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1. A doktori értekezés el6zményei és célkitiizései

A tej és a tejtermékek jelentds szerepet toltenek be az étrendiinkben. Az emberi szervezet
szamara értékes tapanyagokat, pl. fehérjéket, zsirokat, vitaminokat, dsvanyi anyagokat
tartalmaznak (HAUG ¢és mtsai., 2007), azonban ezekre a tapanyagokra a
mikroorganizmusoknak is sziikségiik van, ezért szamos mikrobat tartalmazhatnak, koztiik akar
patogén szervezeteket, pl. Staphylococcus aureust is (NORMANNO és mtsai., 2007, HUONG
¢és mtsai., 2010).

A tej mar a tdgyon beliil is szennyez6dhet mikroorganizmusokkal. A nem megfeleléen
alkalmazott fej6berendezés karos hatéssal lehet a tdgybimbokra, a tdgybimbo csatornara €s a
nyalkahartya szovetére, a togy elsddleges védelmi vonaldnak sériilésével pedig megsziinik a
mikroorganizmusok elleni védelem (TOTH, 2015). A legtdbb tégygyulladast okozo mikroba a
t0gybimbd csatornan keresztiil juthat be a tégybe (JAIN, 1979). Tégygyulladast okoznak
példaul a koliform baktériumok, illetve a S. aureus is (PYORALA és TAPONEN, 2009).

Szamos kiilso és belsd tényezd befolyasolhatja a nyers tehéntej mikrobiologiai mindségét
(ANDERSON és mtsai., 2003). Ezekre a tényezékre az élelmiszer-biztonsag szempontjabol
megfeleld mindségli tej eldallitdsa érdekében kiemelt figyelmet kell forditani. A
szakirodalmakban (NOBREGA és LANGONI, 2011; BYTYQI és mtsai., 2013) a kiilonb6z6
tejtermeld szarvasmarha fajtak tejének mikrobiologiai mindségét illetden egymassal eltérd
véleményeket foglaltak Ossze. Vitatott a szerzok kozott, hogy a tej mikrobiologiai allapota
valtozik-¢ a laktacio kiilonb6zé stadiumaban, illetve a laktaciok szamaval (TENHAGEN és
mtsai., 2006; TESSEMA, 2016). Ezeken feliil minimalis mennyiségii magyar szakirodalom
foglalkozik azzal, hogy az évszakok soran milyen valtozasok torténnek a nyerstej kiilonb6zo
mikrobiolégiai tulajdonsidgaiban. Az utdbbival kapcsolatban tobb kiilfoldi tanulmény is
sziiletett mar (BOURAOUI és mtsai., 2002; CZISZTER és mtsai., 2012; ZEINHOM ¢és mitsai.,
2016), azonban ezek a helyi sajatossagokra korlatozodnak, a magyarorszagi viszonyokat nem
tiikkrozik.

A S. aureus a tejtermelé tehenészetekben a mastitis egyik okozoja (PETON és LOIR,
2014). Elelmiszer-biztonsagi szempontbol egy enterotoxint termelé patogén mikroba (HILL és
mtsai., 2012). A S. aureus tejbe keriilése kozvetleniil is megtorténhet, a szubklinikai- vagy
klinikai t6gygyulladasban 1évé tehenek esetében, de a kornyezetbdl is bejuthat a tejbe
(SCHERRER ¢és mtsai., 2004). A S. aureus altal okozott tdgygyulladas gazdasagi jelentGsége
abban rejlik, hogy mivel a tégygyulladas miatt csokken a megtermelt tej mennyisége, romlik a

minésége (magasabb szomatikus sejtszam), csokken a tejarbevétel (OZSVARI, 2012).
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Mivel hazai viszonylatban kevés jelenlegi, relevans informacio all rendelkezésre a fajta,

a laktacio stadium, a laktacioé szam és az évszak mikrobiologiai mindségre gyakorolt hatdsarol,

valamint a tejtermel6 telepeken el6fordulod S. aureus torzsek jellemzdinek feltérképezésérol, a

kutatdbmunkank soran célunk volt az alabbiak meghatarozasa:

A kiilonboz6 tejtermeld telepekrél szarmazo nyerstej S. aureus-szal, valamint
indikator mikrobakkal valé szennyezettségének a megallapitasa.

Annak meghatarozasa, hogy van-e kiilonbség az azonos tartastechnologiaval
tartott és fejt szarvasmarha fajtak (holstein-friz, jersey) tejének mikrobiologiai
mindsége kozott.

Annak felmérésére, hogy hogyan valtozik a nyers tehéntej mikrobioldgiai
allapota a laktacio szamaval (egyszer ellett, tobbszor ellett), illetve a laktacio
kiilonb6zo stadiumaban (eleje, kdzepe, vége).

A nyerstej mikrobiologiai mindségének az évszakokkal vald valtozasanak
feltérképezése.

A tejbolizolalhato S. aureus torzsek alaposabb megismerése. A vizsgalatok soran
a baktérium tobb virulencia faktoranak meghatdrozasa volt a cél.

Egy tejtermeld telepen végrehajtott S. aureus mentesitési program soran az

elegytejben eléforduld S. aureus mennyiségének figyelemmel kisérése.



2. Anyag és médszer

2.1. A vizsgalatba bevont tehenészetek fobb adatai

A mikrobiologiai vizsgalatok céljabol a kutatasba hét Hajdu-Bihar megyében talalhato
tejtermeld telepet (T1-T7) vontunk be. A telepek pontos azonositasat el6segité informaciok (pl.
név, kod, stb.) nem keriiltek publikalasra, eleget téve a telepek kérésének. A telepek
kivalasztasa soran torekedtiink arra, hogy a magyarorszagi viszonyokat hiien tiikrozo telepeket
valasszunk ki. Valamennyi telepen fejohazi fejést alkalmaznak. A tégy eléfertétlenitését a T6
telepen kiviil, utofertotlenitését a T4 telepen kiviil valamennyi telepen végeznek. A T6 és T7
telepekrdl a kezdeti, mikrobioldgiai allapotot felmérd vizsgéalatokat kovetéen nem volt tobb

lehetdségiink mintat venni.

2.2. A vizsgalt mintak, a mintavétel, a mintael6készités, adatgyiijtés

Elegy és egyedi tejmintak vételének metodusa:

Az elegytej mintdkat 50 cm® {rtartalmi, steril, visszazarhaté mintavételi edénybe
gylujtottiik steril koriilmények kozott a fejést kovetden, a tejtarold tartdlyokbol, a tej alapos
keverése utan. A tejmintdkat a mikrobiologiai laboratoriumba szallitasat kovetden
hitészekrényben taroltuk (4 °C-on) a vizsgalat megkezdéséig, majd razogatassal
homogenizaltuk a decimalis higitasok elkészitése elott. A 7 tejtermeld gazdasagbol Gsszesen
126 elegytej minta vételére keriilt sor (nT1=22, n2=23, n7t3=38, n714=27, nt5s=11, nt6=4, nt7=1).

A T4 ¢és a TS5 telepen egyedi tejmintakat is vettiink. A mintavételt megel6zden a
tdgybimbokat tégyfertdtlenitd oldatba martottuk, majd tiszta, szaraz térldpapirral letoroltiik. A
mintavétel soran 50 cm® {rtartalmy, steril, visszazarhaté mintavételi edénybe gyijtottiik az
elézetesen kivalasztott, klinikai tégygyulladés tiineteit nem mutatd egyedek tejét, miutan a

magas mikroba szdmmal rendelkezd els6 tejsugarakat kifejtiik.

Adatgyiijtés és egyedi tejmintak vétele a T5 és T4 telepeken:

Az Allattenyésztési Teljesitményvizsgalo Kft. altal havonta vett tejmintak vizsgalati
eredményeibdl, az ugynevezett a befejési eredményekbdl szarmaznak a T5 és T4 telep
egyedeinek napi tejmennyiségére, tejiik zsir- és fehérjetartalmara, szomatikus sejtszdmara

vonatkoz6 adatok. A szomatikus sejtszam adatokat aramlasos citometria elven hataroztak meg



Bentley FCM miiszerekkel az Allattenyésztési Teljesitményvizsgalé Kft.-ben. A T5 telep
esetén a szamitasokba 30 elsd laktacios holstein-friz és jersey egyed 2017. szeptember és 2020.
januar kozott keletkezett adatait vontuk be. A szamitdsok sordn Osszegeztiik az ezen
iddintervallum alatt a két fajta egyedeire vonatkozo, valamint az egyedek laktaciojanak korai
stadiuma (100 nap alatt; n=135) soran keletkezett, k6z¢p stadiuma (100-200 nap; n=121) soran
keletkezett és a késoi stadiuma (200 nap felett; n=150) soran keletkezett adatokat.

A T4 telep esetén a szamitasokba 38 egyed 2015. majus és 2020. januar kozott keletkezett
adatait vontuk be. A szamitasok soran 0sszegeztiik az ezen iddintervallum alatt a tehenek elsé
laktacidja sordn keletkezett adatait (n=387), a tehenek 2-5. laktacidja soran keletkezett adatait
keletkezett, koz¢ép stadiuma (100-200 nap; n=249) sordn keletkezett €és a késoi stadiuma (200
nap felett; n=309) soran keletkezett adatokat.

A T5 telepen a fajta és a laktacio stddium mikrobiologiai mindségére gyakorolt hatasanak
vizsgalatara Osszesen 63 egyedi tejmintat vettiink a 30 (16 holstein-friz és 14 jersey)
termelésben 1évo egyedtdl. Az Gsszesen 63 egyedi tejmintabol 32 minta holstein-friz egyedtdl,
31 minta pedig jersey egyedtdl szarmazott. A laktaci6 stadium hatasanak vizsgélatahoz a
mintavételek soran torekedtiink arra, hogy ugyanazon tehenektdl vegyiik a mintékat a laktacio
kiilonb6zo stadiumdban, azonban néhany esetben a tehenek termelésbdl vald kiemelése miatt
erre nem keriilhetett sor. A mintak azon egyedektdl szarmaztak, amelyek els6 laktaciojuk korai
stadiumaban (nnolstein-riz=12 MINta; Njersey=11 minta), kézepén (nnolstein-fiz=12 MINta; Njersey=11
minta), illetve késdi stadiumaban (nnolstein-friz=8 Minta; Njersey=9 minta) voltak.

A T4 telepen a laktacio stadium és a laktacidé szam mikrobioldgiai mindségére gyakorolt
hatasanak vizsgalatara 0sszesen 62 egyedi tejmintat vettiink a 38 termelésben 1évo egyedtol. A
laktacio stadium hatdsanak vizsgalatdhoz a mintavételek sordn torekedtiink arra, hogy
ugyanazon tehenektdl vegylik a mintdkat a laktacio kiilonb6zd stddiumdban, azonban néhany
esetben a tehenek termelésbdl vald kiemelése miatt erre nem keriilhetett sor. Az aldbbi
csoportokba soroltuk a mintdkat az alapjan, hogy a mintavételek alatt az egyedek laktacidjuk
melyik stddiumaban voltak, illetve hanyadik laktaciojukban tartottak: 23 mintat vettiink a
laktaciojuk korai stadiumaban (100 nap alatt), 21 mintat a laktaciojuk kézepén (100-200 nap),
18 mintat pedig a laktaciojuk végén (200 nap felett) jarod tehenektdl. A 62 egyedi tejmintabol
26 szarmazott elso laktacios egyedtdl (15 egyed), 36 minta tobbszor ellett (2-5. ellés) egyedtdl
(23 egyed).



Elegytej mintak vétele az évszak mikrobiologiai minéségre gyakorolt hatasanak
vizsgalatahoz:

Az évszakok nyerstejre gyakorolt hatdsanak elemzésére iranyuld vizsgalatok soran
¢vszakonként harom-hét elegytej mintat gyhjtottiink a T1-TS telepekrdl (nw=28; Ntavasz=27;

Nnyar=29; Nss=26). Osszesen 110 tejmintat vizsgaltunk.

Elegytej mintak vétele a S. aureus mentesitési program hatékonysaganak ellenérzéséhez:

A T3 telepen S. aureus mentesitési programot végeztek, amely soran a hatékonysag
felmérése céljabol lehetdségiink volt elegytej mintdkat venni 2019. februar és 2019. december
kozott. A mentesitési program soran az istallokat €s a fejohazat gyakrabban tisztitottak és
fertotlenitették, a fertzott teheneket izolaltak a tobbi allattol, kiilon fejték dket, a tejiiket pedig
megsemmisitették. A mikrobioldgiai vizsgalatainkhoz 6sszesen 35 elegytej mintat gyiijtottiink
ugyanabbol a tejtarolo tartalybdl, ami tartalmazza a gazdasagban fejt valamennyi tehén tejét.

Osszesen hat mintavétel sordn gyijtdttiik a mintakat. A mintavételek kozott 42-84 nap telt el.

2.3. Az elegytej és egyedi tejmintak mikrobiologiai vizsgalatainak mddszerei

2.3.1. Az osszesiraszam meghatarozasa

Az 0Osszcsiraszam meghatarozasat az MSZ EN 1SO 4833-1:2014 szabvany el6irasai
szerint végeztiik. Az elegytej esetében az dsszcsiraszamra vonatkozo hatarértéket [M=1,0x10°

(5,00 log10) tke/ml (telepképz6 egység/ml)] a 853/2004/EK rendelet hatarozza meg.

2.3.2. A kdliform csiraszam meghatarozdsa

A nyerstej mintdkban a kéliform baktériumok csiraszdmanak meghatarozdsa az 1SO
4832:2006 szabvany alapjan tortént. Az elegytejet illetden a koliform csiraszdmra vonatkozé
hatarértékeket a 4/1998. (XI. 11.) EiiM rendelet tartalmazza, mely el6irja a megfelel6ségi (,,m”)
hatarértéket [m=1,0x10* (1,00 log1o) tke/ml] és a visszautasitasi (,,M”) hatarértéket [M=1,0x10?
(2,00 logio) tke/ml].



2.3.3. A Staphylococcus aureus szdm meghatdrozasa és a megerdsitd vizsgalatok

A S. aureus szamot az MSZ EN 1SO 6888-1:2008 szabvanynak megfelelden hataroztuk
meg. Ezutan 6t-6t jellemz6 és nem jellemzo telepen elvégeztiik az azonositas céljara szolgalo
vizsgalatokat. A szabad koaguldz enzim jelenlétének meghatirozasara fagyasztva szaritott
nyulplazmat (Bio-Rad Magyarorszag Kft., Magyarorszag) alkalmaztunk, melyet a gyartd
utasitasanak megfeleléen készitettiik eld. A S. aureus elkiilonitése a tobbi Staphylococcus fajtol
latex agglutinacids teszttel (Prolex™ Staph Xtra Kit, Biolab Zrt., Magyarorszag) tortént.

Az elegytej esetében a S. aureus szamara vonatkozo hatarértéket [m=1,0x10? (2,00 logio)
tke/ml, M=5,0x10? (2,70 logio) tke/ml] a 4/1998. (XI. 11.) EiiM rendelet hatarozza meg.

A tejmintakbol izolalt S. aureus torzseket kriocsdvekben taroltuk -80 °C-on a tovabbi

vizsgalatok elvégzéséig.

2.4. A mintakbol izolalt Staphylococcus aureus torzsek tulajdonsagainak vizsgalata

Valamennyi torzson genetikai szintli azonositast is végeztiink. A fajspecifikus
termonukleaz gén (nuc) prevalenciajat PCR modszerrel vizsgaltuk. A vizsgalatokhoz hasznalt
primereket a szakirodalomban igazoltdk, hogy specifikusak a S. aureus nuc génre
(BRAKSTAD és mtsai., 1992).

A katalaz tesztet és oxidaz probat a JAVID és mtsai. (2018) tanulmanyaban leirtaknak
megfelelden hajtottuk végre.

A mintakbol gytijtott S. aureus torzsek hemolizis tipusdnak meghatarozasat PEREIRA ¢és

mtsai. (2009) tanulmanya alapjan végeztik.

2.4.2. A Staphylococcus aureus izolatumok azonositasa MALDI-TOF tomegspektrométerrel

Tovabbi megerdsitésként a tejmintdkbol gyiijtott 49 S. aureus torzset MALDI-TOF
tomegspektrométerrel is azonositottuk. 46 torzs vizsgalatara volt lehetéség a budapesti
WESSLING Hungary Kft. mikrobiologiai laboratériumaban, harom torzs (SA57A, SA57B,
SAS57C) vizsgalatit a Nemzeti Népegészségiligyi Kozpont, Mikrobiologiai Referencia
Laboratériumi Fbosztaly, Bakteriologiai, Mikologiai ¢és Parazitologiai Laboratoériumi
Osztalyan végezték el a résziinkre, ugyanis a hdrom torzs izolalasa késdbb tortént meg, mint a
tobbi torzs vizsgalata. Kozvetlen mintafelvitelt alkalmaztunk, hangyasav ¢és a-HCCA

matrixoldat hozzaadasaval. Az izolatumok azonositasahoz a MALDI BioTyper 3.1. Bruker



szoftvert hasznalt a WESSLING Hungary Kft., a kiértékelés LOVASZ (2014) modszere alapjan

tortént.
2.4.3. A Staphylococcus aureus izolatumok spa tipusdanak meghatdrozdsa

A tejmintakbol izolalt térzsek spa tipusanak meghatarozasat a Nemzeti Népegészségligyi
Kozpont, Mikrobiologiai Referencia Laboratoriumi Féosztaly, Bakteriologiai, Mikologiai és
Parazitologiai Laboratoriumi Osztalya végezte el. A laboratorium altal alkalmazott modszer az
European Network of Laboratories for Sequence Based Typing of Microbial Pathogens
(SeqNet) (2004) altal leirt médszer 1.1 verzidja (,,DNA Sequencing of the spa Gene”). Az spa
tipusok BURP (,,based upon repeat patterns”) klaszterezését alapértelmezett paraméterekkel a
Ridom Staphtype szoftverrel (Ridom GmbH, Németorszag) hajtottak végre, MELLMANN ¢és

mtsai. (2008) tanulmanya alapjan.

2.4.5. Antibiotikum érzékenyseg vizsgalata

Az izolalt torzsek antibiotikum rezisztencia vizsgalata és kiértékelése agar diffuzios
modszerrel tortént, a CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2017) eldirasai szerint.
A vizsgalatokat a Debreceni Egyetem Orvosi Mikrobiologiai Intézet mikrobioldgiai
laboratoriumaban és a Elelmiszertudoményi Intézet mikrobiologiai laboratoriumaban végeztiik.

Az ATCC 25923 referencia torzset hasznaltuk pozitiv kontrollként. A vizsgalathoz a
kovetkezd antibiotikumkorongokat hasznaltuk: cefoxitin (30 pg/korong), kloramfenikol (30
ug/korong), klindamicin (2 pg/korong), eritromicin (15 pg/korong), gentamicin (10 pg/korong),
penicillin G (10U), tetraciklin (30 pg/korong), trimetoprim/szulfametoxazol (1,25+23,75
ug/korong).

2.4.6. A Staphylococcus entertoxin kodolo gének vizsgalata PCR-rel

A PCR vizsgalatok a BIANCHI és mtsai. (2014) tanulmanyanak megfeleléen torténtek,
a protokoll néhany modositasaval.

Az ATCC 29213 (sea; seg; sei), ATCC 14458 (seb), ATCC 19095 (sec; seg; seh; sei),
ATCC 23235 (sed; seg; sei; sej), ATCC 27664 (see) kodu referencia torzseket hasznaltuk
kontrollként. Elegytejbdl izolalt sajat torzseket alkalmaztunk referenciatorzsként a selm, seln,

selo enterotoxint kodolod gének teszteléséhez.



A genomi DNS kivonasat a S. aureus torzsekbdl PrepMan™ Ultra Sample Preparation
Reagent (Biocenter Kft., Magyarorszag) felhasznaldsaval hajtottuk végre, a gyartoi
utasitdsoknak megfelelen.

A PCR-vizsgalatokhoz hét primer készletet készitettiink. Azért volt sziikség kiilonallo
reakcioként futtatni a primereket, hogy elkeriilhetd legyen a hasonld méreti PCR termékek
atfedése a gélelektroforézis soran. Az 1. PCR-t ugy terveztiik, hogy amplifikalja a sea, seb, sec,
sed, see enterotoxint kodolo géneket. A 2. PCR-rt a seg, sei amplifikalasara terveztik. A 4.
PCR-t a selm, a selo amplifikalasara terveztiik. A 6. PCR-t a seh és a ser amplifikalasara
terveztiik. Simplex PCR-t hasznaltunk a sej (3. PCR) és a seln (5. PCR) enterotoxinok és a nuc
gén (7. PCR) kimutatasara.

A DNS-amplifikaciot T100™ Thermal Cycler (Bio-Rad Hungary Kft., Magyarorszag)
segitségével végeztiik. Az amplifikalt mintdkat 120 V fesziiltségen 40 percig elektroforézissel
elemeztiik PowerPac Basic tapegységgel (Bio-Rad Hungary Kft., Magyarorszag). A gélképet
FluorChem M rendszerrel (Bio-Science Kft., Magyarorszag) tettiik lathatova.

2.5. Az alkalmazott statisztikai modszerek

A statisztikai probak elvégezhetdsége, valamint a konnyebb abrazolhatosag érdekében a
tke értékeket tizes alapti logaritmus értékekké alakitottuk. A vizsgalatok soran kapott
eredményekbdl atlagértéket és szorast szamoltunk. Az SPSS v.22.0 (2013) programot
hasznaltuk a leir6 statisztikdhoz, a mikroorganizmus telepszamok logaritmikus

crcr

P-érték alatt tekintettiik szignifikdnsnak.



3. Eredmények

3.1. A kiilonb6z6 tényezok hatasa a nyerstej mikrobiolégiai allapotara

3.1.1. A fajta hatasa a napi tejmennyiségre, a nyerstej osszetételére és mikrobiologiai
paramétereire

A TS5 telepen hasonlitottuk 6ssze két fajta (holstein-friz €s jersey) napi tejmennyiségének
¢s a termelt tej zsir- és fehérjetartalmanak, szomatikus sejtszamanak, Osszcsiraszamanak,
koliform és S. aureus szamanak atlag és szorasértékeit (1. tablazat). A holstein-friz egyedek
napi tejmennyiségének atlag és szorasértéke 27,61+4,78 kg/nap, ami tobb (P<0,05) volt, mint
a jersey egyedek napi atlagos tejmennyisége (17,71£2,68 kg/nap). A megallapitas 6sszhangban
van a szakirodalmakkal.

A szakirodalom szerint a holstein-friz tehenek tejének zsirtartalma 3,5-4,0%,
fehérjetartalma 2,8-3,4% koril alakul, mig a jersey teheneknél a tejzsirtartalom 5,0-7,0%, a
fehérjetartalom 4,0-4,5% (HOLLO és SZABO, 2016). A kutatasunk soran a befejési adatokbol
a szakirodalomban Osszefoglaltakkal egybehangzo eredményeket kaptunk. A holstein-friz
egyedek tejének atlag zsir- és fehérjetartalma (4,20+0,50% és 3,45+0,20%) kevesebbnek
(P<0,05) bizonyult, mint a jersey egyedek tejének atlag zsir- és fehérjetartalma (5,89+0,65% és
4,394+0,34%).

A jersey tehenektdl vett tej atlag szomatikus sejtszama 186,9x10° (5,21£0,24 logio)
sejt/ml volt, a holstein-friz tehenek tejében pedig 185,1x10% (5,17+0,32 logio) sejt/ml. Nem
tapasztaltunk kiilonbséget (P>0,05) a szomatikus sejtszamot illetéen a két fajta esetében a
befejési eredmények alapjan.

A holstein-friz egyedektdl vett mintidkban az atlag dsszcsiraszam 3,2x103% (3,26+0,47
logi0) tke/ml, a jersey tehenektdl vett tejmintdkban 2,1x10° (3,01+0,55 logio) tke/ml volt. A
kapott atlag 6sszcsiraszdmok kozott nem tapasztaltunk szignifikédns kiilonbséget (P>0,05).

A holstein-friz és a jersey tehenekt6l vett mintakban az atlag koliform csiraszamok
[1,5%101 (0,73+0,60 logio) tke/ml és 6,9 x10° (0,50+£0,50 logio) tke/ml] kozott az
Osszcsiraszamhoz hasonldan nem tapasztalunk kiilonbséget (P>0,05).

A T5 telepen S. aureus nem volt detektalhatd mennyiségben jelen a tehenektdl vett

tejmintakban.
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1. tablazat: A holstein-friz és a jersey fajta egyedeit6l szarmazo6 tej termelési paraméterei és

mikrobioldgiai allapota (T5 telep)

Holstein-friz Jersey
(x+o) (x+o)
. Napi tejmennyiség (kg/nap) 27,61+4,78%  17,71+2,68°
Termelési - B
) Zsirtartalom (%) 4,20+0,50? 5,89+0,65
paraméter — B
Fehérjetartalom (%) 3,45+0,202 4,39+0,34
Szomatikus sejtszam (logio sejt/ml) 5,17+0,322 5,21+0,242
Mikrobiologiai  Osszcsiraszam (logio tke/ml) 3,260,472 3,01+0,55%
paraméter Koéliform csiraszam (logio tke/ml) 0,730,602 0,50+0,50?
Staphalococcus aureus szam (logio tke/ml) <1,00 <1,00

ab A tablazat azonos soraiban a kiilonboz6 betiikkel jelolt értékek szignifikinsan kiilonboznek

(P<0,05)

3.1.2. A laktacio szamanak hatasa a nyerstej termelési és mikrobiologiai paramétereire

A T4 telepen az egyszer ¢€s tobbszor ellett tehenek napi tejmennyiségének ¢és a termelt tej
zsir- és fehérjetartalmanak, szomatikus sejtszdmanak, 6sszcsiraszamanak, koliform és S. aureus
szamanak atlag és szorasértékeit az 2. tablazat foglalja 6ssze. Az egyszer ellett tehenek atlagos
tejmennyisége 25,67 kg/nap volt, mig a tobbszor ellett teheneké 31,04 kg/nap. Szignifikans
kiilonbséget tapasztaltunk (P<0,05).

A vizsgalt tehenek elsd laktacidja alatt a tej atlag zsirtartalma 3,7440,40% volt, mely nem
kiilonbozik jelentdsen (P>0,05) a tobbszor ellett tehenektdl vett tejmintakban realizalt atlag
zsirtartalomtol, mely 3,75+0,36% volt. Arra a kovetkeztetésre jutottunk a tanulmanyunk, illetve
a mas kiilfoldi szakirodalmak valtozatos eredményeit 6sszegezve, hogy a laktacio szam hatasan
kiviil mas egyéb tényezd is befolyassal lehet a tej zsirtartalmara.

Nem tapasztaltunk jelentds kiilonbséget (P>0,05) a kutatomunka soran a T4 telepen fejt
holstein-friz tehenek els6 laktacioja alatt vett tejmintak atlagos fehérjetartalma (3,24+0,19%),
illetve a kettd, vagy anndl tobb laktacidojuk alatt vett tejmintdk 4tlag fehérjetartalma
(3,31%0,16%) kozott.

Az egyszer ellett tehenek esetében kevesebb (P<0,05) volt a tejben az atlag szomatikus
sejtszam [242,2x10% (5,12+0,42 logio) sejt/ml], mint a tobbszor ellett tehenek altal leadott
tejben [356,3x10% (5,39+0,39 logio) sejt/ml], de az atlagértékek egyik esetben sem haladtak
meg a 853/2004/EK rendeletben meghatarozott hatarértéket [M=400,0x103 (5,60 logio) tke/ml].

Az altalunk kapott eredmények aldtdmasztjak a szakirodalmakat.
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Az elsd lakticios holstein-friz tehenek tejmintdiban az 4tlag Osszcsiraszam 5,1x10°
(3,36+0,58 logio) tke/ml volt, a kettd, vagy annal tobb lakticidjukban 1évé tehenektdl vett
tejmintakban pedig 4,6x10° (3,30+0,59 logio) tke/ml; a kiilonbség nem volt szignifikans
(P>0,05).

Az atlag kéliform csiraszam [1,1x10% (1,35+1,20 logio) tke/ml] azonban tobb (P<0,05)
volt a tobbszor ellett tehenek tejében, mint az egyszer ellett tehenek tejében [1,1x101
(0,65+0,61) log1o) tke/ml].

S. aureus a 26 koziil egy egyszer ellett egyedtdl szarmazé tejmintaban sem fordult eld, a
36 tobbszor ellett egyedtdl vett minta koziil pedig hét tejmintaban (19%). A hét tejmintdban az
atlag S. aureus szam 1,6x102 (1,92+0,60 logio) tke/ml volt. Mivel az egyszer ellett teheneknél
nem fordult el S. aureusra pozitiv minta, nem volt lehetdség szignifikancia szamitasara. Az
értékek a 4/1998. (XI. 11.) EiiM rendeletben meghatarozott hatarértéket [M=5,0x102 (2,70
l0g10) tke/ml] nem haladtak meg.

2. tablazat: A laktacio szamanak hatasa a nyerstej termelési és mikrobiologiai paramétereire

(T4 telep)
Egyszer ellett Tobbszor ellett
(X+0) (X+0)
. Napi tejmennyiség (kg/nap) 25,67+4,42% 31,04+5,08°
Termelési -
, Zsirtartalom (%) 3,74+0,40° 3,75+0,36%
parameter o
Fehérjetartalom (%) 3,24+0,192 3,31+0,162
Szomatikus sejtszam (logio sejt/ml) 5,12+0,422 5,39+0,39°
Mikrobiologiai Osszcsiraszam (logio tke/ml) 3,36+0,582 3,30+0,592
paraméter Koéliform csiraszam (logio tke/ml) 0,65+0,612 1,35+1,20°
Staphylococcus aureus szam (logio tke/ml) <1,00 1,92+0,56

P A tablazat azonos soraiban a kiilonbdzo betiikkel jelolt értékek szignifikansan kiilonbdznek

(P<0,05)

3.1.3. 4 laktdcio stadiumadnak hatasa a nyerstej termelési és mikrobiologiai paramétereire

A 3. tablazat foglalja 6ssza a korai, kozép és késdi laktacios stadiumban 1évo, T4 telepen
fejt tehenek napi tejmennyiségének és az altaluk termelt tej zsir- és fehérjetartalmdanak, a
szomatikus sejtszamanak, az Osszcsiraszamanak, a koliform és S. aureus szdmanak atlag és
szorasértékeit. A napi tejmennyiségnek a laktacid stddiumaval vald véltozasanak vizsgéalata
sordn azt az eredményt kaptuk, hogy a laktacio elérehaladtaval a napi termelt tej mennyisége

csokken. A T4 telepen igazolodott tehat ez a szakirodalomban is megtalalhatéo megéllapitas. A
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laktacidjuk elsé stadiumaban 1évo tehenek atlagos napi tejmennyisége 32,10+4,73 kg/nap volt,
a laktacio kozépso stadiumdban tartd teheneké 29,08+5,09 kg/nap, a laktacid végén 1évo
teheneké pedig 23,36+3,63 kg/nap. Az atlagértékek kozott szignifikans (P<0,05) differencia
volt tapasztalhato.

A vizsgalatokhoz kivalasztott tehenek tejének zsirtartalma a laktacié vége felé haladva
valtozott. A laktacid elsd, illetve kozépsO stadiumaban jard tehenek tejének zsirtartalma
atlagosan 3,65+0,43% és 3,59+0,41% volt, amelyek kevesebbnek (P<0,05) bizonyultak, mint a
laktacio késdi stadiuméaban 1évo tehenek tejében mért zsirtartalom (3,99+0,47%). Az, hogy a
tejzsir koncentracidja megnd a tejben a laktacio késobbi stddiumaban, dsszefligghet a laktacio
elérehaladasakor tapasztalhat6 tejhozam csokkenéssel, ugyanis a tej csokkend mennyiségének
koncentrald hatasa lehet a tej 6sszetételét tekintve.

A zsirtartalomhoz hasonléan a fehérjetartalommal kapcsolatban is elmondhat6, hogy

valtozas figyelheté meg a lakticido eldrehaladtaval. A tehenek laktacidjanak elején mért
fehérjetartalom értékek atlaga 3,08+0,15% volt, a laktacio kozépso stadiumaban 3,2040,19%,
a laktacid végén pedig 3,56+0,20%. A kiilonbség szignifikans (P<0,05).
(5,07+0,43 logio) sejt/ml, a laktacio kozépso stadiumaban 370,6x10%(5,28+0,50 logio) sejt/ml,
akéséi stadiumban 336,4x10%(5,33+0,41 logio) sejt/ml volt. A laktaciojuk végén 1év6 egyedek
tejében nagyobb (P<0,05) volt a szomatikus sejtszam, mint a laktacié korai stadiumaban 1évo
tehenek tejében.

Osszevetettiik a holstein-friz tehenek laktacidjanak kiilonbdzd stadiumaban vett tej
Osszcsiraszamat is. A laktacié korai stadiuméban az atlag 9sszcsiraszam 6,8x103 (3,42+0,67
log1o) tke/ml volt, a laktacio kozepén 4,4x103 (3,39+0,46 logio) tke/ml, a laktacid végén 2,7x103
(3,1340,56 logio) tke/ml. A kapott atlagértékek kozott nincs statisztikailag igazolt kiilonbség
(P>0,05).

A legnagyobb atlag kéliform baktérium telepszamot [1,3x10% (1,30+1,23 logio) tke/ml] a
tehenek lakticidjanak elején gyiijtott mintdkban detektaltuk, a legkevesebbet [2,2x10%
(0,76+0,79 logio) tke/ml] pedig a laktacio kdzepén gyttt mintakbol. A laktacid késoi
staddiumédban gyijtott mintakban az atlagos koliform csiraszam 1,50x10% (0,90+0,94 logio)
tke/ml volt. Nem tapasztaltunk jelentds kiilonbséget (P>0,05) az értékek kozott.

S. aureus a 62 darab egyedtdl vett tejmintabol dsszesen kilenc (14,52%) tejmintaban
fordult eld, az atlag telepszam 1,4x10% (1,89+0,53 logio) tke/ml volt. A 23-bol hat (26,09%)
laktacio elején vett egyedi tejben az 4tlag S. aureus szam 1,2x10% (1,81+0,56 logio) tke/ml volt,

a tehenek laktacidjanak kdzepén vett 21 mintabol egy (4,76%) minta esetében a S. aureus szam
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8,2x10! (1,91 logio) tke/ml volt, a lakticid végén vett 18 tejmintdbol kettd (11,11%) minta
esetében pedig 2,4x10% (2,15+0,70 logio) tke/ml. A pozitiv mintdk kevés szdma miatt nem volt

lehetdség szignifikancia szadmitasara.

3. tablazat: A laktaci6 staddiumok hatdsa a nyerstej termelési €s mikrobioldgiai paramétereire

(T4 telep)
Laktacio stadiuma

Eleje Kozepe Vége

(X£0) (X+o) (X+0)
. Napi tejmennyiség (kg/nap) 32,10+4,73%  29,08+5,09° 23,36+3,63¢
gaerr:lgéf; Zsirtartalom (%) 3,65+0,43%  3,59+0,41*  3,99+0,47°
Fehérjetartalom (%) 3,08+0,15%  3,20+0,19°  3,56+0,20°
Szomatikus sejtszam (logio sejt/ml)  5,07+0,43%  5,28+0,50*°  5,33+0,41°
Mikro- Osszcsiraszam (logio tke/ml) 3,42+0,67°  3,39+0,46% 3,130,562

biologiai  Koliform csiraszam (logio tke/ml) 1,30+1,23%2  0,76+0,79  0,90+0,942

paraméter  Staphylococcus aureus szam

(logao tke/ml) 1,81+0,56 1,91 2,15+0,70

ab.c A tablazat azonos soraiban a kiilonboz6 betiikkel jelolt értékek szignifikansan kiilonboznek
(P<0,05)

A T5 telepen a holstein-friz tehenek esetében is vizsgaltuk a laktacio stadium
tejmennyiségre, a tej Osszetételére ¢€s mikrobiologiai paramétereire gyakorolt hatasat (4.
tablazat). A napi tejmennyiségnek a laktacio stadiumaval valod valtozasanak vizsgélata soran
azt tapasztaltuk, hogy a laktacio vége felé haladva a napi termelt tej mennyisége csokken. A
hazai nagylizemi TS5 telepen is igazolddott tehat ez a szakirodalomban is megtalalhato
megallapitas. A laktaciojuk elsé stadiumaban a tehenek atlagos napi tejmennyisége 31,74+5,48
kg/map volt, a laktacid kozépsd stadiumaban 27,46+5,09 kg/nap, a laktacid végén pedig
20,4143,84 kg/map. A laktacio végén jelentdsen kevesebb (P<0,05) volt az atlagos napi
tejmennyiség, mint a laktacié elején és kozepén.

A T5 telepen a vizsgalt egyedek tejének zsirtartalma a laktaciok vége felé haladva
novekedést mutat, de nincs jelentds kiilonbség (P<0,05) az atlagértékek kozott. A laktacio
elején a tej zsirtartalma 4,07+0,50%, a kdzepén atlagosan 4,18+0,61%, a végén 4,49+0,73%
volt.

A T5 telepen fejt egyedek tejének fehérjetartalmat illetden elmondhatd, hogy valtozas
figyelhetd6 meg a laktacio végén az atlagértéket tekintve. A lakticid elején mért atlag
fehérjetartalom 3,32+0,22%, a laktacio kozepén 3,47+0,22%, a laktacid végén 3,64+0,27%

volt, mely szignifikdnsan tobb (P<0,05), mint a laktacio elején és kozepén kapott atlagérték.
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A TS5 telepen kivalasztott egyedek laktaciojanak korai stddiumaban az atlag szomatikus
sejtszam 180,7x10% (5,12+0,39 logio) sejt/ml, a laktacio kdzepén 142,8x10% (5,060,29 logio)
sejt/ml, a késbi laktacios stadiumban 226,7x10% (5,15+0,45 logio) sejt/ml volt. Nem
tapasztaltunk jelentds kiilonbséget (P>0,05) az atlag szomatikus sejtszam értékek kozott.

A T4 telephez hasonloan a T5 telepen is azt tapasztaltuk, hogy a laktacié kiilonboz6
stadiumaban nem valtozott jelentdsen (P>0,05) az 0sszcsiraszam atlagértéke. A laktacio elején
tartd tehenek tejében az atlag dsszcsiraszam 2,0x10° (3,08+0,50 logio) tke/ml volt, a laktacio
kozepén 3,5%10°% (3,42+0,35 logio) tke/ml, a laktacié végén pedig 8,2x10% (3,53+0,65 logio)
tke/ml.

A T4 telephez, valamint az 0sszcsiraszamhoz hasonléan a TS telepen sem tapasztaltunk
kiilonbséget a koliform csiraszamot illetden az atlag telepszamok kozott. A laktacio elején tarto
tehenek tejében az atlag koliform csiraszam 6,7x10° (0,63+0,47 logio) tke/ml, a laktacio
kdzepén 2,4x10% (0,75+0,75 logio) tke/ml, a lakticio végén pedig 1,1x10* (0,80+0,57 logio)
tke/ml volt.

S. aureus nem fordult el6 a TS5 teleprol vett egyedi tejmintakban.

4, tablazat: A laktacio stadiumok hatasa a nyerstej termelési és mikrobiologiai paramétereire

(T5 telep)
Laktacio stadiuma

Eleje Kozepe Vége

(x+0) (x+0) (x+0)
 Napi tejmennyiség (kg/nap) SLTAEA 0 4625090 20,4123,84°

Termelési 8
paraméter ~ Zsirtartalom (%) 4,07£0,50°  4,18+0,612  4,49+0,732
Fehérjetartalom (%) 3,3240,228  3,47+0,22%  3,64+027°
Szomatikus sejtszdm 5,124039%  5,06£029°  5,15+0,45°
. (logzo sejt/ml)

2{'";(07 , Osszcsiraszam (logio tke/ml) 3,08+0,50* 3,42+0,35%  3,53+0,65°
p:;a(;ﬁé?;r Koliform csiraszam (logiotke/ml)  0,63+0,47%  0,75+0,75%  0,80+0,57%

Staphylococcus aureus szam (logio <1.00 <1.00 <1.00

tke/ml)

&b A tdblazat azonos soraiban a kiilonbozé betiikkel jelolt értékek szignifikinsan kiilonbdznek

(P<0,05)

3.1.4. Az évszak hatdsa a nyerstej mikrobioldgiai allapotdra

A télen gyiijtott elegytej mintakban az atlag dsszcsiraszam 3,3x10* (4,40+0,29 logio)
tke/ml volt, az 6sszel Osszegyiijtdtt mintakban 1,9%10° (4,51+0,76 logio) tke/ml (5. tablazat).
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Szignifikans kiilonbség nem volt tapasztalhatdo (P>0,05). Az atlag Osszcsiraszdm azonban
kevesebb (P<0,05) volt a télen és dsszel gyiijtott mintdkban, mint a tavasszal és nydron gyjtott
tejmintdkban. A tavasszal és nyaron gyiijtdtt mintdkban az 4tlag Osszcsiraszam 1,6x10°
(5,02+0,43 logio) tke/ml, illetve 1,1x10° (4,96+0,25 logio) tke/ml volt. Osszesen 39 (35%)
mintaban az atlag 0sszcsiraszam tobb volt, mint a rendeletben meghatarozott visszautasitasi
hatarérték. Az atlag 6sszcsiraszam azonban meghaladta a hatarértéket a tavaszi mintdk 59%-
aban, a nyari mintak 52%-4aban, az 6szi mintak 19% -aban ¢és a téli mintak 11%-aban.

A legnagyobb éatlag koliform baktérium csiraszam [1,4x10% (3,45+0,90 logio) tke/ml] a
nyaron vett tejmintdkban fordult eld. Jelentds kiilonbséget (P<0,05) tapasztaltunk a télen
[1,8x10% (2,19+1,17 logio) tke/ml] és nyaron gyiijtott mintakban kapott értékek kozott. Az
6sszel gyiijtott mintakban az atlag koliform csiraszam 6,8x10? (2,73+0,32 logio) tke/ml volt, a
tavasszal gyijtott mintakban 5,6x10% (2,37+0,81 logio) tke/ml volt (5. tablazat). A télen
gyljtott mintak felénél a telepszdm az ,,M” értéknél kevesebb volt. A tavaszi mintak 81%-aban,
valamint a nyaron és 0Osszel gyujtott mintdk mindegyikében az atlag koliform csiraszam
meghaladta az ,,M” értéket. Osszességében a mintak 83%-4ban hatarérték feletti mennyiségben
volt kimutathat6 a koliform baktérium. A kutatdmunkank soran a koliform baktériumok nagy
mennyisége az elegytejben azt feltételezi, hogy a tejtermeld telepek nem megfeleld tejgyljtési

¢s kezelési gyakorlatai a tej kéliform baktériumokkal vald szennyezddését okozhattak.

5. tablazat: Az elegytej mikrobiologiai allapotanak alakulasa a kiilonb6z6 évszakokban (T1-

T5)
Mikrobiolégiai Evszak ”“%Ioe”ek Syabilvonic
paraméter Tél Tavasz Nyar Osz Jio y
i y tke/ml)
ﬁg;ﬁji‘igﬁiﬂ 4,400 502° 4,96 4,512 5,00 853/2004/EK
Koéliform csiraszam a a ab b 4/1998. (XI1.11.)
[log1o tke/mi] 2,197 23 345%0 2713 2,00 EiiM rendelet
Staphylococcus
aureus szam 2,698 32580  342bc 2 oge 2,70 4/1998. (XI.11.)
[log1o tke/mi] EiM rendelet

a, b, c: A kiilonbozo jelzéssel ellatott atlagok kiilonboznek egymastol (P<0,05)

Harom tejtermel6 teleprél (T1, T2, T5) vett elegytej mintakban a S. aureus kevesebb,
mint 1,00 logio tke/ml mennyiségben fordult el6. A tovabbi két tejtermeld telep (T3, T4)
esetében a legnagyobb atlag S. aureus szamot [2,7x103 (3,42+0,10 logio) tke/ml] a nyéron vett
mintdkban, a legkevesebb étlag telepszamot a télen [9,3x10% (2,69+0,59 logio) tke/ml] és az
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6sszel [1,0x10% (2,98+0,13 logio) tke/ml] vett mintdkban kaptuk (5. tablazat). Kiilonbséget
tapasztaltunk (P<0,05) az ezen honapokban gyijtott mintdkban kapott értékek kozott. Mind a
két telepen valamennyi elegytej mintaban az atlag S. aureus szdm meghaladta a rendeletben
meghatarozott ,,M” értéket. A legmagasabb S. aureus telepszamot a nyar folyaman detektaltuk
a vizsgalataink soran, amely Osszefliggésben allhat a tehenek nyaron eléforduld hostresszével

a kedvezo6tlen iddjarasi viszonyok (magas hdmérséklet és paratartalom) miatt.

3.2. A mintakbél izolalt Stapylococcus aureus torzsek fébb tulajdonsagai

A vizsgalataink soran a vizsgalt, S. aureus jelenlétére pozitiv mintakbol 49 S. aureus
torzset valasztottunk ki tovabbi vizsgalatok céljara, melyek koziil 42 elegytejbdl, hét egyedi
tejbol szarmazott. Valamennyi altalunk vizsgalt torzs esetében a latex agglutinacios teszt
pozitivnak bizonyult, tovabba a termonukledz enzim termelddésére utaldo nuc gén jelenlétét is
kimutattuk a PCR vizsgalatok soran. A T3 telepen vett tejmintakbol 18 torzset, a T4 telepen

vett mintakbol 31 torzset izolaltunk.

3.2.1. A Staphylococcus aureus izolatumok azonositasanak eredményei

A MALDI-TOF tomegspektrométerrel végzett vizsgalatok eredményei [a legjobb
pontszam (>2,300) és a legjobban illeszkedd izolatum] alapjan az 6sszes T3 és T4 teleprol

szarmazo0 torzset S. aureus-ként azonositottuk.

3.2.2. A Staphylococcus aureus izoldatumok spa tipusdanak meghatdrozdsdanak eredményei

A T3 teleprol vett elegytej mintakbol szarmaz6 18 izolatum kozott két spa tipust (t164 és
t1987) azonositottunk. A vizsgalatok soran kimutatott spa tipusok a Ridom Staphtype szoftver
BURP algoritmusa szerint nem tartoztak azonos klaszterbe. A leggyakoribb spa tipus a t164
volt; 17/18 torzs (94%) tartozott ebbe a tipusba. Az SAS54C torzs spa tipusa t1987 volt.

A T4 teleprdl vett elegytej mintakbol gylijtott 24 S. aureus torzs esetében harom spa tipus
(t267, t359, t693) azonositasa tortént meg. Az egyedi tejmintakbol izolalt mind a hét S. aureus
torzs a t267 spa tipusba tartozott, amely a leggyakoribb (21/24; 88%) volt az elegytejbdl izolalt
torzsek kozott is. Két torzs (SA4, SA41C; 8%) volt t693 és egy torzs (SA48A; 4%) volt t359
spa tipusu. A vizsgélatok soran a t267 és t359 spa tipusokat egy klaszterbe csoportositottuk a

BURP algoritmus segitségével.
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3.2.3. A hemolizis tipus meghatdrozasanak eredményei

A 18 T3 telep elegytejébdl izolalt torzsbol 15 (83%) B-hemolizist mutatott a Columbia
véres agaron, kettd (11%) hidnyos hemolitikus fenotipussal (expresszalt kettds zdna)
rendelkezett, egy torzs (6%) pedig gyenge f-hemolizist mutatott (6. tablazat).

A T4 teleprol vett elegy és egyedi tejbdl izolalt 31 izolatum kdziil 25-re (81%) hidnyos
hemolitikus fenotipus (expresszalt kettdés zona) volt jellemzd, négy izolatumra (13%) B ¢és
gyenge a-hemolizis, két izolatumra (6%) B-hemolizis. Az egyedi tejmintakbodl izolalt hét torzs
koziil 6t torzs esetén kettds zona, két torzsnél pedig B és gyenge a-hemolizis volt jellemzd (7.
tablazat).

6. tablazat: A nyerstejb6l izolalt Staphylococcus aureus torzsek karaketerisztikaja (T3 telep)

4 Torzs azonosito Hemolizis Antibiotikum Enterotoxin gének
kod tipusa rezisztencia* (multiplex PCR)

1. SA7 B R (P) seg, sei, selm, seln, selo
2. SA33 B R (P) sei

3. SA34 B R (P) seg, sei, selm, seln, selo
4. SA35A B R (P) seg, sei, selm, seln, selo
5. SA35B B R (P) seg, sei, selm, seln, selo
6. SA39A B R (P) sei, selm, seln, selo
7. SA39B B R (P) sei, selm, seln, selo
8. SA44 B R (P) seg, sei, selm, seln, selo
9, SA45 B R (P) seg, sei, selm, seln, selo
10. SA53A B R (P) seg, sei, selm, seln, selo
11. SA53B B R (P) seg, sei, selm, seln, selo
12. SA53D B R (P) seg, sei, selm, seln, selo
13. SA54A a+p R (P) seg, sei, selm, seln, selo
14, SA54B a+p R (P) sei, selm, seln, selo
15. SA54C gyenge 3 R (P) sei

16. SA57A B R (P) seg, sei, selm, seln, selo
17. SA57B B R (P) sei, selm, seln, selo
18. SA57C B R (P) seg, sei, selm, seln, selo

*R: rezisztens; P: penicillin G

3.2.4. Antibiotikum érzékenység vizsgalatanak eredményei
Az antibiotikum-rezisztencia vizsgalat eredményei alapjan elmondhat6, hogy mind a 18

T3 telep elegytejébdl gyiijtott S. aureus izolatum érzékeny volt a vizsgalt antibiotikumokra, a

penicillin G kivételével.
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Mivel minden T3 teleprdl szarmazo torzs érzékeny volt a cefoxitinre, megéllapithato,
hogy az 0sszes izolatum érzékeny a meticillinre is. Tovabba, a CLSI (2017) kovetelményei
szerint a cefoxitin rezisztencia teszt eredményei utalhatnak az izoldtumok mecA altal kozvetitett
oxacillin rezisztencidjara, igy elmondhato, hogy a vizsgalataink soran az elegytejbol izolalt S.
aureus torzsek érzékenyek az oxacillinre.

7. tablazat: A nyerstejb6l izolalt Staphylococcus aureus torzsek karaketerisztikaja (T4 telep)

Tii}‘z,s _ Minta tipusa Hermoll'zis Ant_ibiotik_um Entero_toxin gének
azonosité kod tipusa rezisztencia* (multiplex PCR)
1. SA4 Elegytej B E seh
2. SAS5 Elegytej o+p E -
3. SA26A Elegytej o+p E -
4. SA26B Elegytej o+p E seh
5. SA27A Elegytej o+p E -
6. SA27B Elegytej o+p B -
7. SA27C Elegytej o+p B -
8. SA28 Elegytej o+ B ]
9. SA29 Elegytej B + gyenge a E -
10. SA30A Elegytej o+p E -
11. SA30B Elegytej o+p E -
12. SA31A Elegytej o+p E -
13. SA31B Elegytej o+p E -
14. SA32A Elegytej o+p E -
15. SA32B Elegytej B + gyenge o E -
16. SA38A Elegytej o+p E -
17. SA38B Elegytej o+p E -
18. SA40A Elegytej oa+p E -
19. SA41A Elegytej o+p E -
20. SA41B Elegytej o+p E -
21. SA41C Elegytej B E seh
22. SA48A Elegytej o+p E -
23. SA48B Elegytej o+p E -
24, SA56A Elegytej o+p E -
25. SA9503a Egyeditej P+ gyenge a E -
26. SA9325a Egyedi tej oa+p E -
27. SA8582a Egyeditej P+ gyenge a E -
28. SA9736a Egyedi tej oa+p E -
29. SA9979a Egyedi tej oa+p E -
30. SA8834a Egyedi tej oa+p E -
31 SA9736.2 Egyedi tej oa+p E -

E: érzékeny

19



A T4 telepen mind a 31 izoldtum érzékeny volt a vizsgalt antibiotikumokra.

Hasonlé, de eltérd eredményekrdl is beszamoltak mar més szerzok. Osszegzésképpen
elmondhatd, hogy a vizsgalt T4 telepen a rezisztencia helyzet kedvezébb, mint amiket a
szakirodalmakba publikaltak.

3.2.5. Staphylococcus enterotoxin kédolo gének vizsgalatanak eredményei

Mind a 18 T3 teleprdl szarmaz6 torzs pozitiv volt egy vagy tobb enterotoxint kodolo
génre. Az 0j tipusi SE-okat és SEl-eket kodolo gének koziil 6t kiilonb6zd gént azonositottunk
az izolatumokban. A 18 izolatum koziil 12 (67%) esetében azonositottunk seg, sei, selm, seln,
selo géneket; négy torzs (22%) tartalmazott sei, selm, seln, selo géneket, két torzs (11%) pedig
a sei gént (6. tablazat).

Az ¢lelmiszermérgezést leggyakrabban a klasszikus enterotoxinok koziil a SEA és a SEB
okozzak, valamint az 1j tipusu enterotoxinok koziil a SEH (ARGUDIN és mtsai., 2010;
HNASKO ¢és mtsai., 2019). A vizsgalataink soran a 18 torzs egyike sem tartalmazta ezeket az
enterotoxinokat kodolo géneket. UMEDA és mtsai. (2017) szerint az Gj tipusi SE-ok és SEl-ek
(pl. seg, sei, selm, seln, selo és selu gének altal termelt toxinok) szintén élelmiszer
kozvetitésével okozott jarvanyok lehetséges okai lehetnek. A kutatdsaink soran valamennyi T3
telepr6l szarmazo torzs esetében kideriilt, hogy ezen gének koziil legalabb az egyiket
hordozzak, ezért a tejtermeld telepen elengedhetetlen a S. aureus eléfordulasanak csokkentése
¢s alacsony szinten tartasa, tehat indokolt volt a S. aureus ellenérzési program megvaldsitasa.
Erdemes azonban megjegyezni, hogy a tejben legalabb 10° tke/ml mennyiségii S. aureus tudna
annyi enterotoxint termelni, amennyi az ¢lelmiszermérgezés kialakitdsahoz sziikséges lenne
(KADARYIA ¢és mtsai., 2014), de ez a baktériummennyiség nem volt jelen a T3 teleprol
gyljtott tejmintakban.

HWANG ¢s mtsai. (2010) tanulmanyukban azt tapasztaltdk, hogy a t164 spa tipusu
izolatumok zdme (nyolcbdl hét izolatum) és a hét t1987 spa tipust izoldtum koziil hdrom
tartalmaz seg, sei, selm, seln és selo géneket. Ehhez hasonléan tanulmanyunkban a 17 t164 spa
tipust izolatum koziil 12 hordozta ezeket a géneket anélkiil, hogy klasszikus enterotoxin
géneket hordozna. A t1987 spa tipusu izolatum csak sei gént hordozott.

A T4 teleprdl gytijtott elegy- és egyedi tejbdl izolalt 31 térzs koziil harom (10%) (SA4,
SA26B, SA41C) pozitiv volt a seh génre, de klasszikus enterotoxint és mas 0ij tipusu SE-t és
SEl-t kodolo gént nem azonositottunk (7. tablazat). Csak az elegytej mintak tartalmaztak
enterotoxint hordozo S. aureus torzseket; az egyedi tejmintakbol izolalt térzsek nem hordoztak
azokat a toxin géneket, amelyeket kutatasunk soran vizsgéaltunk. Bér a vegetativ baktériumok a
hdkezelés soran elpusztithatok, a hdstabil enterotoxinok megmaradhatnak a tejben (TESSEMA,

2016), ezért a T4 telepen kiilondsen fontos a S. aureus tejben valo eléfordulasanak csokkentése.
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A T3 ¢és T4 teleprol gyljtott S. aureus izolatumok fenotipusos és genotipusos
vizsgalatanak eredményeiben kiilonbségek figyelhetéek meg az spa tipusokat, a hemolizis
tipusat, az antibiotikum rezisztencidt és az enterotoxin termeld képességet illetden is. A
kiilonbségek adodhatnak az eltéré kdrnyezeti adottsagok miatt, illetve a két telepen a higiénai
eléirasok eltéré megvaldsitdsa miatt.

A T3 telep torzsei esetén tapasztalt penicillin rezisztencia visszavezethetd lenne a telepen
alkalmazott antibiotikumok hasznalatdra, azonban erre vonatkozo informaciot a telepek
vezetdinek nem 4llt modjaban megosztani. Egy telepen beliil is megfigyelhetd valtozatossag,
de mindkét telepen a torzsek nagy része azonos tulajdonsaggal rendelkezik. A T3 telepen a 18-
bol 11 torzsre (61%) t164 spa tipus, B-hemolizis, penicillin G rezisztencia és 6t se és sel gén
(seg, sei, selm, seln, selo) hordozasa jellemz6. A T4 telepen a 31-bdl 23 torzsre (74%)
jellemzden a t267 spa tipus, az a €s B-hemolizis jellemz0, tovabba érzékenyek az altalunk
vizsgalt antibiotikumokra és nem termelnek klasszikus enterotoxin-kddold géneket, illetve seg,

seh, sei, sej, selm, seln, selo, ser géneket.

3.3. Staphylococcus aureus mentesités hatékonysaganak vizsgalati eredményei

A S. aureus mentesitési program hatékonysagat elemzo vizsgéalatok eredményei alapjan
a T3 teleprdl gytijtott 5sszes elegytej mintaban eléfordult S. aureus. Az atlagértékek 1,1x102 és
3,0x103% (2,03 és 3,47 logio) tke/ml kozott mozogtak. A kutatomunkank sordn a S. aureus szam
a kisérleteink végén [decemberben; 1,1x10% (2,03 logio) tke/ml] gyiijtdtt mintakban
alacsonyabb volt (P<0,05), mint az §sszes tobbi mintavétel soran, beleértve az elsd mintavételt,
amelyre szintén télen (februar) keriilt sor. A kutatasunk elején tértént mintavétel alatt gyiijtott
mintdkban az S. aureus szam atlagértéke 1,2x10° (3,06 logio) tke/ml volt.

Az eredmények azt mutatjak, hogy az elegytejben az atlag S. aureus szdm a mintavételi
periodusok végére lecsokkent. Az atlag telepszdmok az utolsdé két mintavételnél mar nem
haladtak meg a visszautasitasi hatarértéket. Szakirodalmak alapjan télen kevesebb korokozo
baktérium mutathatd ki a tejben (HILL és mtsai., 2012; PETROCZKI és mtsai., 2020). A
vizsgalatunk soran az utolsé mintavétel télen volt, hasonldan az elsé mintavételhez, mégis a két
mintavételkor vett tejmintdk eredményei szignifikansan (P<0,05) kiilonboznek. A csokkend

atlag S aureus szam tehat a mentesitési program eredményességének tulajdonithato.
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4. Az értekezés uj tudomanyos eredményei

1. A kiilonbozé szarvasmarha fajtak (holstein-friz, jersey) fajtajellegébdl adodoan eltérd
tejzsir és tejfehérje tartalom nem vonja maga utdn a tej mikrobiologiai allapotanak
valtozasat azonos tartasi koriilmények esetén. Az Osszcsiraszamot (holstein-friz:
3,2x10° tke/ml; jersey: 2,1x10° tke/ml), a kéliform baktériumok csiraszamat (holstein-
friz: 1,5%10! tke/ml; jersey: 6,9x10° tke/ml) és a szomatikus sejtszamot (holstein-friz:
185,1x10° sejt/ml; jersey: 186,9x103 sejt/ml) illetden nem volt statisztikailag igazolhato
kiilonbség a vizsgalt fajtak teje kozott.

2. Egy hazai nagyiizemi tejtermeld telepen végzett vizsgalatok eredményei alapjan nem
mutatkozott kiilonbség az Osszcsiraszamban az elsd laktacios tehenektdl vett teymintak

(5,1x10° tke/ml) és a tobbszor ellett tehenektd] vett tejmintak (4,6x10° tke/ml) kozott.

tejmintakban nem detektaltunk kiilonbséget az §sszcsiraszdm és a kdliform baktériumok
telepszamait illetéen két tejtermeld telep egyikében sem. A T4 és a TS telepen a laktacio
korai stadiumaban az atlag dsszcsiraszam 6,8x10° tke/ml és 2,0x10% tke/ml volt, a
laktacio kozepén 4,4x10° tke/ml és 3,5x10° tke/ml, a laktacio végén 2,7x10° tke/ml és
8,2x10° tke/ml. A T4 és a TS telepen a laktacio korai stadiumaban az atlag koliform
csiraszam 1,3x10% tke/ml és 6,7x10° tke/ml volt, a laktacié kozepén 2,2x10* tke/ml és
2,4x10! tke/ml, a laktacid végén 1,50x10? tke/ml és 1,1x10* tke/ml.

4. A T3 telep esetében a Staphylococcus aureus torzsek 83%-ara f-hemolizis és penicillin
G rezisztencia jellemz6. A T4 telep esetében a torzsek 81%-ara a és P-hemolizis
jellemzd, tovabba valamennyi torzs érzékeny volt az altalunk vizsgalt antibiotikumokra
(cefoxitin, kloramfenikol, klindamicin, eritromicin, gentamicin, penicillin G,
tetraciklin, trimetoprim/szulfametoxazol).

5. A T3 telep esetében a Staphylococcus aureus torzsek 67%-ara t164 spa tipus és a Seg,
sei, selm, seln, selo enterotoxint kodold gének hordozasa volt jellemzd. A T4 telep
esetében a torzsek 87%-ara t267 spa tipus volt jellemzo és egyik torzs sem hordozott
klasszikus enterotoxint kodold géneket, illetve seg, seh, sei, sej, selm, seln, selo, ser

géneket.
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5. Az eredmények gyakorlati hasznosithatosaga

1. A kutatémunkank soran megallapitottuk, hogy a holstein-friz és jersey fajtak teje kdzott
nincs kiilonbség mikrobiologiai szempontbol, a tehenek laktaciojanak kiilonbozo
stadiumaban sem valtozott a mikroorganizmusok mennyisége jelentés mértékben. Az
egyszer ellett tehenek tejéhez képest a tobbszor ellett tehenek teje azonban
mikrobiologiai szempontbdl gyengébb mindségiinek bizonyult, ugyanis nagyobb volt a
szomatikus sejtszam (356,3x10° sejt/ml), a koliform baktérium csiraszam (1,1x103
tke/ml), illetve a S. aureus is nagyobb aranyban fordult €16, a tobbszor ellett egyedektol
vett teymintdk mintegy 19%-dban. Az évszakok hatasdnak vizsgalatakor a
magyarorszagi telepeken a télen vett tej mikrobiologiai mindsége jobb a nyaron vett
tejhez képest. A télen gyijtott elegytejben az atlag Osszcsiraszam 3,3x10% tke/ml, a
nyéaron gyiijtdttekben pedig 1,1x10° tke/ml volt. A télen gyiijtdtt elegytejben az atlag
kéliform csiraszam 1,8x10° tke/ml, a nyaron gyiijtéttekben pedig 1,4x10* tke/ml volt.
A télen gytijtott elegytejben az atlag S. aureus szam 9,3x10% tke/ml, a nyaron
gytjtottekben pedig 2,7x10% tke/ml volt. A megéllapitasaink segitséget nyujthatnak a
tejtermeld telepeknek, hogy ezen informaciok birtokdban minél hatékonyabb
megoldasokat dolgozzanak ki a megfeleld mikrobiologiai mindségli tej eldallitasa
érdekében.

2. A kutatomunkank soran egy hazai nagylizemi tejtermeld telepen folytatott S. aureus
mentesitési program hatékonysagat elegytej mintak vételével és a mintakbol S. aureus
szam meghatarozasaval igazolni tudtuk, ugyanis az eredmények alapjan az elegytejben
az atlag S. aureus szam a mintavételi periodusok végére lecsokkent, 1,2x10° tke/ml-rél
1,1x10? tke/ml-re. A csokkenést az istallok és a fejohazak gyakoribb tisztitasa és
fertotlenitése, a fertozott tehenek felderitése és a tobbi allattol vald izolalasa, kiilon
fejése és a tejiik minél el6bbi megsemmisitése eredményezte.

3. A S. aureus fakultativ patogén mikroorganizmus, mely a kornyezetben széleskoriien
eléfordul. A S. aureus a tejtermel6 tehenészetekben problémat okozhat, ugyanis a tejeld
allatok togygyulladdsanak egyik manapsag is jelentds okozoja. A vizsgalataink
eredményeibdl az kovetkeztethetd, hogy a S. aureus szamanak MSZ EN ISO 6888-
1:2008 szdmu szabvannyal és a latex agglutinacids teszttel valo meghatirozasan és
megerdsitésén kiviil erdsen javasolt a tejbdl izolalhatd torzsek fenotipusos és
genotipusos vizsgalatat is elvégezni. A torzsek antibiotikum rezisztencia profiljanak
folyamatos monitoringozdsdbdl szarmazd adatok sziikségesek a fertdzott allatok
enterotoxin termeld képesség felmérése pedig azért sziikséges, mert habar a S. aureus
vegetativ formai a tej hdkezelése alatt elpusztulnak, az élelmiszermérgezést okozni
képes, hdstabil enterotoxinok benne maradhatnak a tejben és a fogyasztok
megbetegedését okozhatjdk. Multiplex PCR vizsgélattal az enterotoxin termeld
képesség rovid hataridével megallapithato.
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