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Souhrn

Vyznamnou vstupni surovinu pro anaerobni digesci v bioplynovych stanicich je kromé silazi
také biologicky odpad skotu, prasat nebo dribeze. Fugat, odpadni produkt z vyroby bioplynu,
ktery se v zemédélstvi pravideln€ vyuziva jako hnojivo, miize nicméné obsahovat bakterialni
patogeny zpusobujici nejriznéj$i zoondzy. Anaerobni digesce (AD), hlavni metoda stabilizace
biologickych pevnych latek, muze U¢inné a do zna¢né miry deaktivovat zivotaschopné
patogeny, véetné parazitd, vird a patogent obsahujicich geny rezistence na antibiotika. Tento
ptehled si klade za cil poskytnout kriticky ptehled tykajici se deaktivace patogent souvisejicich
s produkty bioplynovych stanic pomoci AD, diky ¢emuz byly vzneseny vazné obavy ohledné
ucinnosti a racionality AD vuc¢i kontrole patogenti ve fugatu. Byly diskutovany zakladni
deaktivaéni mechanismy a ovliviyjici faktory se zaméfenim na modelovani souvisejici s
patogeny a technologické aspekty AD. Cilem studie je porovnat diverzitu potencialnich
bakterialnich patogenti v riznych typech kejdy, vSe s pouzitim molekularné-biologickych
metod na urovni DNA. Spolecenstva byla zkoumana metodou fragmenta¢ni analyzy T-RFLP
a sekvenovanim ¢asti 16S rRNA dideoxy metodou. Studie ma za cil zvysit povédomi 0 diverzité
potencidlnich patogenti pochézejicich z chovu zvifat a vlivu anaerobni digesce na slozeni

bakterialniho spolecenstva, a celkové tak ma piispét ke zlepseni hygieny zemédélské produkce.
Summary

In addition to silage, biological waste from cattle, pigs or poultry is also an important input raw
material for anaerobic digestion in biogas plants. However, fugate, a waste product from biogas
production that is regularly used in agriculture as a fertilizer, may contain bacterial pathogens
causing a variety of zoonoses. Anaerobic digestion (AD), the main method of stabilizing
biological solids, can effectively and largely inactivate viable pathogens, including parasites,
viruses, and pathogens containing antibiotic resistance genes. This review aims to provide a
critical overview of the inactivation of biogas plant-related pathogens using AD, which has
raised serious concerns about the effectiveness and rationality of AD in controlling pathogens
in the plant. Basic deactivation mechanisms and influencing factors were discussed with a focus
on modeling related to pathogens and technological aspects of AD. The aim of the study is to
compare the diversity of potential bacterial pathogens in different types of slurry, all using
molecular-biological methods at the DNA level. Communities were examined by T-RFLP
fragment analysis and sequencing of the 16S rRNA. The study aims to raise awareness of the
diversity of potential animal pathogens and the impact of anaerobic digestion on the



composition of the bacterial community, and overall to help improving the hygiene of

agricultural production.



1 Uvod

Anaerobni fermentace (anaerobni digesce, AD) je komplexni proces, pii kterém dochézi
mikrobidlni ¢innosti k postupnému rozkladu organické hmoty na smés plyna (bioplyn) a
fermentovany zbytek organické hmoty (digestat). V zeméd¢€lskych bioplynovych stanicich se
nejcastéji zpracovava kejda a plodiny k energetickému vyuziti cilené péstované, ze kterych ma
nejvetsi zastoupeni silazni kukufice. Divody, pro¢ je kukufice pro anaerobni fermentaci
nejvyuzivangj$i, spocivaji ve vysokém vynosovém potencidlu této plodiny, ptiznivych
kvalitativnich charakteristikdch a mozZnosti konzervace hmoty silazovanim. Plivod kejdy
ovlivituje do urc¢it¢é miry slozeni bakterialniho spoleCenstva ve fermentoru. Produktem
anaerobni fermentace je tzv. digestat, tj. nerozlozeny zbytek po anaerobni fermentaci. Ten se
obvykle vyuziva jako tekuté organické hnojivo, které je svym pouzitim srovnatelné s kejdou.
Alternativné lze z digestatu oddélit tuhou frakei - separat, jez 1ze nasledné kompostovat, vyuzit
jako podestylku ¢i susSit a spalovat. Tekuty zbytek - fugat, se obvykle aplikuje na ornou pidu
nebo trvalé travni porosty, ptip. se dle technologie vraci do fermenta¢niho procesu bioplynové

stanice.

Véaznou vyzvu pro zivotni prostfedi a vefejné zdravi vSak predstavuje Sifeni patogenti
prostfednictvim riznych zeméd¢€lskych aplikaci. Anaerobni digesce miize Gi¢inné a do znac¢né
miry deaktivovat zivotaschopné patogeny, vcetné parazitl, vird a patogenil obsahujicich geny
rezistence na antibiotika. Tento piehled si klade za cil poskytnout kriticky ptehled tykajici se
deaktivace patogenil souvisejicich s produkty bioplynovych stanic pomoci AD, diky ¢emuz
byly vzneseny vazné obavy ohledné Ucinnosti a racionality AD vi¢i kontrole patogenil ve
fugatu. Byly diskutovany zdkladni deaktivacni mechanismy a ovliviiujici faktory se zamétenim
na modelovani souvisejici s patogeny a technologické aspekty AD. AD Siroce pouZivana pro
upravu biokall a zivocisné kejdy s cilem redukce objemu a vyroby bioplynu je komplexni
biologicky proces s vicestupnovymi reakcemi, tj. hydrolyza, acidogeneze, acetogeneze a
methanogeneze, pii kterych se organickd frakce biokalu preménuje pfevazné na biometan nebo
vodik, vznikajici zdroj obnovitelné energie. V mnoha zemich se pevny zbytek produkovany z
AD z distirenskych kalt pouziva jako hnojivo pro rostlinnou vyrobu a také jako stabilizator
pudy pro zlepSeni kvality pidy. Bez ohledu na zemédélské i jiné ucely se AD povazuje za
predbézny krok. Tyto aplikace téchto zbytkl digestatu by vSak mély byt regulovany, aby bylo
zajisténo, Ze jsou hygienicky bezpecné. Bylo prokazano, Ze relativni mnozstvi patogennich

mikroorganismil véetn¢ bakterii, parazitii a virti po AD vyznamné klesa. Riizné patogenni druhy



mohou mit rtiznou nachylnost k AD, rozpad patogenii také souvisel s provoznimi podminkami
(Ju a kol., 2016; Kearney a kol., 1993a; Sahlstrom a kol., 2008). Mechanismus deaktivace
patogeni nebyl dosud pln€ objasnén. V soucasné dobé je znac¢né Usili vénovano identifikaci
potencialniho ekologického a zdravotniho rizika zivotaschopnych a infek¢nich patogent
piezivajicich po anaerobni stabilizaci cistirenskych kall, pficemz velka pozornost byla
vénovana také standardizaci metod kvantifikace zivotaschopnych patogenti (napi. kromé toho,
se stale se zvySujici spotfebou antibiotik, proliferace a uvoliiovani patogenti spojenych s ARG
(antibiotic resistence genes = geny pro rezistenci K antibiotikiim) do zivotniho prostiedi
prostiednictvim vypousténi biologickych latek vyvolava vétsi obavy. Vzhledem k takové
situaci ziskala AD rostouci zajem diky své zasluze o kontrolu ARG, ackoli mechanismus za tim
neni uplné jasny. Ty naznacuji, ze zivotni cyklus ARG po vstupu do pudniho prostedi si
zaslouzi vice zkoumani. V opa¢ném ptipadé mize digestatové hnojivo jako ptenasec patogenil
s ARG pfedstavovat potencidlni zdravotni riziko pro zemédélce béhem produkce plodin,
zejména nékteré specifické patogeny vyuzivaji pidu jako vektor pfenosu ve svych zivotnich

cyklech (Manser a kol., 2015; Wang a kol., 2015).

S rostouci citlivosti na zivotni prostfedi a zdravi bylo digestatové hnojivo regulovano v
nulovém navrhu ministerského zavére¢ného dokumentu ,, Towards a Pollution-Free Planet*
shromazdénim OSN pro Zivotni prostfedi v roce 2017. Natizeni EU o vedlejSich Zivoc¢isnych
produktech stanovi, Ze digestat opoustéjici bioplyn nebo kompostarny jsou povazovany za
pfijatelné pouze v piipadé, ze Escherichia coli a obé jsou nizsi nez 1000 CFU/g a Salmonella
neni detekovatelna v 5 testovanych vzorcich o hmotnosti 25 g (Ahn a kol., 2007; Commission
Regulation, 2011). Napt. v USA Ize pro zemédélské ucely pouzit pouze kal tiidy A, t.
obsahujici nedetekovatelné hladiny patogent. 75 % stabilizovaného Ccistirenského kalu
pouzivané¢ho v zeméd€lstvi vSak patiilo k biologickym pevnym latkam (separat, pevné ¢asti
obsazené v digestatu) tiidy B s patogeny (Griibel a Suschka, 2015). U separatt tfidy A by méla
byt ptisné sledovana hladina fekalnich koliformnich bakterii jako indikatoru patogenu, se
souCasnym sledovanim vyskytu enteralnich virt, vajicek helmintt a rodu Salmonella sp.
Nemusi to byt vyzadovano, pokud jsou €as procesu a teplota spravné fizeny na pozadovanych
urovnich. Je tfeba zdiraznit, Ze 1 kdyZ je hladina indikatorovych patogenii pod detekénim
limitem, nelze to pifimo povazovat za absenci potencialniho patogenniho rizika v duasledku
vyskytu jinych patogenti. Dosud nebyl proveden komplexni prizkum obsahu a kategorii

patogenti v digestatu AD. Zékladni otazkou je, jak optimalizovat provoz AD pro minimalizaci



potencialnich patogennich rizik. Je zfejmé, Ze bez tiplného posouzeni rizik je téméf nemozné

zajistit bezpecné pouziti digestatu AD.

Tento piehled se proto pokouSi nabidnout systematicky piehled profilu patogenti
v digestatu/fugatu z bioplynovych stanic, roli AD pii zmiriiovani patogenti, mozné mechanismy
deaktivace patogeni u AD, provozni podminky a hlavni faktory proti patogenum. Dale bylo
diskutovano mozné vyuziti tekutého fugatu jako ekologického biohnojiva. Cilem
experimentalni ¢asti pak bylo porovnéani diverzity potencidlnich bakterialnich patogent ve
fugatu pochazejiciho z bioplynovych stanic na zakladé¢ pouziti druhu kejdy jako vstupni

suroviny.

2 Patogeny v digestatu/fugatu a jejich potencialni hrozby

2.1 Bakteridlni patogeny, paraziti a viry

Uplné pochopeni profilu bakterialnich patogend je zasadnim a primarnim krokem pro jejich
bezpecnou likvidaci a opétovné pouziti vystupnich slozek z BPS po AD. S rychlym rozvojem
pokroc¢ilych metod molekularni detekce bylo v digestatu nalezeno stale vice zivotaschopnych,
ale nekultivovatelnych patogenti. Pokud jde o celkovou prokaryotickou patogenni diverzitu,
existuji zpravy o pfistupu k fylogenetické a funkéni diverzité pomoci sekvenovéani celého
metagenomu, stejné jako bioinformatické analyzy pomoci nastroje MetaPhlAn (Metagenomic
Phylogenetic Analysis) (Lu a kol., 2015; Li a kol., 2015). Zadny v$ak neprovedl vyzkum
patogennich komunit se sekvenovanim markerového genu na bazi amplikonu, které je
nakladové efektivnéj$i. A sekvenovani 16S rRNA miiZe byt jednou z nakladové efektivnich
metod sekvenovani na bazi amplikonu k predpovédi funkénich schopnosti bakterialnich
patogennich komunit po provedeni bioinformatické analyzy pomoci bioinformatickych
nastroji (napf. MEGAN nebo softwarového baliku Tax4Fun). Pro komunitu hub a dalsich
patogennich eukaryot Se vyuziva sekvenovani interniho transkribovaného spaceru (ITS)
u ribozomalni 18S rRNA. Bylo hlaseno mnoho zjisténych patogend, jako jsou rody Aeromonas,
Clostridium, Enterococcus, Corynebacterium, Klebsiella, Legionella, Mycobacterium,
Salmonella, Streptococcus, Vibrio a riizni paraziticti helminti, vétSina téchto patogenti by mohla
zpusobit zavaznou morbiditu nebo dokonce umrtnost u lidi. Mohou zpiisobovat onemocnéni
dychacich cest, gastroenteritidu, konjunktivitidu, cystitidu, onemocnéni pohlavnich organt,

infekce kiize a mékkych tkani atd. (Tabulka 1). Mezi detekovanymi patogeny zranitelnymi vici



AD byly Escherichia coli, Salmonella, Yersinia enterocolitica, Enterococcus, zatimco
Campylobacter jejuni a Streptomyces, Collinsella aerofaciens, Streptococcus salivarius a
Gordonia bronchialis byly hlaseny jako mnohem odolngjsi vii¢i AD (Ju a kol., 2016; Kearney
a kol., 1993b; Stiborova a kol., 2015). Je tfeba také poznamenat, Ze nékteré¢ patogeny mohou
dokonce vykazovat po AD i narust (Li a kol., 2015). Dale né€které sporotvorné patogeny, napf.
rody Clostridium a Bacillus s vysokou odolnosti vi¢i akutnim stresim mohou pfezit po
mezofilni nebo dokonce termofilni anaerobni digesci, coz vytvafi hygienicky problém pfi
aplikaci separatu ¢i fugatu (Dixit a kol., 2005; Guzman a kol., 2007; Lloret a kol., 2013).
Napiiklad separat ziskany z termofilni AD nemohly splnit pozadavky smérnice Evropského
parlamentu pro aplikaci na padu kvili p¥itomnosti spor C. perfringens (napt. 9,6x10* CFU/mI)
(Lloret a kol., 2013).

Tabulka 1: Patogeny zjisténé v digestatu a kalech a jejich potencialni ohrozeni zdravi.

zpusobené
druh, kmen reference

onemocnéni

Nekrotricenteritida,

kolitida koni, otrava

Clostridium jidlem, Gplavice jehnat (Kashan a kol.,
Clostridium perfringens (spore-forming a neonatalni 2015; Meer a kol.,
bacteria) hemoragické nekrotické 1997)

enterotoxémie nebo

plynova gangréna

(Ahn akol.,
Bacillus 2007; Govasmark a
) ) ) ) Emeticky nebo
Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus kol.,
prijmovy syndrom
cereus 2011; Marrollo,
2016)
Campylobacter Campylobacter jejuni Prijmova onemocnéni | (Wéry a kol., 2008)
o o ] (Shannon a kol.,
Escherichia Escherichia coli Prijmova onemocnéni

2007)




Mycobacterium

Mycobacterium
tuberculosis, M. avium, M.
intracellulare, M. phlei, M.

bovis and M. kansasii

Tuberkuléza, para-
tuberkuléza, infekce
ktze a mekkych tkani,
cervikalni
lymfadenitida, fibro-
nodularni onemocnéni s
bronchiektazii sttedniho

laloku

(Gautam a kol.,
2017; Hamilton a
kol., 2017)

Corynebacterium

Zaskrt (C. diphtheriae),
ov¢i a kozi kasedzni
lymfadenitida (C.

pseudotuberculosis)

(Raynal a kol.,
2018; Wittchen a
kol., 2018)

(Guzman Prieto a

Enterococcus Nozokomialni infekce
kol., 2016)
) ) ] Nozokomidlni infekce,
Klebsiella Klebsiella pneumoniae (Holt a kol., 2015)
plicni infekce
Legionella Infekce dychacich cest (Comas, 2016)
(Fahal a kol.,
Streptomyces
o o 2015; Ju a kol.,
Streptococcus | somaliensis, Streptococcus | Mycetom, meningitida
o 2016; Sehu a kol.,
Salivarius
2014)
Prljem (choroba
_ _ (Fu a kol.,
- Vibrio cholera, Vibrio cholery), _
Vibrio ) 2018; Trinh a kol.,
parahaemolyticus gastrointestinalni
_ _ 2018)
infekce a infekce ran
_ (Teunis and
Aeromonas Aeromonas hydrophila Prijem _
Figueras, 2016)
L (Cullinan a kol.,
Salmonella Salmonella typhimurium | Lidska gastroenteritida 2017)
o (Shannon a kol.,
Yersinia Enterické infekce
2007)
. (Chauret a kol.,
Shigella Akutni krvavy prijem

1999)




(Borjesson a kol.,

Staphylococcus Staphylococcus aureus Dysentericky syndrom 2009)
(Ju a kol.,
Propionibacterium | Propionibacterium acnes Onemocnéni kize 2016; Petersen a
kol., 2015)
(Ju akol.,

Zivot ohrozujici infekce
Eggerthella Eggerthella lenta - 2016; Wong a kol.,
s gastroenteritidou

2014)

. (Bag a kol.,
) ) ) Syndrom drazdivého
Collinsella Collinsella aerofaciens 2017; Ju a kol.,
tra¢niku

2016)

(Ju a kol.,
Gordonia Gordonia bronchialis Osteomyelitida 2016; Siddiqui a
kol., 2012)

Ackoli vétsina patogenli piendSenych digestatem a jejich ekologické dopady byly popsany v
literatute, je obtizné urcit, které druhy patogenti by predstavovaly vyssi riziko pro vetejné
zdravi a které by mély byt primarnimi cili deaktivace béhem AD. V tomto ohledu bylo
navrzeno, ze by se mély primarné zaméfit na stabilni patogeny s vysokou frekvenci vyskytu
(napt. Clostridium, Mycobacterium, Collinsella aerofaciens a Streptococcus salivarius). Dale
by mély byt sledovany noveé se objevujici patogeny, véetné Propionibacterium acnes, Gordonia
bronchialis, Eggerthella lenta, Mycobacterium bovis, Streptococcus salivarius, Collinsella
aerofaciens (Ju a kol., 2016; Lahiri a kol. 2014., Li a kol., 2015). Jesté dulezitéjsi je, ze
potencidlni environmentélni rizika spojena s témito infekénimi patogeny by méla byt plné

posouzena holistickym zptsobem.

2.2 Zdroje ARG

Riziko patogent ukryvajicich ARG v digestatu ziskava stale vétsi zajem verejnosti. Bakterialni
patogeny mohou slouzit jako zdroje ARG k antibiotikim, v¢etné skupiny MLS (makrolid-
linkosamid-streptogramin G) (Ju a kol.,, 2016). Je znamo, Zze ARG se mohou Sifit



prostiednictvim mobilnich genetickych elementt, jako je integron, plazmidy, transposon atd.,
s ptrenosnymi geny koédovanymi faktory patogenity (Yu a kol., 2016). Termofilni AD byla
akceptovana jako napravny prostredek k zeslabeni integronti a ARG v Cistirenském kalu, véetné
geni rezistence na tetracyklin (tetA, tetO, tetX) a genu integron-integrazy (intll) (Diehl a
LaPara, 2010; Ghosh a kol., 2009). Bylo hlaseno, Ze termofilni oSetfeni pomohlo sniZzit
akumulaci a Sifeni téchto ARG spojenych s patogeny v pidé (Kang a kol., 2017). Naopak,
existuji diikazy ukazujici, ze vétsina ARG byla AD redukovana jen stézi. Proto je nevyhnutelny
dalsi vyzkum k vyhodnoceni snizeni ARG vlivem AD. To pfispéje k minimalizaci Siteni ARG

a pomuze lépe zvladat riziko vyuzivani digestatu/fugatu v zemédélskych aplikacich.

3 Faktory ovliviiujici deaktivaci patogenii u AD

3.1 Teplota

Mnozstvi patogentl v digestatu obecné kolisé s konfiguraci procesu a provoznimi podminkami.
Teplota byla povaZzovana za primarni supresivni faktor patogenli v anaerobné zpracovaném
digestatu (Forbis-Stokes a kol., 2016). Smrtici G¢inek vysoké teploty lze ve skute¢nosti
primarn¢ piipsat denaturaci inaktivujicich enzymii nebo kapsidového proteinu (Pandey a
Soupir, 2011). Ve skutecnosti mirny tepelny proces provozovany pii mirné teploté¢ dokézal
inaktivovat fadu enzymi, jako je pektin methylesteraza, glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza,
kreatinkindza, trioza fosfat izomerdza, kysela fosfataza, sérovy albumin a imunoglobulin G,
laktat dehydrogenaza (Veeramuthu a kol., 1998). Tepelné podminky aplikované na AD by
mohly vyvolat destrukci patogent rozpadem gelové struktury a lyzou bunék (Arora a Kazmi,
2015). Podle Arrheniovy rovnice byla mira inaktivace patogenil (napf. helmintovych vajic¢ek a
stfevnich virtl) pfi 55 °C 15—17krat vyssi nez pti 25-37 °C (Pandey a Soupir, 2011). Termofilni
digesce by mohla zcela eliminovat vSechny E. coli, Aerogenes a Enterococcus, zatimco
zivotaschopné patogeny byly stale detekovany za mezofilnich podminek pii dob¢ trvani AD
12-15 dni (Iwasaki a kol., 2011). Podobné bylo zjisténo, ze napf. multirezistentni bakterie
pfeZivaji v mlééném odpadu po 22denni mezofilni anaerobni digesci, ale zmizely po termofilni
digesci pii 55 °C (Beneragama a kol., 2013; Nilmini a kol., 2013). Navic podtypy ARG
vykazovaly rizné reakce na mezofilni a termofilni podminky. Metagenomicka analyza dale
odhalila niz$i mnoZzstvi mobilomu (napf. integrond, inzertovych sekvenci a plazmida) a také

niz§i potencidl horizontalniho pfenosu genti za termofilnich podminek ve srovnani s
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mezofilnimi podminkami. Je vSak tfeba si uvédomit, ze patogeny odolné vici teplu véetné
Bacillus cereus, Erysopelotrix rhusiopathiae, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus,
Streptococcus faecalis, Yersinia enterocolitica, spory C. perfringens atd. byly stézi odstranény
mezofilni a termofilni AD nebo kompostovanim (Elmerdahl Olsen and Errebo Larsen, 1987;
Kearney a kol., 1993a). Proto se zda, Ze vysoka teplota by neméla byt vzdy povazovana za

zaruku odstranéni vysokych hladin ARG.

3.2 Koncentrace amoniaku

Toxicita amoniaku na patogeny je pozoruhodna a dezinfekce ¢pavkem byla Casto pouzivana
jako jednoduché a levna alternativa k inaktivaci bakterii, vird, prvokt, adenovirt, reovird,
bakteriofagl a dalSich patogent (Fidjeland a kol., 2015; Magri a kol., 2015). Davkovani by
nemélo piekrocit esencidlni mnozstvi pro anaerobni mikroorganismy v digestofi (Rajagopal a
kol., 2013; Yenigiin a Demirel, 2013). Mezitim dalsi faktory, napf. substraty, inokulum, teplota,
pH a obdobi aklimatizace by mély byt kontrolovany, protoze mohou zménit ti¢inek amoniaku
na patogeny upravou rovnovahy mezi toxickymi N (volny amoniak) a netoxickymi N frakcemi
mezi dusikatymi slou¢eninami (Scaglia a kol., 2014). Vajicka helmintt a spory klostridii, které
vykazovaly silnou rezistenci vuc¢i inaktivaci amoniakem pii teploté okoli, by mély byt

inaktivovany pomoci asisten¢nich technik (Fidjeland a kol., 2015).

Kromé toho je také znamo, Ze amoniak miZe U¢inné deaktivovat bakterialni patogeny zménou
poméru intracelularniho/extracelularniho K+/NH3 (Sprott a Patel, 1986). Pokud jde o viry, NHs
mize zplsobit ztratu integrity genomu, konkrétn€ Stépeni virové RNA v neporusenych
Casticich (Decrey a kol., 2015). Pokud jde o vajicka skrkavek, mechanismus inaktivace
amoniaku zlistavd nejasny, ale obecné se ma za to, Ze nenabity volny amoniak je schopen

proniknout buné¢nou membranou, coz ma za nasledek vyssi intracelularni pH (Pecson a kol.,

2007).

33 Tékavé mastné kyseliny a pH

Vysoce koncentrované tékavé mastné kyseliny (VFA = volatile fatty acids) ve spojeni s
kyselym pH podporuji deaktivaci a eliminaci patogend v Cistirenskych kalech ¢i fugatu.
Naptiklad VFA produkované v acidogennim stadiu AD by mohly uU¢inn€ inaktivovat

Escherichia coli, Salmonella Typhimurium nebo dokonce Clostridium spp. (Orzi a kol., 2015;



Sahlstrom, 2003). Naproti tomu VFA byly neucinné pii deaktivaci Ralstonia solanacearum,
pudniho patogenu, zatimco u bakteriofaga MS2 bylo zji§téno, ze nejsou citlivé na pH pii 50 °C
(Chen a kol., 2016). Enterokoky a Enterobacteriaceae, které jsou vSudypfitomnymi a
potencialn¢ oportunnimi stfevnimi patogeny, mohou piezit a proliferovat ve stresovych
podminkach diky své vysoké toleranci k pH roztoku (Fisher a Phillips, 2009). Neni vSak
praktické upravovat nebo kontrolovat hladinu VFA nebo pH v anaerobnim fermentoru pro
deaktivaci patogenu, protoze takova kontrola by neptiznivé ovlivnila celkovy vykon AD nebo

dokonce zpusobila selhani provozu.

Je tieba poznamenat, Ze zdkladni mechanismus deaktivace patogenii podporovany VFA nebyl
dosud popsan. Podle zjisténi z vyzkumu Dbakteridlnich patogenit v mikrobioté
gastrointestinalniho traktu mohou vysokokoncentracni VFA s kratkym fetézcem a nizké pH
generované béhem anaerobni hydrolyzy a acidogeneze pravdépodobné vykazovat neptiznivé
ucinky na ptenos elektroni a translokaci protonti, vedouci k deaktivaci patogenu. Bylo vSak
zjisténo, ze nékteré VFA v nizké koncentraci (napt. Salmonella Typhimurium,
enterohemorhagicka Escherichia coli) stimuluji expresi genu virulence, coz vede k systémové
infekci (Vogt a kol., 2015).

3.4 Retenéni ¢as

Retencni Cas digestatu (Solid retention time = SRT) je doba, kterou obecné stravi pevna frakce
kalu ve fermentoru. Jeho prodlouzeni u AD deaktivuje asi 90 % patogennich druht (v¢etné
napt. Yersinia enterocolitica) pti SRT 18,2 d (definovano jako T90) (Kearney a kol., 1993a),
zatimco celkovy pocet koliformnich bakterii by mohl byt sniZzen pod detekéni limit pfi SRT
déle nez 15 dni u AD (Coelho a kol., 2011; Iranpour a Cox, 2007). Podobny jev byl pozorovan
také u Escherichia coli a Salmonella spp. které bylo mozné odstranit minimalné po 15 dnech
SRT (Forster-Carneiro a kol., 2010). N¢které patogeny vSak mohou piezit i pti prodlouzené
SRT, napt. 90 % deaktivace Campylobacter jejuni vyzadovalo SRT po dobu 438,6 dne, coz
bylo daleko za opera¢nim rozsahem SRT pro AD (Kearney a kol., 1993b).

3.5 Dalsi faktory

Tabulka 2 shrnuje vliv teploty, SRT, amoniaku, VFA a pH na ¢innost odstranovani patogeni
u AD. Lze konstatovat, Ze neexistuje jediny faktor, ktery by mél Sirokospektralni antipatogenni
ucinek. Tepelné podminky udrzované pro AD by ve srovnéani s tim mohly eliminovat vice druhti
patogenti. Kromé faktorti diskutovanych vySe mlze rist a akumulaci patogenti ovlivnit také

mnoho dal$ich faktort, jako je dostupnost zivin, sporulace, provozni rezimy AD atd. Naptiklad
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Campylobacter jejuni mize vyuzivat aminokyseliny a vitaminy, které jiné bakterie nevyuzivaji,
a vytvari tak ptiznivé zivotni prostiedi pro potlaceni deaktivacniho stresu, zatimco Salmonella
Typhimurium, Listeria monocytogenes a Yersinia enterocolitica musi o sacharidy soutézit s
jinymi bakterialnimi druhy. Bylo hlaseno, ze enteropatogenni Escherichia coli a Salmonella
Typhimurium maji nizsi hodnoty T90 pti vsadkové anaerobni digesci nez u semikontinualnich
nebo plné kontinualnich operaci (Kearney a kol., 1993a). Aby piezily nebo infikovaly hostitele,
musi patogeny soutézit mezi sebou nebo s anaerobnimi bakteriemi o zZiviny a zivotni prostor
(Vogt a kol., 2015), zatimco o nékterych slou¢eninach v AD bylo znamo, Ze chrani patogeny

pied deaktivaci (Pandey a Soupir, 2011).

Byla stanovena korelace mezi sukcesi bakterialni komunity a patogenni populaci u AD (Luo a
kol., 2017). Jak celkové organické latky, tak dusik v Cistirenském kalu byly béhem AD
podstatné snizeny, coz vedlo zase k posunu ve spoleCenstvi archaea a bakterii, véetné patogent.
Obecné byla po AD pozorovana méné diverzifikovana mikrobialni komunita (Ennouri a kol.,
2016). Bylo napfiiklad zjisténo, ze Firmicutes (napi. Bacilli a Clostridia jako reprezentativni
fad) a Actinobacteria (napf. Actinomycetales jako typicky ¢len) jsou dominantnimi kmeny v
digestatu, zatimco jejich pocetnost klesala béhem AD spolu s nartistem Bacteroidetes. Bylo
také zjiSténo, Ze mikrobidlni diverzita byla dale sniZena, kdyz byla AD pfeménéna z mezofilni
na termofilni operaci s vyraznymi posuny smérem k vyS$imu poctu termotolerantnich taxont a
niz§im vyskytem Bacteroidetes a Proteobacteria (Sun a kol., 2016; Stiborova a kol., 2015).
Dalsi provozni podminky, jako je SRT, VFA, ¢pavek, jak bylo diskutovano vyse, mohou také
ovlivnit strukturu komunity. Po zméné provoznich podminek AD byly pozorovany pozitivni
nebo negativni korelace mezi bakteridlnimi patogeny nebo mezi patogeny a integrazovymi
geny nebo ARG, coz naznacuje, Ze posun bakteridlni komunity byl jednim z klicovych faktora
variace Vv preziti nebo smrti antirezistentnich jedincd. patogeny béhem AD (Sun a kol., 2016;
Jang a kol., 2019).

U AD jsou faktory prostiedi casto korelované a maji vzajemné& propojeny ucinek na vysledek.
Napftiklad teplota mize plisobit pfimo nebo nepiimo na patogeny zvySenim toxicity amoniaku
a VFA. Souvisi to i s ¢asem. A ucinky pH nejsou samy o sob& vyznamné, ale nelze je oddelit
jak od teploty, tak od koncentrace amoniaku (Pecson a kol., 2007). Nepatrna zména teploty,
amoniaku, VFA a SRT by formovala odliSnou posloupnost bakterialni komunity. Celkovy
hygienicky vykon AD by tedy mél byt hodnocen a optimalizovan na zaklad¢ téchto parametrti

integrity.
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4 Je AD spolehliva pro kontrolu patogenii v kalu: vyzvy pro potencialni vyuZziti

digestatu?

Az dosud se po celém svété zvazovaly nebo zvazuji moznosti optimalizace a modernizace AD
vylepsené techniky pro zvyseni ucinnosti odstraiiovani patogent. Pfedpoklada se, Ze tepelna
pfeduprava indukuje hydrolyzu kalu rozbitim gelové struktury a bunécénou lyzu, ktera
zahrnovala také destrukci patogenti (Ennouri a kol., 2016; Daneshmand a kol., 2012). Bylo také
zjisténo, ze nizkofrekvencni pieduprava ultrazvukem pied termofilni AD umoziuje vyznamné
logaritmické odstranéni fekalnich koliformnich bakterii, somatickych kolifagii a dalSich
patogend v kalu. Ultrazvuk generoval smykové napéti vyvolané kavitaci, zatimco vysoka
teplota vedla k denaturaci a ztraté funkce enzymdi, nukleovych kyselin, organel a dalSich
bunéénych struktur (Neumann a kol., 2018). Bylo také popsano, ze mikrovinné zateni, UV
zafeni nebo nanocastice Uspésné zlepsuji vykon AD a dosahuji vyssi miry inaktivace fekalnich
koliformnich bakterii nez jedina AD (Hong a kol., 2006; Neto a kol., 2006; Miller a kol., 2013).
Biotechnologicky vyvoj se méné integroval s AD ve srovnani s fyzikalné-chemickymi
technologiemi. Jednim z pozoruhodnych ptikladii je pasterizaéni latrinovy systém anaerobni
digesce vyvinuty vyzkumniky v Severni Karoliné¢ ve Spojenych stitech — samostatny a
energeticky neutralni sanitarni systém na misté¢ — vyuzivajici bioplyn generovany z kalu k
pasterizaci digestatu pii teploté 65—75 °C za t¢elem vyroby bezpe¢ného hnojiva (Forbis-Stokes
a kol., 2016). Jednalo se v podstaté o integrovany AD s tepelnou Upravou prostfednictvim
technickych tprav. OvSem mirné podminky udrZzované pro anaeroby v ¢istém biosystému
nemusi patogeny Uplné vymytit na poZzadovanou troven. Proto byly preferovany fyzikalng-
chemické metody pro integraci s AD. A biologicka digesce a fyzikaln¢-chemicka sanitace byly
obecné rozdéleny do dvou oddili/kroki, takze drsné podminky ve fézi sanitace by nemély

fatalni nebo $kodlivy u¢inek na anaeroby a dalsi funkéni organismy v AD.

AD s asistovanymi technikami byla testovana pro dosazeni dobrého vykonu. Je tedy AD
spolehlivou metodou eliminace nejen bakterialnich patogenti ve fermentoru? Ve skutecnosti je
propuknuti infekénich chorob zpisobenych zbytky digestatu extrémné komplikovanou
udalosti, protoze postupy Sifeni zahrnovaly slozitou matrici dil¢ich postupii a faktorti, napft.
urovné patogent v kalech, konkrétni kombinace chemikalii, mira pouziti na zeméd¢lské puade,
vystaveni slunci, podnebi, cesty infekce a vnimavost hostitele atd. Nékteré patogenni mikroby

lze snadno deaktivovat prostfednictvim AD, ale mohou se b&hem nésledného pienosu
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regenerovat. Na druhou stranu nékteré patogenni mikroby, 1 kdyz existovaly v digestatu,
nemohly byt odstranény po vystaveni slune¢nimu zéafeni nebo rostlinAm béhem hnojeni.
Mezitim je také tieba vzit v uvahu antagonistické mikroby a antimikrobialni latky (Cao a kol.,
2013). | kdyz AD muze deaktivovat Sirokou $kalu patogent, pficemz spliuje legislativni
pozadavek EU, patogeny lze stile detekovat v povrchové vodé po pouziti digestati na

zemédé€lskou puidu. Proto existuje obava spojend s pouzivanim digestati pro zemédélské ucely.

AD lze povazovat za hygienicky spolehlivou pouze v ptipade, Ze je sledovan i nasledny
patogenni migracni proces. Doporucenym feSenim je kvantitativni hodnoceni mikrobialniho
rizika (Quantitative microbial risk assessment = QMRA) v kombinaci s AD. Pristup QMRA se
doporucuje pro AD za rtznych citlivych podminek, vcetn¢ teploty, SRT, koncentrace volného
amoniaku, pH, VFA atd. Druhy patogent uréuji, zda je nutné provést posouzeni rizik a rozsah
zmirnéni. Poté by mély byt odhadnuty cesty expozice a ohrozenad populace, kdy k expozici
doslo. Po posouzeni expozice lze riziko charakterizovat na zéklad¢ kvantitativnich model
odezvy na davku, které byly nebo budou vyvinuty pro druhy/poddruhy identifikovanych
patogeni. A konecné¢, riziko infekce spojené s AD digestatem muiize byt piesnéji posouzeno
vyjadienim ro¢ni pravdépodobnosti infekce a let zivota ptizpisobenych invalidité. Nyni se zda,
7e obohaceni modelt davkové odezvy je nejvyssi prioritou pro patogeny relevantni pro digestat,
protoZze hodnota parametrii v modelech davkové odezvy se u riiznych patogennich
mikroorganismi 1isi (Xiao a kol., 2018). N¢kdy jsou potiebné modely transportu aerosolu pro
davky patogenil pro receptory po vétru od mist aplikace na zemi. Velmi potiebné jsou takeé
studie propuknuti pfisluSnych infekci a epidemiologickd Setfeni tykajici se digestatu. Diky
uplngj$im a presnéjSim modeliim pomahd QMRA vyvinout vhodnégjsi strategie fizeni AD na
fyziologické hygienické trovni, aby bylo mozné vyhodnotit, zda je AD urcité SRT, teploty atd.
pfiméfena a spolehliva. To je také uZitecné pro hodnotitele rizik a environmentalni regulatory

pfi piijimani politickych a technickych rozhodnuti.

5 Shrnuti

Tento piehled osvétluje roli AD pii deaktivaci patogenti v digestatu/fugatu. Riizné patogeny,
veetné bakterii, parazitli, viri a patogennich hostitelit ARG jsou uspésné deaktivovany AD.
Mechanismus inaktivace lze pfi¢ist mnoha formam cytopatie, jako je denaturace enzymi,

zména obsahu intracelularnich/extracelularnich iontt, Stépeni virové RNA, sukcese bakteridlni



komunity atd., pti dan¢ teploté, koncentraci amoniaku, obsahu VFA, hodnoté pH, SRT, atd. A
hygienicky vykon AD Ize optimalizovat nastavenim téchto parametrd na rozumny rozsah. Aby
byl zbytek digestatu vypoustény z AD k dispozici pro zemédelské ucely, mél by byt
nevyhnutelné¢ vyhodnocovan a posuzovan pohledem do integrovaného ekologického a

epidemiologického systému. Budouci studie by se mély zaméfit na:

» Je potieba odhalit diverzitu a vlastnosti vice patogeni v digestatu, protoze nebyly

ziskany celé genomové sekvence mnoha druhti a nebyl navrzen relevantni primer.

» Meéla by byt 1épe kontrolovana aplikace fugatu jako hnojiva do pudy, protoze dochazi

k opétovnému nartstu pocétu patogenti a k proliferaci nositela ARG.

» Patogeny, které nesou ARG, by mély byt sledovany a podrobné&ji popsany. Rovnéz by
mély byt identifikovany vztahy mezi koncentracemi rezistentnich patogent a fekdlnimi

indikatory.

» Doporucuje se lepsi kvantifikace cest expozice Cloveéka patogentim. Prospektivni
epidemiologické studie jsou nepostradatelné, ptiCemz k provedeni komplexniho
hodnoceni rizik na kvantitativni arovni jsou pravdépodobné nutné modely odezvy na
davku. Stru¢né feceno, je nutné provést komplexni analyzu Zivotniho cyklu systému
tykajici se osudu patogenti — ve fermentoru, manipulace s kompostovanim, expozice na

zemédéelské pudé.

> Je potieba se zabyvat problematikou eliminace patogeni a ARG v souvislosti s AD.
Proces AD by m¢l byt provozovan a udrZovan s ptisnym sledovanim patogent s nizkym
obsahem, nizkou rychlosti odstranovani a nizkymi potencialnimi riziky pro vefejné
zdravi. AD, ktera pfeménuje ruzné kaly ¢i kejdu hospodaiskych zvitat na bezpecné
kvalifikované biohnojivo, je robustnim biologickym procesem, ktery si ziskava uznani

ve védecké komunit€ i ve vefejné doméne.
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6 Experimentalni ¢ast

6.1 Uvod

Anaerobni fermentace (anaerobni digesce, metanova fermentace) je komplexni proces, pfi
kterém dochdzi mikrobialni ¢innosti k postupnému rozkladu organické hmoty na smés plynti
(bioplyn) a fermentovany zbytek organické hmoty (digestat). V zemédélskych bioplynovych
stanicich se nejcastéji zpracovava kejda a plodiny k energetickému vyuziti cilené péstované, ze
kterych mé nejvetsi zastoupeni sildzni kukutice. Divody, pro¢ je kukufice pro anaerobni
fermentaci nejvyuzivanéj$i, spocCivaji ve vysokém vynosovém potencialu této plodiny,
ptiznivych kvalitativnich charakteristikdch a moznosti konzervace hmoty silazovanim. Pivod
kejdy ovlivituje do urcité miry slozeni bakteridlniho spolecenstva ve fermentoru. Produktem
anaerobni fermentace je tzv. digestat, tj. nerozlozeny zbytek po anaerobni fermentaci. Ten se
obvykle vyuziva jako tekuté organické hnojivo, které je svym pouzitim srovnatelné s kejdou.
Alternativné lze z digestatu oddélit tuhou frakei - separat, jez 1ze nasledné kompostovat, vyuzit
jako podestylku ¢i susit a spalovat. Tekuty zbytek - fugat, se obvykle aplikuje na ornou pidu
nebo trvalé travni porosty, ptip. se dle technologie vraci do fermenta¢niho procesu bioplynové
stanice. Cilem experimentu bylo porovnani diverzity bakteridlnich spoleCenstev ve fugatu

pochazejiciho z bioplynovych stanic na zéklad€ pouziti druhu kejdy jako vstupni suroviny.

n.2  Metodika

Vzorky fugéth byly ziskdny béhem roku 2018 z vytipovanych zemédélskych bioplynovych
stanic na tizemi Stiedogeského a Plzetiského kraje CR. Vybrany byly celkem tfi BPS, které jako
jednu ze vstupnich surovin pro vyrobu bioplynu pouzivaji kejdu hospodaiskych zvifat (skotu,
prasat a driibeze). Bezprostiedné po odbéru vzorkd z vypustného ventilu fermentoru byly
vzorky dovezeny ve sterilnich uzaviratelnych vzorkovych lahvich do laboratoii VUZV, kde
byly zpracovany za Gi¢elem extrakce DNA pomoci QIAamp DNA Stool Mini Kit (Qiagen,
Hilden, Némecko). Byla vytvofena knihovna casteénych sekvenci 16S rDNA za pouziti
univerzalnich primert 27F (Lane, 1991) a 783R (Sakai a kol., 2004). Ziskané DNA fragmenty
byly klonovany do vektoru pGEM-T Easy (Promega, Madison, USA), upravenymi vektory
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byly transformovany kompetentni buiikky E. coli JM109. Transformanty byly kultivovany na
zivnych piidach LB agar s pfidavkem antibiotika ampicilinu z divodu selekce. Identifikace
jednotlivych bakteridlnich klont byla provedena pomoci RDP classifier (Wang a kol. 2007) na
zéklad¢ sekvenci klonovanych DNA fragmentd, sekvenaci provedla spolecnost Macrogen Inc.
(Amsterdam, Nizozemi). Rozdily v bakterialni diverzité fugatt byly dale testovany pomoci T-
RFLP (Terminal restriction fragment length polymorphism). Byly analyzovany terminalni
fragmenty 16S rDNA (s pouzitim fluorescen¢né¢ znacenym primerem 27F a restrikéni
endonukledzy Alu I, analyzu T-RFLP provedla spoleénost SEQme s.r.o., Dobiis, CR),
k vypoctu vzdalenosti a grafickému zndzornéni byl pouzit program R x64 4.1.0 véetné MASS

package (Venables a Ripley, 2002).

6.3 Vysledky

Celkem bylo ziskano 69 kloni z fugatu z hovézi kejdy, 85 klond z praseci kejdy a 82 z kejdy
dribezi. Ve vsech kejdach byla nalezena podobnd skladba mikroorganizmii, ve vsech
s pfehledem dominuji zastupci fadu Clostridiales (ptes 40 %). Dal§imi pocetnymi skupinami
byly fady Thermoanaerobacterales a Bacteroidales (7-19 %). V mensi mife se vyskytovali
zastupci fadu Cytophagales (2-9 %) (Obr. 1, 2, 3). Pro prase¢i fugat byla typicka skupina
Cloacimonales (8 %) a Oligosphaerales (6 %), pro hovézi a dribezi Bacillales (1-3 %).
Acholeplasmatales (4-7 %) se vyskytovaly vyhradné ve fugatu prase¢im a drubezim. VSichni
nalezeni zéstupci jsou typickymi obyvateli prostfedi s nizkou nebo nulovou koncentraci
kysliku, béZné je nalézame v odpadnich vodach, jimkach, fermentorech nebo stievnim traktu

nejruznéjsich zivocicht.
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Obr. 1

Bakterialni zastoupeni - hovézi kejda
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Obr. 2

Bakteriadlni zastoupem’ - praseci kejda
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Obr. 3

Bakterialni zastoupeni - drlibezi kejda
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= Cytophagales m Acholeplasmatales = Bacillales
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Porovnani mikrobidlnich spolecenstvi na zaklad¢ vysledkti T-RFLP (obr. 4) ukazuje rozdily
v diverzité nejen mezi fugaty rizného pivodu, ale v nékterych ptipadech i rozdily mezi ¢asnou
a terminalni fazi anaerobni digesce u fugati stejného pivodu. Vzorky pochazejici z hovéziho
fugatu vykazuji vysokou homogenitu b&hem zpracovavani kejdy anaerobni digesci ve
fermentoru, naproti tomu maximalni rozdily jsou patrné u fugatu praseciho ptvodu. Z pohledu
grafu je patrné, ze hovézi fugat pred i po AD a praseci fugat pred AD vykazuji pomérné
podobny stupeni diverzity, od nich se velmi odlisuje fugat driibezi a praseci po AD. Podle osy
Y se ale vyznamné odliSuje 1 fugét praseci o obou fugath driibeziho pivodu. Podobnosti fugatl

Z pohledu ptivodu i faze AD odrazi i vysledky taxonomické identifikace na obrdzcich 1. 2 a 3.



Obr. 4. Analyza hlavnich komponent (PCA, Principal component analysis). Graf PCA
zobrazuje rozdily mezi fugaty z ruznych bioplynovych stanic a zarovei pied a po
anaerobni digesci (AD). Osa X (principle component 1) vysvétluje nejmarkantnéjsi
rozdily mezi zobrazenymi hodnotami, celkem z 56 %, osa Y (principle coordinate 2)
zobrazuje rozdily v dalSim rozméru ve vySi 23%. Vysvétlivky symbolii: [0 hovézi kejda
pred anaerobni digesci (AD), O hovézi kejda po AD, O praseci kejda pired AD, O praseci
kejda po AD, O drubezZi kejda pired AD, O dribeZi kejda po AD.

o0

Principle coordinate 2 (23%)

n R
F o

Principle coordinate 1 (56%)
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hd Zaver

Studie ukézala, ze existuji rozdily v diverzité bakterii mezi vzorky z bioplynovych stanic
zpracovavajicich rizné druhy kejdy. Byla provedena identifikace bakteridlniho spolecenstva na
zéklad¢ 16S rRNA na Grovni fadii a pomoci fragmentacni analyzy ribozomalni RNA byly
sledovany zmény bakteridlnich spoleCenstev v case. Dalsi studium problematiky bude
zahrnovat detekci patogenii na molekularni urovni s vyuzitim metod qPCR, vysledky této studie

umozni snadnéjsi zacileni na zajimavé taxonomické jednotky.

7 Podékovani

Tato studie vznikla s podporou projektu MZE-ROQ718.

8 Seznam pouZzitych zkratek

AD = anaerobni digesce

ARG = antibiotic resistence genes (geny pro rezistenci k antibiotiktim)

BPS = bioplynova stanice

DNA = deoxyribonucleic acid (deoxyribonukleova kyselina)

PCA = principal component analysis

QMRA = Quantitative microbial risk assessment (kvantitativni hodnoceni mikrobidlniho rizika)
SRT = solids retention time (reten¢ni ¢as pevné slozky, napft. digestatu)

T-RFLP = terminal restriction fragment length polymorphism

VFA = volatile fatty acids (t¢kavé mastné kyseliny)
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