkrétné Streptococcus
thermophilus a Staphylococcus xylosus byly ptitomny v nizkém poctu (1,4 %, resp. 1,3 %). V syru F byly
zjistény pouze mezofilni SC tvofené Lactococcus lactis subsp. cremoris, Lactococcus laudensis

a Leuconostoc, pritomné v relativnim mnozstvi 15,7 %, 8,8 % a 20,2 %.

Definované kmeny Lactococcus lactis subsp. cremoris nebo Lactococcus lactis subsp. lactis jsou obvykle
obsazeny v komer¢n¢ prodavanych SC uréenych pro zakladni mlééné vyrobky, véetné tvaroht, Cerstvych syrt,
polotvrdych syrti nebo syrii zrajicich pod mazem. Termofilni startovaci kultury, které obvykle obsahuji
bakterii Streptococcus thermophilus, se naopak ptednostné pouZzivaji pii vyrob¢ vysokodohiivanych syrt, syri

typu Pasta Filata, Mozzarella nebo syrti holandského typu.

Pouziti startovacich kultur souvisi s mikrobiologickou bezpecnosti vyrobku, kdy pouzité startovaci kultury
mohou ucinné potlacovat rlist a mnozeni patogennich nebo technologicky nezddoucich mikroorganismti.

Nepiimo se pouziti startovacich kultur mtize projevit na slozeni a celkové komplexnosti mikrobioty.

Relativni zastoupeni povrchové startovaci kultury Brevibacterium auranticum se mezi syrovou mikroflorou

znacéng lisilo a pohybovalo se v rozmezi od 0,1 % do 62,8 % u péti ze Sesti vyrobct syrt zrajicich pod mazem.
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Obrazek 2: (A) Bakteridlni slozeni ve vzorcich syrii zrajicich pod mazem. Zastupci bakterialnich kment
Actinobacteriota (zluta az oranzova), Proteobacteria (odstiny modré), Firmicutes (odstiny zelené), Bacteroidota (odstiny
fialové), Campylobacterota (hnédd) a Fusobacteriota (Seda). (B) Relativni zastoupeni bakterii startovaci kultury
a bakterii vyrobniho prostfedi. PIné sloupce, bakterie startovacich kultur; vzorované sloupce, bakterie vyrobniho

prostredi.
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Bakterie vyrobniho prostredi v syrech zrajicich pod mazem
Bakterie, u nichz se ptedpoklada, ze pochazeji z vyrobniho prostiedi, tvotily rizny podil celkové mikrobioty,
a to od 0,3 % do 88,9 % (obr. 2B). Tyto bakterie byly zastoupeny Sesti kmeny: Actinobacteriota,

Proteobacteria, Firmicutes, Bacteroidota, Campylobacterota a Fusobacteriota (obr. 2A).

Mikrobiota syra A vykazovala nejvyssi podil mikroorganismil pochézejicich z prostredi (88,9 %) ze vSech
analyzovanych syra. Tyto bakterie byly tvofeny pievazné proteobakteriemi, z nichz tii rody, Psychrobacter,
Pseudoalteromonas a Vibrio, tvotily 52,0 %, 6,5 % a 8,2 % celkové mikrobioty. Kmen Firmicutes byl
zastoupen dvéma rody, Vagococcus a Marinilactibacillus, které tvotily 6,9 %, resp. 3,5 % celkové mikrobioty.
Dalsimi hojnymi taxony byly Psychroflexus (Bacteroidota), Malaciobacter marinus (Campylobacterota)
a Psychrilyobacter (Fusobacteriota). Syr B nevykazoval témét zadny podil mikrobioty z vyrobniho prostiedi
a byl tvofeny vyhradné bakteriemi startovaci kultury a mazovou bakterii Brevibacterium auranticum. V syru
C op¢t prevazovala mikrobiota z vyrobniho prostiedi, a to proteobakterie, zejména Psychrobacter (43,4 %),
a Celerinatantimonas (3,8 %). Z grampozitivnich bakterii vykazovaly vys§i relativni cCetnost
Marinilactibacillus (Firmicutes) a mazova bakterie Corynebacterium variabile (Actinobacteriota), které byly
ptitomny v abundanci 3,7 %, resp. 3,2 %. V syru D byly proteobakterie zastoupeny 5 rody s relativné
podobnym zastoupenim, véetné Psychrobacter, Pseudoalteromonas, Marinomonas, Vibrio a Cobetia. Kmen
Firmicutes nebyl zastoupen Zadnym bakteridlnim taxonem. Actinobacteriota byla zastoupena mazovou
bakterii Glutamicibacter arilaitensis, ktera tvotila 10,4 % celkové mikrobioty. Jako u jediného syra byly
v mikrobioté zastoupeny téz bakterie z kmene Bacteroidota, konkrétn€ Winogradskyella vidalii
a Brumimicrobium, které predstavovaly 11,8 %, resp. 8,1 %. V syru E byla mikrobiota z vyrobniho prostiedi
tvofena proteobakteriemi, pticemz Psychrobacter se podilel 18,6 % a Pseudoalteromonas 9,8 %. Kmen
Firmicutes byl zastoupen riznymi druhy rodu Vagococcus (18,3 %) a kmen Actinobacteriota byl pfevazné
zastoupen mazovou bakterii Glutamicibacter arilaitensis, ktera tvotila 20,3 % celkové mikrobioty. V syru F
byla mikrobiota vyrobniho prostiedi tvofena téméf vyhradné proteobakteriemi, z nichz rizné druhy

Pseudoalteromonas, Marinomonas a Vibrio byly pfitomny s ¢etnosti 36,8 %, 14,7 % a 2,8 %.

SloZeni mikrobioty stanovené sekvenovanim ITS oblasti

Sekvenovanim oblasti ITS2 bylo u vsech vzorkl identifikovano celkem 7 OTU - Debaryomyces hansenii
zastoupena 3 ruznymi OTU, Kluyveromyces marxianus, Yamadazyma triangularis, Pichia kudriavzevii
a Saccharomyces cerevisiae. V jednotlivych vzorcich syri jasné dominovaly dvé OTU nalezejici
Debaryomyces hansenii a Kluyveromyces marxianus (obr. 3). Ostatni druhy kvasinek véetné¢ Yamadazyma
triangularis, Pichia kudriavzevii a Saccharomyces cerevisia byly zjistény v mnozstvi niz§im nez 1 % a byly
pfitomny pouze v syrech vyrobce A a B. Kvasinka Debaryomyces hansenii tvotila 99,63—100 % z celkové
populace ve vzorcich péti ze Sesti vyrobceti. Pouze syr od vyrobce B vykazoval podobné zastoupeni obou OTU

Debaryomyces hansenii a kvasinky Kluyveromyces marxianus (obr. 3).
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Obrazek 3: Relativni zastoupeni druhi kvasinek ve vzorcich syra zrajiciho
pod mazem stanovené pomoci sekvenovani oblasti ITS2. Prevazujici druhy
predstavovaly Debaryomyces hansenii (odstiny zluté) a Kluyveromyces
marxianus (zelend).

ZAVER

Mikrobiota syrii zrajicich pod mazem pochazejicich od $esti komerénich vyrobeti z Ceské republiky, Némecka
a Francie vykazovala odliSné sloZeni. Vybér startovacich kultur se u jednotlivych vyrobct lisil, coz ovlivnilo
komplexnost a slozeni mikrobioty. Stejné€ tak se u jednotlivych vyrobcli zna¢né lisila mikrobiota plivodem
z prostredi podniku. Ta miZe svou roli sehravat zejména pfi utvareni specifickych organoleptickych vlastnosti
jednotlivych syri.
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