Vedecky vybor vyzivy zvirat

Potencialni patogeny ve vystupnich
slozkach bioplynovych stanic
zpracovavajicich kejdu
hospodarskych zvirat

Mgr. Ladislav Cermak, Ph.D.
prof. MVDr. Eva Skrivanova, Ph.D.

Praha, listopad 2019

ISBN 978-80-7403-229-5

YYdvuzv

Vyzkumny Ustav zivocisné vyroby, v.v.i.




SOUHRN

Bioplynové stanice v soucasné dobé predstavuji dileZitou soucast Fizeni zemédeélské vyroby. Zatimco
hlavni surovinou pro anaerobni digesci je kukuficna a travni sildaz, mohou byt krmeny také
biologickymi odpady, jako je skot, prasata nebo drlibez. Fugat, odpadni produkt z vyroby bioplynu, se
v zemédélstvi pravidelné pouzivad jako hnojivo, ale mlzZe obsahovat bakteridlni patogeny béziné
souvisejici s chovem zvifat. Cilem studie bylo (i) porovnat rizné druhy kejdy s ohledem na obsah
vybranych zoonotickych agens po anaerobni digesci a (ii) prozkoumat vliv faze odbéru fugatu béhem
a po anaerobni digesci na pocty sledovanych potencidlnich patogend. Pocty koliformnich bakterii,
Salmonella spp., Clostridium perfringens, Campylobacter spp. a celkové anaeroby byly zkoumany
kultivaci ve vzorcich fugatu a vyhodnoceny jako log CFU / g susiny. Studie ma za cil zvysit povédomi
o zoonotickych infekcich pochazejicich z chovu zvifat a prispét ke zlepSeni hygieny zemédélské

produkce.
SUMMARY

Biogas stations present currently an important part of agricultural production management. While
the main feedstock for anaerobic digestion is corn and grass silage, they can be fed also with bio-
waste materials, such as cattle, swine or poultry manure. Fugate, the waste product of biogas
production, is regularly used in agriculture as fertiliser, but can contain bacterial pathogens
commonly related to animal husbandry. The aim of the study was (i) to compare different types of
manure with regard to the content of selected zoonotic agents after anaerobic digestion and (ii)
examine the effect of a stage of treating fugate after anaerobic digestion. The numbers of coliform
bacteria, Salmonella spp., Clostridium perfringens, Campylobacter spp. and total anaerobes were
investigated by cultivation in fugate samples and evaluated as log CFU/g of a dry matter. The study
should help improve the hygiene of agricultural production and raises awareness of zoonotic

infections originating from animal husbandry.
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1 Teoreticka cast

Bioplynové stanice jsou pro zemédélce v mnoha smérech pfinosem. Pro zemédélce predstavuji novy
zdroj pravidelnych a stabilnich pfijm0. Bioplynova stanice predstavuje jednu z mala moznosti, kdy
zemédélec svou produkci — elektrickou energii a teplo — prodava pfimo kone¢nému odbérateli. Mezi
dlvody, které vedly a vedou k vystavbé zemédélskych bioplynovych stanic po roce 2005, patfi
vhodné financni a legislativni podminky, pokles stavu hospodarskych zvifat, nizkd cena rostlinnych
komodit, vyuZiti mechanizacniho vybaveni a stavebnich objektl, jednoduchost, nenaroc¢nost
a ndvratnost u bioplynovych stanic a pravidelny pfijem provozovatele bioplynové stanice.

Prvotnim vstupem BPS je biomasa, kterd se umisti do reaktoru (fermentoru), tam se zahfiva bez
pfistupu vzduchu. Teplota v reaktoru zalezi na kmenu bakterii, které biologicky material rozkladaji.
Z fermentoru je bioplyn odvadén do zasobnik( a je zde upravovan na pozadované vlastnosti (napft. je
z néj odstranovan sirovodik a ¢pavek). Upraveny plyn je spalovan bud v kogeneracnich agregatech,
pfipadné se vyuZiva jen na vyrobu tepla.

Biologicky odpad (digestat, fugat) vsak mlzZe obsahovat patogenni bakterie rlznych druhd, jako jsou
salmonely, listerie, E. coli, kampylobaktery, mykobakterie, klostridie nebo yersinie. Mnohé z téchto
bakterii jsou zoonotické patogeny. Mohou zpUsobit infekce jak u zvirat, tak u lidi - je to problém
verejného zdravi. Navic nékolik bakterii je velmi perzistentnich a mohou se dokonce mnozit
v prostredi BPS. Studie ma poukazat na negativni dopady patogen( na zdravi ¢lovéka a zvifat.

1.1 Princip bioplynovych stanic

Bioplynova stanice je technologické zafizeni vyuzivajici procesu anaerobni
digesce ke zpracovani bioodpadu, ptipadné jiného biologicky rozlozitelného materialu. Hlavnim
produktem anaerobni digesce je bioplyn, ktery Ize vyuZzit jako alternativni zdroj energie.

1.1.1 Anaerobni digesce

Anaerobni digesce (anaerobni fermentace) je proces, pfi kterém mikroorganismy rozkladaji organicky
materidl bez pfistupu vzduchu. MUzZe probihat samovolné v pfirodé nebo fizenou metodou
v bioplynovych stanicich. Cely proces probiha ve ¢tyfech zakladnich fazich:

» hydrolyza - hydrolytické mikroorganismy $tépi makromolekularni organické latky na mensi
molekuly schopné transportu do buriky, kde probihaji dalsi faze

> acidogeneze - produkty hydrolyzy jsou Stépeny na jednodussi latky (kyseliny, alkoholy, CO,,
H,)

> acetogeneze - tvorba kyseliny octové, CO, a H,

» methanogeneze - vznik methanu ze smési CO,a H,nebo z kyseliny octové; vedlejsim
produktem je CO, (Straka a kol. 2006)

V bioplynové stanici lze zpracovavat kejdu, hn(j a jiné odpady z Zivocisné vyroby, fytomasu, odpady
z rostlinné vyroby, ze stravovani, biologicky rozlozZitelny komunalni odpad a Cistirenské kaly. Vhodné
jsou zvlasté materidly s vy3si vihkosti. Casto se uplatriuje kofermentace (Schulz a Eder 2004), tzn.



zpracovani rliznych materialll v jednom zatizeni. Vhodnou kombinaci substratd Ize docilit sloZeni,
které bude mit pfiznivy vliv na priilbéh procesu a tim i na vysledné mnozstvi a kvalitu bioplynu.

Zafizeni pro anaerobni digesci organickych odpad({ mUZe mit mnoho variant. Na zac¢atku bioplynové
linky je zpravidla pfipravna nddrz, kde se skladuje surovy material. Ten je podle potfeby precerpavan
do fermentoru, kde se odehrdva vlastni proces anaerobni digesce a tvorby bioplynu. Bioplyn
vznikajici ve fermentoru je jiman do zasobniku a upravovan pro dalsi vyuZziti.

Aby proces anaerobni digesce probihal spravné, je tfeba zajistit vhodné Zivotni podminky pro ¢innost
mikroorganism0. Témi jsou:

striktné anaerobni prostredi
e optimalni pH
e stald teplota

e vhodné sloZeni substratu (Schulz a Eder 2004)

1.1.2 Produkty anaerobni digesce

1.1.2.1 Bioplyn

Bioplyn je tvofen prevdiné methanem a oxidem uhli¢itym. Obsah methanu se pohybuje mezi 50 a
75 % (Pastorek a kol. 2004). Bioplyn se nejc¢astéji spaluje v kotlich a vyprodukované teplo se pouZiva
na vytapéni budov nebo na ohfev vody. Dalsi moZnosti je kombinovana vyroba tepla a elektrické
energie v tzv. kogeneracéni jednotce.

1.1.2.2 Digestat

Tuhy zbytek po vyhniti se snizenym obsahem biologicky rozloZitelnych latek se nazyva digestat. Tento
materidl, pokud vyhovuje viem parametrlim stanovenym vyhlaskou Ministerstva Zivotniho prostredi
(Vyhlaska ¢.382/2001 Sh.), lze vyuZit jako hnojivo, prfidavek do kompostu nebo k Upravé povrchu
terénu (Vana 2007). Digestat se obvykle vyrabi po cely rok a to bude proto nutné skladovat az
do doby, kdy je to vhodné ¢as na jeho aplikaci jako hnojiva béhem péstovani sezéna. Délka doby
skladovani zavisi na zemépisné oblasti, typu pady, zimnich srazkach, stfidani plodin, a vnitrostatnich
predpisech upravujicich aplikaci kejdy. V mnoha pfipadech se doporucuje skladovaci kapacita 6-9
mésicl a v nékterych zemich je to povinné (Lukehurst a kol. 2010). Napftiklad v Estonsku zdkon o vodé
(Estonian Water Act) nedovoluje hnojeni od zacdtku prosince do konce brfezna a je vyzadovéna
osmimésicni skladovaci doba (Riigikogu 2016). Béhem skladovani digestat na rozdil od kejdy (zejména
skotu) obvykle netvofi krustu, protoZe pevny material, ktery by krustu vytvofil, je béhem procesu
anaerobni digesce rozrusen. Pokud je digestat skladovan v otevienych nadrzich stejnym zplsobem
jako Cerstva kejda, amoniak a metanové plyny tékaji. Pfirodni krusty (za predpokladu, Ze maji
tloustku 10-20 cm, tvofené plovouci vrstvou mékkych a poddajnych ¢&astic (hlinéné hrudky nebo
organické zbytky silaze) minimalizuji uvolfiovani plyna.



1.1.2.3 Fugdt

Fugat, neboli procesni voda, je tekuty produkt vyhnivaciho procesu a ma charakter vody odpadni. Je
silné zakaleny a obsahuje produkty anaerobniho rozkladu organickych latek. Zpravidla je odvadén
do Cistirny odpadnich vod nebo jiman do nadrzi a posléze pouzivan jako hnojivo na zemédélskych
pGdach. Dlouhodobé panuji nazory, Ze digestat nebo fugdt predstavuji vynikajici hnojiva pro
zemédélskou produkci. Obé frakce vSak maji nizky obsah mineralniho dusiku (fugat dokonce jen
0,04-0,4 % hmotnosti) a velmi nizky obsah organické hmoty (Gujer a Zehnder 1983).

1.2 Bioplynové stanice v CR a v zahranié&i

Na zacatku roku 2008 bylo na nasem Uzemi v provozu asi 23 bioplynovych stanic (Bacik 2008), z nichz
prevazna vétsina zpracovava bioodpady ze zemédélstvi. Nejdéle fungujicim zafizenim na zpracovani
zemédélskych odpadd v CR je bioplynova stanice v Tfeboni. V provozu je nepretr#ité od roku 1974
a zpracovava kejdu z velkovykrmny prasat spolu s Cistirenskymi kaly (Kajan 2004). Dalsi stanice jsou

vvvvv

2017 bylo v CR registrovano 574 bioplynovych stanic (www.czba.cz).

Z evropskych zemi ma nejvice zkusenosti s bioplynovou technologii Némecko, kde je v soucasné dobé
v provozu pres 3500 fermentacnich zafizeni predevsim komunalniho charakteru. V Dansku funguje
systém tzv. centralizovanych bioplynovych stanic. Ke kazdé stanici je odpad svazen z okolnich oblasti
a stanice jsou umistovany tak, aby se jejich svozové zdny neprekryvaly (Straka a kol. 2006).
Ve Svédsku se bioplyn kromé vytapéni a vyroby elektrické energie vyuziva i pro pohon vozidel a
nedavno zde byl také zprovoznén prvni vlak pohdnény bioplynem na svété.

1.2.1 Desatero bioplynovych stanic

Zajem o vystavbu bioplynovych stanic na naSem Uzemi v poslednich letech stoupd. Kvalitné
zpracovany projekt a dusledné dodrZovani zasad udrzitelného provozu mohou predejit mnohym
problémiim, které provoz bioplynové stanice ¢asto doprovazeji. Ceské sdruzeni pro biomasu proto
zpracovalo Desatero bioplynovych stanic, které ma poskytnout zakladni informace viem zdjemcim
o vystavbu zemédélskych bioplynovych stanic. Zkracena verze desatera (Bacik 2008):

l. Precizni pfiprava projektu

Il.  Dostatek kvalitnich vstupnich surovin
lll.  VytéZnost bioplynu z jednotlivych materialQ
V. Komunikace se samospravou a verejnosti

V.  Spolehliva a ovérena technologie

VI.  Optimalizace investi¢nich naklad
VIl.  Volba vhodné kogeneraéni jednotky
VIIl.  Vyuziti odpadniho tepla

IX. Nakladani s digestatem — hnojivo



X. Dalsi moznosti vyuZiti bioplynu

1.3 Patogenni mikroorganizmy v digestdtu a fugdtu BPS

1.3.1 Salmonella sp.

Bakterie rodu Salmonella jsou Gram-negativni tyCinky pattici do ¢eledi Enterobacteriaceae. Patfi mezi
plvodce gastroenteritidy a tyfoidni horecky a patfi mezi nejvyznamnéjsi patogeny osidlujici travici
trakt dribeZe. Salmonely (stejné jako vétsSina bakterii Celedi Enterobacteriaceae) jsou fakultativné
anaerobni a netvofi spory. Jsou aZz na vyjimky pohyblivé diky 4 — 5 peritrichalnim bicikim, povrch téla
kryji fimbrie adhezivniho typu. Jejich velikost se pohybuje v rozmezi 0,7 — 1,5 um na Sitku a pfiblizné
2 — 5 um na délku. Teplotné jsou tyto bakterie pomérné odolné, prezivaji dokonce mrazeni. Obecné
dokazi salmonely rlst v rozmezi teplot 6 — 50 °C, idedIné vsak pfi 37 °C. Pod mikroskopem je mizeme
pozorovat jako jednotlivé tycinky, pary, ale i ve formé fetizk(. Salmonely redukuji nitraty na nitrity,
fermentuji glukdzu a jsou oxidaza-negativni. Vétsinu pripadl salmoneldzy lze oznacit za zoondzy,

nékteré sérotypy (jako S. typhi a S. paratyphi) jsou charakteristické pouze pro lidsky organismus.

Salmonella spp. se taxonomicky déli do dvou druhl: Salmonella enterica se Sesti poddruhy
a Salmonella bongori, dtfive povazovan za poddruh S. enterica. Zdrojem infekci salmonelou jsou

nejcastéji potraviny, zejména dribeZi maso a vejce.

Salmonely se bézné nachazi v zaZivacim traktu hmyzu, zvifat a ¢lovéka. Jsou vylucovany fekaliemi
a kontaminuji Zivotni prostfedi a potraviny. Castym rezervoarem salmonel jsou vejce, zvlasté
u sérotypu Enteritidis, kdy salmonely mohou kolonizovat ovaria u nosnic a timto tzv. transovaridlnim
pfenosem se salmonely stdvaji soucdsti vejce jesté pred jeho dalSim formovanim ve vejcovodu.
Péstované polni plodiny mohou byt kontaminovany salmonelami béhem rlstu, sklizné, uskladnéni

nebo transportu (Beuchat and Ryu, 1997; Davies and Hinton, 2000).

1.3.2 Koliformni bakterie

Pojem koliformni bakterie zahrnuje velkou skupinu Gram-negativnich, pohyblivych nebo
nepohyblivych bakterii zrodu Enterobacteriaceae, které maji tvar tyCinky a netvoti spory. Mezi

koliformni bakterie jsou fazeny rody Citrobacter, Enterobacter, Hafnia, Klebsiella a Escherichia.

DuleZitou vlastnosti je fermentace laktdzy pti 35 — 37 °C za aerobnich ¢i fakultativné anaerobnich
podminek v selektivnim prostfedi ZluCovych soli (Ci jinych povrchové aktivnich latek s podobnymi,
rst inhibujicimi vlastnostmi), pfi které vznika kyselina (pfip. aldehyd) a plyn. V ramci koliformnich

bakterii ddle rozliSujeme fekalni (nebo presnéji termotolerantni) koliformy, které jsou schopny r(st
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a fermentovat laktézu i ve 44 °C. Schopnost fermentovat laktozu je zavisla na pfitomnosti enzymu
beta-galaktosidazy a galaktosidu permedzy, které usnadnuji vstup laktézy do buriky. Nevykazuji

cytochromoxidazovou aktivitu.

Koliformni bakterie a fekalni koliformni bakterie jsou dlouhou dobu pouZivany jako indikatory
fekalniho znedisténi. Mohou byt vsak nalezeny ve vodnim prostredi, v pidé nebo vegetaci. Jsou
ve velkych poctech bézné pritomny ve vykalech teplokrevnych Zivocichl. ProtoZe se tedy v ramci této
skupiny (zejména mezi koliformnimi bakteriemi) vyskytuje rada druh(, které nemuseji mit fekalni
plvod, sméfuje soucasny trend k pfimému stanoveni Escherichia coli, ktera je podle smérnic Svétové
zdravotnické organizace (WHO, 1993) povaZovana za hlavni indikdtor fekdlniho znecisténi.
Pritomnost termotolerantnich koliform( témér vidy indikuje fekalni kontaminaci. Obvykle vice nez
95 % termotolerantnich koliforml izolovanych zvody jsou identifikovany jako stfevni E. coli.
V laboratornich podminkach jsou termotolerantni koliformy kultivovany na médiu obsahujicim

laktozu.

Virulentni kmeny E. coli jsou odborniky povazovany za jedny z hlavnich patogen( v chovech drlibeze.
lejich pUsobenim se zvySuje mortalita, brakace i veterinarni naklady. Tento podminény patogen se
bé7né vyskytuje ve stievech ptakil a savcl v poétu cca 10° CFU/g zazitiny. Je detekovan ve stovkach
kmen(, z nichZ je 10 az 15 % potenciondlné patogennich. E. coli je gramnegativni fakultativné
anaerobni spory netvofici tyCinkovita bakterie pohybujici se pomoci bicik(l. Je podminéné patogenni
(m0zZe, ale nemusi u ¢lovéka vyvolat onemocnéni), bézné se vyskytuje ve stfevnim traktu lidi a vyssich
obratlovci. Jeji teplotni optimum je 37 °C, je znacné odolna, ve vihkém prostredi (v pitné a odpadni
vodé, ve vykalech aj.) relativné dlouho pretrvava vitalni a pouziva se proto s jinymi koliformnimi
bakteriemi (tj. bakteriemi, které pri teploté 30 °C zkvasuji laktézu za vzniku kyselin a plynu) jako
indikator fekalniho znecisténi vody a potravin, ktery signalizuje potencidlni pfitomnost stfevnich
patogenl (salmonel, shigel aj.). E. coli je za normalnich okolnosti béZznou soucasti mikrobioty
traviciho traktu. Existuji vSak kmeny, které za urcitych okolnosti mohou byt patogenni pro zvifata
a Clovéka (Hejlicek and Vrtiak, 1982; Varejka, 1989; Sherris, 1990). E. coli je nesporotvorna tycinka
pohybujici se pomoci bi¢iku. Dosahuje délky 2 — 3 um a Sitky 0,6 um. Roste za teploty 8 — 48 °C,
optimum je pfi 37 °C. Rozsah pH pro rist je 6 az 8. Nékteré druhy mohou tvofit slizovité obaly, jez
jsou slozeny z polysacharid(l. Na svém povrchu nese dva typy fimbrii. Jak bicik, tak fimbrie jsou
vysoce antigenni. Bakterie produkuje indol, neroste na citratu a neprodukuje sirovodik. Je katalaza-
pozitivni, oxidaza-negativni. Inkubac¢ni doba E. coli je 12 — 72 hodin s optimalni rlstova teplotou je
30-37 °C. Na rozdil od skupiny koliformnich bakterii obecné, E. coli jsou témér vyluéné fekalniho

plvodu a jejich pfitomnost je tak definitivnim potvrzenim fekalniho znecisténi.



Prabéh infekci E. coli odpovida virulenci prislusného kmene a vnimavosti hostitele. Zndme nékolik
faktor(, které mohou mit souvislost s virulenci E. coli u dribeze. Nebyl vsak zjistén zadny jednotlivy
faktor virulence, pomoci néhoz by bylo mozné odlisit izolované kmeny patogenni od nepatogennich.
Pribéh infekce a zavaznost klinickych pfiznakl mohou byt dale ovlivnény faktory, které pusobi
na vnimavost hostitele. K témto Cinitelm patfi napriklad vystaveni jinému infekénimu agens, vlivy
Zivotniho prostredi, stav imunitniho systému, plemeno nebo linie ptakd. Klinické priznaky jsou
nespecifické a lisSi se podle véku ptaka, délky trvani infekce, postizenych orgadnd a soubéiné
probihajicich infekci. Mortalita z divodu akutni sepse se objevuje ¢asto u mladych jedincQ, a to
zdravotnim stavem doprovazenym casto postizenim srdce, jater a ostatnich vnitfnich orgdnd. Pfenos
Escherichia coli je mozny nékolika zpUsoby: vertikalné, napfiklad vzduchem a horizontalné, napf.
krmivem, vodou nebo kontaktem mezi zvifaty. Faktory jako stres, nadmérna vlhkost ¢i sekundarni

infekce situaci jen zhorsuji (Doktorova, 2001).

1.3.3 Campylobacter sp.

Kampylobaktery jsou spiralni, tenké nebo jen zakfivené G™ nesporulujici tycky Siroké 0,2-0,8 um
a dlouhé 0,5 - 6,0 um. Rod Campylobacter ndlezi do ¢eledi Campylobacteriaceae, aktualné jej tvori 18
druhl gramnegativnich bakterii s 6 podruhy a 2 biovary. Ve starych kulturach prechazeji spirdlovité
buriky na kokoidni formu. K témto morfologickym zméndm dochazi pravdépodobné v dlsledku
enzymové degradace peptidoglykanové vrstvy. Na jednom nebo obou koncich buriky je umistén bicik,
ktery umoznuje vyvrtkovity pohyb bakterie. Kampylobaktery jsou oxiddza pozitivni, netvofi
z tryptofanu indol, redukuji nitraty, ale nefermentuji sacharidy. Jsou termofilni, pohyblivé polarné
umisténymi biciky, podminéné patogenni. Tvar bakteridlni buniky a pohyblivost usnadniuji prinik
vrstvou hlenu ve stfevu hostitele. Vyskytuji se v travicim traktu clovéka i téméf u vSech domdcich
a velkého poctu divoce Zijicich zvifat. Pro dospélou drlibez jsou vétsinou nepatogenni, presto je
drliibeZ povazovana za primarniho rezervoarového hostitele. Campylobacter sp. je hlavnim plivodcem
prajmovych onemocnéni u lidi (Dirksen and Flagg, 1988), ty byvaji nasledkem poziti
kontaminovaného jidla nebo vody. Pfritomnost kampylobakterl neni spojend s pFitomnosti
indikatorovych mikroorganismu pro cisténi odpadnich vody, coz ukazuje na to, Ze hlavnimi prenasedi
v pfirodé jsou volné Zijici nebo domdci zvifata (Carter et al., 1987). Svymi naroky na prostredi jsou
odlisné od jinych patogennich bakterii spojovanych s alimentarnimi infekcemi. Jsou mikroaerofilni,
rostouci nejlépe v atmosfére slozené z priblizné 85 % N,, 10 % CO, a 5 % O,. Kampylobaktery jsou
extrémné citlivé na vyschnuti, jsou ale schopné delsi dobu prezivat v povrchovych vodach, trusu
a podestylce. Infekénost si zachovavaji ve vodé po 4 tydny pfi 4 °C, v mléce 3 tydny pfi 4 °C a po 24
hod pfi 25 °C. Vtrusu zUstavaji Zivotaschopné po 3 tydny pfi 4 °C. Prfi teploté -9 nebo -12°C
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pretrvavaji na povrchu opracovanych kurat 10 dni a po 182 dni pfi teploté -20 °C. Lyofilizovana

kultura preziva po mnoho let (Silva et al., 2011).

Hlavnim rezervodrem Campylobacter spp. je zaZivaci trakt hospodaiskych zvitat (C. jejuni a C. coli),
domacich mazlickl (C. upsaliensis), ptakd i clovéka. Z prostredi stfevni mikrobioty se patogen dostava
do prostiedi porazky. Ve stievnim obsahu brojlerll se nachazi vpriméru 10°- 10’ CFU/g
kampylobakterld a prevlada vyskyt druhd C. jejunia C. coli. Kolonizace stfeva probiha diky
pohyblivosti bakterii (chemotaxe) a produkci adhezivnich protein(. PreZiti uvniti vakuol epitelidlnich
bunék bakteriim usnadnuje produkce kataldzy a superoxid-dismutdzy, kterd inaktivuje volné kyslikové
radikdly. Vyznamné pro preziti a patogenitu je schopnost ziskavat Zelezo z transferinu a laktoferinu
obsazenych vséru a sliznicich hostitele. Hlavnim produkovanym toxinem je CDT (cytolethal
distending toxin). Tento toxin narusuje epitelidlni klky, ¢imZ je doCasné narusena absorpcni funkce

stfeva a vznika prdjem. CDT je termolabilni (70 °C) a trypsin senzitivni (Silva et al., 2011).

V Evropské unii se roéni pocet p¥ipad( pohybuje od roku 2009 nad hranici 200 tisic. V Ceské republice
byl prudky narlst kampylobakteriéz zaznamenan od konce 90. let minulého stoleti az do roku 2005.
Polet hlddenych onemocnéni zplsobenych bakterii rodu Campylobacter se v CR pohyboval mezi lety
2001 — 2010 v rozmezi 20 063 — 30 268 nemocnych osob za rok (Epidat, SzU). Prevenci
vyskytu Campylobacter spp. je dikladné tepelné opracovani potravin, zamezeni kfizové kontaminace
v pribéhu zpracovani a skladovani potravin, dodrZovani nejen sanitace a desinfekce v pribéhu
produkce a zpracovani potravin, ale i osobni hygieny osob zpracovavajicich potraviny.
Kampylobaktery se rychle $iti v rdmci intenzivnich chovl driibeze béhem nékolika dnl a byvaji zfidka
zjistény pred druhym aZ tetim tydnem véku (Newell and Fearnley, 2003). Sifeni organismu zvy$uje

koprofagie a prenos z jedince na jedince fekalné-oralni cestou (Newell and Fearnley, 2003).

1.3.4 Clostridium perfringens

C. perfringens je relativné velka, nepohyblivd, Gram-pozitivni, sporulujici, striktné anaerobni tyc¢inka
z Celedi Bacillaceae, ktera na agaru tvofi velké, pravidelné, okrouhlé, lehce lesklé kolonie. Bakterie
roste za teploty 15 aZ 50 °C, s optimem mezi 37 °C a 45 °C pro vétSinu kmen(. Schopnost tvofit
termorezistentni endospory a siroké teplotni rozmezi, ve kterém je mikroorganismus schopny rlst
jsou vlastnosti, které mu umoZiuji se mnoZit a pfezivat v rozlicném prostredi. Endospory jsou casto
Sirsi nez vegetativni organismy, ve kterych vznikaji, pficemz buriky maji charakteristické tvary vietena
nebo klostridiové formy. Klostridie jsou v pfirodé hojné rozsifena pravé diky schopnosti tvofit odolné
endospory. C. perfringens je prakticky vsudypfitomna bakterie, je mozné ji nalézt v padé, vodé,
mléce, prachu, mofském sedimentu, odpadni vodé, stejné jako ve stfevé lidi a zvifat a télech hmyzu.

Vyskytuje se hlavné v plidé, vodnich usazeninach a v gastrointestinalnim traktu zvifat. C. perfringens
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ma nékolik vlastnosti, které vyznamné pfispivaji k jeho schopnosti zplsobit alimentarni onemocnéni.
Jednak se C. perfringens vsudyptitomné Sifi pfirozenym prostredi, takze existuje mnoho pfilezitosti
ke kontaminaci potravin. DalSim dlvodem je jeho schopnost vytvaret termorezistentni spory,
umoziujici prezivani v rliznych prostredich, véetné nedostate¢né uvafeného masa a nespravnych
sterilizacnich technik. C. perfringens ma také schopnost rychlého rlistu v potravinach a mnozstvi
mUiZe dosahnout takového poctu bakterii, které je schopnost zpUsobit alimentarni otravu. Posledni
dlleZitou vlastnosti C. perfringens je produkce ve stfevech aktivniho enterotoxinu (CPE), ktery je
odpovédny za symptomy typické pro gastrointestinalni alimentarni otravu.
C. perfringens je pivodcem napfiklad plynaté snéti a velmi vzacného onemocnéni u lidi, nekrotické
enteritidy (zpUsobuje ji typ C). Tato bakterie je také plvodcem mnoha chorob zvifat, jako jsou

enterotoxémie a nekroticka enteritida u ptak( véetné dribeze.

1.3.5 Mpycobacterium sp.

Mykobakterie jsou mirné zakrivené tycinky 0,2-0,7 x 1,0-10 um, nékdy maji tendenci k vétveni. Velmi
obtizné se barvi podle Grama, obvykle se jevi jako slabé gramnegativni. Charakteristicky pro né je
pomaly rist v podminkach in vitro. Typovym druhem je Mycobacterium tuberculosis, plvodce
tuberkuldzy (Holt et al., 1994). V pfirodé jsou rezervoarem tuberkuldzy divoce Zijici zvifata, v Evropé
hlavné jezevec (Meles meles). Tato zvifata vylucuji infekéni agens vykaly a moci a teoreticky tak

mohou znedcistit pastviny pro skot (Hinton, 2000).

Produkty zemédélskych bioplynovych stanic (Zivocisné odpady, at hovézi, dribezi, ¢i vepfové) mohou
predstavovat nové, nepoznané riziko z hlediska Sifeni pdvodcl rdznych onemocnéni, napfr.
paratuberkuldzy, avidrni mykobakteridzy, avidrni tuberkuldzy. V pfipadech, kdy se v chovu skotu
vyskytuje paratuberkuldza, je mozné rozsifeni a i pomnozeni jejiho plvodce - Mycobacterium avium
subsp. paratuberculosis (MAP). Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) je etiologicky
plGvodce Johneovy choroby (JD) nebo paratuberkulézy, achronické granulomatézni enteritidy
prezvykavcl. MAP izoolaty Ize klasifikovat do dvou genotypl na zakladé kulturnich charakteristik
a analyzy genomu: izolaty ovci (také nazyvané typ S nebo typ 1) a izolaty skotu (také nazyvané typ C
nebo typ II) (Collins a kol., 1990; Bryant a kol., 2016). JD zplsobuje znacné ztraty hospodarskych
zvitat v zemédélskych chovech, konkrétné snizenim produkce mléka u krav, pfedcasné utraceni nebo
snizenou hodnotu jatecné upravenych tél (Ott et al., 1999). Princip patogeneze u MAP je nasledovny:
makrofagy primarné pouZivaji mandzovy receptor (MR, CD207) a receptor komplementu C3 pro
fagocytézu MAP (Souza et al., 2007). Tyto receptory se vyznacuji skutecnosti, Ze zprostfedkovavaji
pohlcovani mikrobl, aniz by nutné vyvolaly prozanétlivou imunitni odpovéd, a tak se jiz dlouho

predpoklada, Ze se zvysuje Casné intraceluldrni preZiti nékterych mikrobl. K dalSimu porozuméni
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patogenezi paratuberkuldzy je nutné pokracovat v definovani faktord ovliviujicich ¢asnou interakci
mezi hostitelskymi makrofagy a MAP. Dalsimi patogeny, které se v BPS miZou v zavislosti
na nakazové situaci v chovu vyskytovat, je plvodce aviarni tuberkuldzy - Mycobaeterium avium

subsp. avium (MAA) a aviarni mykobakteridzy - Mycobacterium avium subsp. hominissuis (MAH).

1.3.6 Yersinia sp.

Yersinia enterocolitica je hlavni potravinovy patogen zpUsobujici yersinidzu. V roce 2011 bylo
v Evropské unii hlaseno celkem 7017 potvrzenych pfipadi yersinidzy, coz odpovida nardstu o 3,5%
ve srovnani s rokem 2010 (European Food Safety Authority 2013). Y. enterocolitica je rozsitena
v Zivotnim prostfedi a populaci zvifat a pfedstavuje potencidlni zdroj infekce pro ¢lovéka. Hlavnim
rezervoarem kmenu Y. enterocolitica patogennich pro ¢lovéka jsou prasata (Huovinen a kol. 2010).
Vypuknuti onemocnéni je také spojeno se spotfebou neupravené vody, kontaminovaného mléka
(nepasterizovaného nebo nedostatecné pasterizovaného), tofu nebo klick(i fazole (Sabina a kol.
2011). Pfenos patogenu z ¢lovéka na cClovéka je vzacny, ale byla zaznamendana kontaminace potravin
infikovanymi zpracovateli potravin a nozokomialnimi infekcemi (Sabina a kol. 2011). Y. enterocolitica
je heterogenni skupina bakterii. Druh byl rozdélen do 2 poddruhl (Y. enterocolitica subsp.
Enterocolitica a subsp. Palearctica) (Neubauer a kol. 2000). Z 6 znamych biotypl jsou kmeny patfici
k biotypim 1B a 2—5 povaZzovany za patogenni pro zvitata a lidi (Huovinen a kol. 2010, Sabina a kol.
2011). Kmeny biotypu 1A bez klasickych marker( virulence jsou povaZovany za nepatogenni (Bhagat
a Virdi 2007). Podle nékterych autorll ma vsak biotyp 1A patogenni potencial (Batzilla a kol. 2011),
coz naznacuje, ze zpUsob definovani patogenity zaloZzeny pouze na stanoveni biotypu je tfeba zménit.
Obecné patogenita Y. enterocolitica zavisi na pfitomnosti nékolika gent, zndmych jako virulencni
markery. Tyto geny umozniuji bakteriim vstoupit do vnimavého organismu, kolonizovat jej, obejit

imunitni systém a rlst za nepftiznivych podminek (Gierczyriski 2000).

1.3.7 Listeria sp.

Zastupci rodu Listeria jsou pravidelné tyCinky o velikosti 0,4-0,5 x 0,5-2 um. Jsou grampozitivni,
pohyblivé a fakultativné anaerobni. Optimalni kultivacni teplota je 20-25 °C. Listerie jsou Siroce
rozsifeny ve vnéjsim prostredi, vyskytuji se pravidelné napf. v kazici se zeleniné. Typovym druhem je
Listeria monocytogenes, ktery plsobi celkova septickd onemocnéni, vétsSinou u imunitné oslabenych
lidi (Holt et al., 1994). Vyskytuje se celosvétove, v pfirodé jsou rezervoarem listerii hlodavci, ktefi se
na podzim stahuji do zemédélskych objektd, kde infikuji krmiva, listeridzy mivaji proto v nasich
podminkach sezénni vyskyt (Hejlicek and Vrtiak, 1982). Listerie jsou castym plvodcem infekci

stddovych zvifat, u mnohych patfi k fyziologické stfevni fléfe. Nachdazeji se i volné v pfirodé. Pro
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Clovéka je typicka ndkaza kontaminovanymi potravinami. Mezi rizikové patfi nepasterizované mléko,
nedostatecné tepelné upravené maso a zrajici syry (Benes a kol. 2009). K faktorlim patogenity patfi
tzv. monocytosis producing agent, ktery zvySuje pocet makrofagt, dale faktor Ei, ktery ma pyrogenni
efekt a spoluplsobi pfi patogenezi edému, listerolysin O, sfingomyelindza C a lipaza (Bednar 1996).
Mezi dalsi patogenni druhy patfi L. ivanovii a L. seeligeri. VSechny tyto druhy produkuji hemolyzin,
jsou kataldza pozitivni. L. monocytogenes je plvodcem listeridzy. Hospodarska zvirata (drtivou mérou
prezvykavci) hraji klicovou roli v pretrvavani Listeria spp. ve venkovském prostiedi prostfednictvim
kontinualniho fekalné-oralniho cyklu (Vazquez-Boland et al., 2001). Riziko listeridzy u prezvykavcl se
zvysSuje u fermentovanych krmiv nizké kvality, napfiklad kdyz je mlécny skot krmen silaZovacimi
potravinami (Donnelly, 2002). Ddle mohou L. monocytogenes kontaminovat mléko od zvirat

s mastitidou.
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2  Experimentalni cast

3.1.1 Uvod do experimentu

Bioplynové stanice predstavuji moderni a ekologicka zatizeni se schopnosti vyuzit nékteré odpadni
suroviny a premeénit je na uzitecné komodity, jako je naptiklad bioplyn. Obecné prevazuji zemédélské
BPS, které vedle rostlinnych vstupnich material( (nejcastéji energetické plodiny, napf. kukuficna
silaz) vyuZivaji také odpadni produkty Zivocisné vyroby (kejda, hndj). Vedlejsim odpadnim produktem
z provozu BPS je digestat. Jde o zbytek po fermentacnim procesu (tzv. anaerobni digesce), ktery
probiha bez pfistupu vzduchu a jehoZz hlavnim cilem je vyroba bioplynu. Digestat tvofi prevaziné
tekuty zbytek fermentacniho procesu, ktery obsahuje velké mnoZstvi Zivin. Digestat je mozno rozdélit
na pevny separat slouzici napf. jako stelivo v chovech zvifat a tekuty fugat. NejcastéjSim pouZitim
digestatu a fugatu je jejich aplikace jako hnojiva na zemédélské pudy.

Potencidlni zdravotni riziko vystupnich slozek z BPS je caste¢né urCovdno substratem, ktery je
do fermentoru vpravovan. Je dobfe zndmo, Ze odpadni slozky obsahuji nejriznéjsi patogenni
bakterie. Pochazeji z tkani zvirat jak nemocnych, tak zdravych, ktefi vylucuji bakterie ve stolici, moci
a exudatech. Proto biologicky odpad muzZe obsahovat patogenni bakterie, jako jsou Salmonella sp.,
Listeria sp., Escherichia coli, Campylobacter sp., Mycobacterium sp., Clostridium sp. a Yersinia sp.
(Dudley a kol. 1980, Larsen 1995, Larsen a Munch 1986, Strauch 1991). Mnohé z nich predstavuji
zoonotické patogeny a mohou zpUsobit infekce u zvifat i lidi.

Cilem experimentu bylo zjistit pfitomnost vybranych potencidlné patogennich bakterii ve vystupnich
slozkach procesu vyroby bioplynu v bioplynovych stanicich. Metodou kultivace byly porovnavany
fugaty pochazejici z rdznych druh( kejd (skotu, praseci, drlibeZi), a to z hlediska vyskytu bakteridlnich
patogenu a jejich kvantity.

3.1.2 Metodika experimentu

Vzorky fugdtld byly ziskdny béhem roku 2018 z vytipovanych zemédeélskych bioplynovych stanic
na Gzemi Stfedoceského a Plzeriského kraje CR. Vybrany byly celkem tii BPS, které jako jednu
ze vstupnich surovin pro vyrobu bioplynu pouzivaji kejdu hospodarskych zvitat (skotu, prasat
a dribeze). Bezprostiedné po odbéru vzorkl z vypustného ventilu fermentoru byly vzorky dovezeny
ve sterilnich uzaviratelnych vzorkovych lahvich do laboratofi VUZV, kde byly ty? den zpracovéany
za Ucelem mikrobialni kultivace, ¢asti objemu vzork( byly zamraZeny pro pozdéjsi extrakci DNA (i
RNA.

Kampylobaktery, klostridia, salmonely a koliformni bakterie byly kultivovany pfimo za specifickych
podminek. Salmonely rostly na X.L.D. agaru (CMO0469) a koliformy na MacConkey agaru No. 3
(CM0115) za aerobnich podminek pfi 37°C po dobu 24 hodin. Klostridia byla kuultivovana
na Perfringens Agar Base TSC & SFP (CMO0587) s pfidavkem Egg Yolk Emulsion (SR0047) a TSC
Supplement (SRO088) v anaerostatu za anaerobnich podminek 24 hodin pfi 37°C. Kampylobaktery
byly kultivovany na Campylobacter Selective Agar (CM0689) doplnéném o Preston Campylobacter
Selective Supplement (SR0117) a Laked Horse Blood (SR0048). Poéty CFU/g susiny byly prevedeny
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na logCFU/g a podrobeny statistické analyze (one way ANOVA). Veskerd média a doplriky dodala
spole¢nost OXOID CZ, s.r.o. (Brno, Ceska republika).

3.1.3  Vysledky

Fugat z praseci kejdy vykazoval vyssi pocty Clostridium perfringens nez ty z kejdy dribeZe a skotu

cvvs

kejdy skotu, s nezjistitelnym poctem koliformi po procesu anaerobni digesce (predchozi log CFU = 5).

Obr. 1. Grafy znazornuji pocty (logCFU) jednotlivych kultivovanych bakterii ve fugatu pochazejiciho
z BPS pouiZivajicich rtizné druhy kejdy. A) Clostridium perfringens, B) koliformni bakterie, C)
kampylobaktery, D) salmonely a E) celkové anaeroby. Graf srovnava pocty bakterii ve fugatu po

skonceni anaerobni digesce ve fermentoru.
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Obr. 2. Grafy znazoriuji pocty (logCFU) jednotlivych kultivovanych bakterii ve fugatu pochazejiciho
vidy z BPS pouzivajici jeden druh kejdy: A) kejdu skotu, B) praseéi kejdu, C) dribezi kejdu. Grafy

ukazuji zmény v poctu CFU béhem a po skonceni anaerobni digesce (AD) ve fermentoru.
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Z nasich vysledkl plyne, Ze nejmensi dopad ma na kontaminaci pldy zoonotickymi patogeny pouZziti
kejdy skotu. Bylo opakované zjisténo, Ze procesem anaerobni digesce se napf. koliformni bakterie
zcela eliminuji. Naopak u kejdy prasat byla pozorovdna zvySend hladina klostridii, jmenovité

o

Clostridium perfringens, a tato hladina zUstavala v pfipadé volného skladovani kejdy v fadech mésicl
prakticky na stejné urovni. TaktéZz u dribezi kejdy byl zaznamenavan vyssi podil nebezpecnych
kampylobakterd. Ukazuje se tedy, Ze pouziti kejdy skotu se jevi jako nejpfijatelnéjsi z hlediska
ochrany zdravi €lovéka i hospodarskych zvifat. Ziskané poznatky chceme vyuzit k ndvrhu opatfeni,

kterd snizi vyskyt patogennich bakterii ve fugatu pred aplikaci do pudy.
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4 Zaver

Experimentdlni ¢ast studie ukazala, Ze doslo k vyznamnym rozdillim v poctech vSech sledovanych
skupin bakterii mezi vzorky z bioplynovych stanic zpracovavajicich rtzné druhy kejdy. Fugat z praseci
patogenu byl detekovan ve fugatu z kejdy skotu, s nezjistitelnym poctem koliform( po procesu
anaerobni digesce. Dalsi studium problematiky bude zahrnovat detekci patogend na molekularni
Urovni s vyuZitim metod gPCR, identifikace jednotlivych taxonll na zakladé 16S rRNA a pfipadné
fragmentacni analyzu ribozomalni RNA pro charakterizaci a zménu bakteridlnich spolecenstev

v prostoru a ¢ase.

5 Podékovani

Tato studie vznikla s podporou projektu MZE-RO0718.
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