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OSSZEFOGLALAS

A Staphylococcus aureus, a tejtermeld és feldolgozo tizemek szamara nagy jelent6séggel bir. A szubklinikai tégygyulladasok jelentds
részét ez a baktérium okozza és a fejés soran az elegytejbe is bekeriilhet. Egyes tipusai a hdstabil enterotoxin (SE) termelés eredményeként
¢lelmiszermérgezést idézhetnek eld.

A vizsgalat célja az volt, hogy meghatarozzuk két tejtermeld gazdasag elegytejében a S. aureus szam alakulasat, tovabba a kiilonféle
mintakbol (elegytejbdl, tdgygyulladasban szenvedd allatok tégynegyedtejébdl és a kornyezetbdl) izolalt S. aureus torzsek enterotoxin
termeld képességét, genetikai rokonsagat (pulzotipus) és antibiotikum érzékenységét.

Az eredmények azt mutattak, hogy a két gazdasag elegytejének az atlag S. aureus szama szignifikansan kiilonbozott (P<0,05) egymastol.
Az epidemiolodgiai vizsgalatok elvégzéséhez tizennégy S. aureus izolatumot (elegytejbdl 6tot, tégynegyedtejbdl kilencet) valasztottunk ki. A
kornyezeti mintak vizsgalata soran nem fordult eld S. aureus altal szennyezett minta. Az enterotoxin termeld képesség meghatarozasa soran
azt tapasztaltuk, hogy a tizennégy izolatum koziil harom (21,4%) hordozott SE gént. Két izolatum egy gént (seb), egy izolatum pedig két
gént is hordozott (seg és sei). A tizennégy izolatum, a genetikai rokonsagi kapcsolat vizsgalata alapjan, harom pulzotipusba és két altipusba
volt sorolhatd 86%-0s azonossagi szint esetén. Az elegytejekbdl szarmazo izolatumokat (n=5) két pulzotipusba (A, C) és egy altipusba (C1)
lehetett elkiiloniteni. A beteg allatok tdgynegyedtejébdl szarmazo izolatumok (n=9) harom pulzotipusba (A, B, C) és két altipusba (A1, C1)
tartoztak. Az el6forduld pulzotipusok elemzése soran azt tapasztaltuk, hogy genetikai kapcsolat van az elegytejben és a tégynegyedtejben
talalt S. aureus izolatumok k6zott. Ez arra utal, hogy azokban a gazdasagokban, ahol nagyszamu szubklinikai t6gygyulladasban szenvedd
allat fordul eld, az elegytej S. aureus baktériummal torténd szennyezddésének f6 forrasai a fertdzott tégynegyedek. Az antibiotikum
rezisztencia vizsgalat soran azt az eredményt kaptuk, hogy a vizsgalatokba bevont Gsszes torzs érzékeny volt a methicillinre, cefoxitinre,
lincomycinre, tetracyclinre, erythromycinre és sulfamethoxazole/trimethoprimre. A tizennégy torzs koziil tizenharom (A és C pulzotipus, Al
¢és C1 altipus) volt penicillin rezisztens és csak egy volt érzékeny (B pulzotipus) az 6sszes antibiotikummal szemben.

SUMMARY

Staphylococcus aureus is a very important pathogen for dairy farms and milk processing plants. Subclinical mastitis is often caused by
this species, and it can contaminate bulk tank milk when milking cows suffering from mastitis. Additionally thermostable enterotoxins (SE)
produced by some types of this bacterium can cause food poisoning.

The aim of our research was to examine the number of S. aureus in bulk tank milk in two dairy farms and the enterotoxin-producing
ability, genetic relation (pulsotype) and antibiotic resistance of S. aureus strains from different sources (bulk tank milk, udder quarter milk
and environment).

The results show that the mean number of S. aureus of bulk tank milk of two farms significantly differed (P<0.05). Fourteen isolates
were selected for further molecular genetic studies (five isolates were from bulk tank milk and nine isolates were from udder quarter milk). S.
aureus was not recovered from the environmental samples. Three of the fourteen isolates (21.4%) tested by multiplex PCR were positive for
SE genes. Two isolates carried one gene (Seb) and one isolate carried two genes (Seg and sei). The fourteen strains were classified into three
pulsotypes and two subtypes at 86% similarity level. Isolates from bulk tank milk (n=5), were divided into 2 pulsotypes (A, C) and one
subtype (C1). The isolates from udder quarter milk (n=9) belonged to three different pulsotypes (A, B, C) and two subtypes (A1, C1). The
distribution of pulsotypes in the present study revealed genetic relationship between S. aureus isolated from udder quarter milk and bulk tank
milk. This could be explained by the fact that in farms with a high number of infected cows, these cows could represent the main source of
contamination. The results of the antibiotic resistance investigations show, that all strains were susceptible to methicillin, cefoxitin,
lincomycin, tetracycline, erythromycin and sulfamethoxazole/trimethoprim. Thirteen out of fourteen strains were resistant to penicillin (A
and C pulsotypes, Al and C1 subtypes) and just one isolate was susceptible (B pulsotype) to all antibiotics tested.



BEVEZETES

A Staphylococcus aureus, a tejtermeld és feldolgozo tizemek szamara nagy jelentéséggel bir. A szubklinikai
tédgygyulladasok jelentds részét ez a baktérium okozza és a fejés sordn az elegytejbe is bekeriilhet. Egyes tipusai
héstabil enterotoxinokat (SE) termelnek, melynek eredményeként élelmiszermérgezést idézhetnek eld.

A staphylococcusok Gram-pozitiv, gomb alaka baktériumok (kokkuszok). Jol alkalmazkodo, igen elterjedt
baktériumok, amit az is alatimaszt, hogy megtalalhatok az emberek és az allatok borén, a felsé légutakban, a
nemi szervek és a hiigyutak nyalkahartyajan, az emésztdcsatornaban, a levegében, a porban, a szennyvizben, a
természetes vizekben, a talajban, a tejben, a huisban és mas élelmiszerekben. Az emberek és az allatok az
elsddleges hordozok. A staphylococcusok jelen vannak az orriiregben €s a garatban és az egészséges egyéneknél
a hajon és a borfeliileten is (Tuboly, 1998).

A nyers tej szamos human fert6zés forrasa lehet. Szamos olyan ételmérgezéses megbetegedést irtak mar le
amit mikroorganizmusokkal fert6zott nyers tej, pasztorizalt tej vagy tejtermékek idéztek elé (MacDonald et al.,
1985; Bryant et al., 1988; Maguire et al., 1992).

A S. aureus novekedési melléktermékként kiilonféle hdstabil enterotoxinokat is termelhet (Orwin et al.,
2001; Letertre et al., 2003), ami altal ételmérgezést idézhet elé (Balaban and Rasooly, 2000; Dinges et al., 2000).
Az ételmérgezés esetén a tlinetek (hanyinger, hanyas, hasmenés) hamar jelentkeznek (Jablonski és Bohach,
1997).

A S. aureus vilagszerte nagyon gyakran okoz tégygyulladast a tejeld marhaknal (Cardoso et al., 1999;
Akineden et al., 2001; Stephan et al., 2001) és az egyik f6 szennyezdje a nyers tejnek (Asperger, 1994). A
szennyezbdés lehet endogén eredetii, amikor a fert6zott allat t6gyébdl fejés soran keriil a tejbe (Bryan, 1983);
illetve exogén eredetil, amely esetben fert6zott személyek vagy a kornyezet idézi eld (Brisabois et al., 1997). A
tej bakterialis szennyezddésének forrasa lehet a szubklinikai tdgygyulladdsban szenvedd teheneken kiviil a
piszkos t6gy és a nem megfeleld tisztasagh fejéberendezés is (Thomas et al., 1966; Hogan et al., 1989).

Néhany eltérd méretii, valamint kiilonféle tartdas és fejéstechnologiat alkalmazé Hajdu-Bihar megyei
tejtermeld gazdasag elegytejében, a S. aureus szam alakuldsat korabbi munkank soran mar publikaltuk (Peles et
al.,2000).

A vizsgalat célja az volt, hogy meghatarozzuk két tejtermeld gazdasag elegytejében a S. aureus szdm
alakulasat, tovabba a kiilonféle mintakbol (elegytejbdl, tégygyulladasban szenvedd allatok tégynegyedtejébdl és
a kornyezetbdl) izolalt S. aureus torzsek enterotoxin termeld képességét, genetikai rokonsagat (pulzotipus) és
antibiotikum érzékenységét.

ANYAG ES MODSZER
A vizsgalatokba bevont gazdasagok

A vizsgalatokba két (G1, G2) Hajdu-Bihar megyei tejtermelé gazdasidgot vontunk be. A gazdasagok
elegytejének a S. aureus szamat 2005. junius és 2006. augusztus kozott négy alkalommal hataroztuk meg (2005.
nyar, 2005. 6sz, 2005-06. tél, 2006. nyar). A gazdasdgok kérésére, a gazdasagok azonositasara szolgalod adatokat
(név, cim, azonositdé kod) nem publikaltuk. Mind a két gazdasagban kotetlen mélyalmos tartasmodot és fejohazi
fejést alkalmaznak, az éves termelt tejmennyiség pedig egy millio liter felett van.

Bakterioldgiai vizsgalatok

A gazdasagok elegytejébdl, a togygyulladasban szenvedd 4allatok tégynegyedtejébdl, valamint a
fejoberendezés kiilonbozo feliileteirdl is gyujtottiink mintakat. A bakteriologiai vizsgalatokat a Debreceni
Egyetem ATC Mezdgazdasagi Mikrobiologiai Laboratoriumban, az epidemioldgiai vizsgalatokat pedig Bécsben
az Allatorvosi Egyetem Tejhigiéniai, Tejtechnologiai és Elelmiszertudomanyi Intézetében végeztiik.

Az elegytej mintakat a fejés befejezése utan, kb. 10-15 perces keverés utan vettiik steril koriilmények kozott
(steril és zarhato edénybe). Az elegytej S. aureus szamanak a meghatarozasdhoz az MSZ EN ISO 6888 — 1:99
nemzetkdzi szabvanyt hasznaltuk. A szabvanyt kdvetve tojassargaja tellurit emulzioval kiegészitett Baird Parker
agart hasznaltunk, a megerdsitd vizsgalatokat pedig koagulaz probaval végeztik. Az elegytejek S. aureus
szamanak az értékelése az 1/2003. (1. 8.) FVM-ESzCsM egyiittes rendelete alapjan tortént.

A fejéberendezés és a tejgylijto tartaly fejés elotti tisztasaganak a vizsgalata (mosas hatékonysaga) céljabal,
steril mintavételi tamponnal koézvetleniil a fejés megkezdése elott mintakat gyijtottink a tejjel érintkezd
felilletekrél (a fejogumik, a tejgylijté tartalyok és a tartdly kivezetd csovek feliilete) valamint a fejohaz
csempéjérol.

A beteg allatok tégynegyedeibdl szdrmazd tejmintakban, valamint a feliiletekrdl gytijtott tamponmintakban
esetlegesen el6forduld S. aureus meghatarozasahoz Columbia véres agart és Baird Parker agart hasznaltunk. A
meger6sitd vizsgalatokhoz koagulaz probat alkalmaztunk.

Az epidemiologiai vizsgalatok elvégzéséhez elegytejbdl ot, tégynegyedtejbdl kilenc S. aureus izolatumot
valasztottunk ki, melyeket a 2006. évi januari vizsgalatok soran gytjtottiink.

Az adatok statisztikai elemzését GraphPad Prism 3.02 (Motulsky, 1999) programmal végeztiik.



Staphylococcus enterotoxin (SE) gének meghatarozasa

Multiplex PCR vizsgalati modszer segitségével a sea, seb, sec, sed, seg, see, sei, sej Staphylococcus
enterotoxin (SE) gének és a toxikus sokk toxin gén (tst) el6fordulasat vizsgaltuk a S. aureus izolatumokban.
A DNS amplifikacié 30 ciklusban (95°C-on 60 mp-ig, 55°C-on 60 mp-ig és 72°C-on 60 mp-ig) tértént. Az utolsd
ciklus utian egy 72°C-os 10 perces végsé szakasz kovetkezett. Az amplifikacio kivitelezéséhez automata,
programozhaté6 GeneAmp PCR System 9700 késziiléket és Platinum Taq DNS polimerazt (Invitrogen)
hasznéaltunk. A PCR termékeket 1,5%-0s agardz gélen torténd elektroforézist kdvetden, etidium bromiddal
megfestettiik és UV fény alatt fotoztuk.

Pulzalé eréterii gélelektroforézis

Az izolatumok kromoszomalis DNS-ének a makrorestrikcios analizisét Smal restrikcids enzim segitségével

végeztiik. A makrorestrikcios DNS fragmentumok elvalasztasahoz 1%-os SeaKem Gold agaréz gélt és CHEF
DR III késziiléket hasznaltunk. Futtatds utan a gélt etidium bromiddal megfestettiik és UV fény alatt fotoztuk.
Markerként Xbal-el emésztett Salmonella braenderup H9812 torzset alkalmaztunk.
Az izolatumok fragmentumainak az analizise és a dendogram készités Fingerprinting II v.3.0 szoftver
segitségével tortént. Az izolatumokat 100%-0s azonossag szint esetén genetikailag azonosnak (azonos
pulzotipus), 86-99%-0s azonossag esetén kodzeli rokonoknak (altipus), 86% alatt pedig kiillonbdzé pulzotipusnak
tekintettiik. A kiilonbozd pulzotipusokat nagy betiikkel, az altipusokat pedig nagy betiivel és arab szammal
jeloltiik.

Antibiotikum rezisztencia vizsgalat

Az antibiotikum rezisztencia vizsgalatokat Mueller-Hinton agaron korongdiffiizios modszerrel végeztiik.
Az alabbi antibiotikum korongokat hasznaltuk: penicillin (P, 10 unit), methicillin (MET, 5ug), cefoxitin (FOX,
30pg), lincomycin (MY, 15pg), tetracycline (TE, 30pg), erythromycin (E, 15pg) ¢és
sulfamethoxazole/trimethoprim (SXT, 25ug).

EREDMENYEK ES ERTEKELESUK
A S. aureus szam alakulasa az elegytejben

A Gl gazdasag elegytejében a S. aureus szam 4.1 x 10% és 2.1 x 10° Cfu ml" kozott, a G2 gazdasag
elegytejében pedig 1.9 x 107 és 3.4 x 10° Cfu ml" kozott alakult. Az egyes mintavételi idépontokban, a G2
gazdasagban kisebb volt az eredmények szorasa, mint a G1 gazdasag esetén Az atlag S. aureus szam alacsony
volt (<5.0 x 10%) a G2 és kozepes (5.0 x 10%-2.0 x 10°) a G1 gazdasig elegytejében (1. dbra). A két gazdasag
elegytejében az atlag S. aureus szdma szignifikdnsan kiilonbozott (P<0,05) egymastol.

1. bra: A S. aureus szam alakuldsa a gazdasagok elegytejében
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Figure 1: S. aureus counts in bulk tank milk of farms
S. aureus count(1), I:2005 summer(2), I1:2005 autumn(3), I11:2005-06 winter(4), IV:2006 summer(5), mean(6), farms(7)



Az epidemiologiai vizsgalatok elvégzéséhez tizennégy S. aureus izolatumot (elegytejbdl otot,
tégynegyedtejbdl kilencet) valasztottunk ki. A feliiletekrdl gy(ijtott mintdk vizsgalata soran nem fordult el6 S.
aureus altal szennyezett minta.

Enterotoxin gének eléfordulisa

A tizennégy izolatum koéziil harom (21,4%) hordozott SE gént. Két izolatum csak egy gént (seb), egy
izolatum pedig két gént is hordozott (Seg és sei). Egyik térzs sem rendelkezett sea, sec, sed, see, seh, sej vagy tst
génnel. A két gazdasag koziil csak a G2 gazdasagban taldltunk enterotoxin-termeld torzset. A seb gén két
izolatumban, a seg+sei gének pedig egy izolatumban voltak jelen (1. tAblazat).

1. tablazat
Az epidemiologiai vizsgalatok eredményei
Gazdasagok(1) Iz;;?;‘:g;k I:::ﬁz::;;)k Pulzotipusok(4) Rezisztencia(5) Enterotoxin(6)

34 Elegytej(7) A Penicillinre rezisztens(9) -
35 Elegytej A Penicillinre rezisztens -
37 Tégynegyedte;j(8) A Penicillinre rezisztens -
38 Tégynegyedtej A Penicillinre rezisztens -

ol 41 Togynegyedtej Al Penicillinre rezisztens -
43 Tégynegyedtej A Penicillinre rezisztens -
47 Tégynegyedtej Al Penicillinre rezisztens -
48 Togynegyedtej B érzékeny -
21 Elegytej C Penicillinre rezisztens -
22 Elegytej Cl Penicillinre rezisztens seb
23 Elegytej Cl Penicillinre rezisztens seb

o 26 Tégynegyedtej C Penicillinre rezisztens seg+sei
28 Togynegyedtej C Penicillinre rezisztens -
30 Tégynegyedtej A Penicillinre rezisztens -

Table 1: Results of the epidemiology investigations
Farms(1), number of isolates(2), origin of isolates(3), pulsotypes(4), reistance(5), enterotoxine(6), bulk tank milk(7), udder quarter milk(8),
penicillin-reistant(9)

Pulzalé eréterii gélelektroforézis

Az izolatum makrorestrikcios fragmentumainak az elemzése alapjan, a vizsgalt tizennégy izolatum harom
pulzotipusba és két altipusba volt sorolhaté 86%-os azonossagi szint esetén, melyeket dendogramon is
dbrazoltuk (2. abra). Az elegytejekbdl szarmazd izolatumokat (n=5) két pulzotipusba (A, C) és egy altipusba
(C1) lehetett elkiiloniteni. A beteg allatok togynegyedtejébdl szarmazo izolatumok (n=9) harom pulzotipusba (A,
B, C) és két altipusba (A1, C1) tartoztak. Az egyes gazdasagokban maximum két kiilonféle pulzotipus fordult
eld, ami az egyes farmokon beliili kismértékli genetikai kiilonbségre utal (1. tdblazat).

Az eldéforduld pulzotipusok elemzése soran azt tapasztaltuk, hogy genetikai kapcsolat van az elegytejben és a
tdgynegyedtejben talalt S. aureus izolatumok kozott. Ez arra utal, hogy azokban a gazdasagokban, ahol
nagyszamu szubklinikai tégygyulladasban szenvedd allat fordul eld, az elegytej S. aureus baktériummal torténd
szennyezddésének {6 forrdsai a fert6zott togynegyedek. A szennyezddés elkeriilése legfoképpen a togybeteg
allatok tejének az elkiilonitésével érheto el.

Antibiotikum rezisztencia

A vizsgalatokba bevont Osszes torzs érzékeny volt a methicillinre, cefoxitinre, lincomycinre, tetracyclinre,
erythromycinre és sulfamethoxazole/trimethoprimre. A tizennégy torzs koziil tizenharom (A és C pulzotipus, Al
¢és C1 altipus) volt penicillin rezisztens és csak egy volt érzékeny (B pulzotipus) az dsszes antibiotikummal
szemben (1. tablazat).



2. abra: A S. aureus izolatumok kozotti azonossagi szintet bemutaté dendogram
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Figure 2: Dendogram showing the level of similarity between the S. aureus isolates.
L:Isolates(1), F:farms(2)

KOVETKEZTETESEK

A két gazdasag elegytejében az atlag S. aureus szam annak ellenére, hogy mindkét gazdasagban hasonlé volt
az lUzemméret, a tartasmod és a fejéstechnologia is, szignifikansan kiilonbozott (P<0,05) egymastol. Az
epidemioldgiai vizsgalatok elvégzéséhez tizennégy S. aureus izolatumot (elegytejbdl 6tét, tégynegyedtejbol
kilencet) valasztottunk ki. A mosas utan, de még a fejés megkezdése eldtt vett feliileti mintak vizsgalata soran
nem fordult el6 S. au reus altal szennyezett minta, ami a megfeleld tisztitasra vezethetd vissza.

Az enterotoxin termeld képesség meghatarozasa soran azt tapasztaltuk, hogy a tizennégy izolatum koziil
harom (21,4%) hordozott SE gént. Két izolatum csak egy gént (seb), egy izolatum pedig két gént is hordozott
(seg és sei).

A tizennégy izolatum, a genetikai rokonsagi kapcsolat vizsgélata alapjan, harom pulzotipusba és két altipusba
volt sorolhatd 86%-0s azonossagi szint esetén. Az elegytejekbdl szarmazoé izolatumokat (n=5) két pulzotipusba
(A, C) és egy altipusba (C1) lehetett elkiiloniteni. A beteg allatok tdgynegyedtejébdl szarmazo izolatumok (n=9)
harom pulzotipusba (A, B, C) és két altipusba (A1, C1) tartoztak. Az egyes gazdasagokban maximum két
kiilonféle pulzotipus fordult eld, ami az egyes farmokon beliili kismértékii genetikai kiilonbségre utal. Az
el6forduld pulzotipusok elemzése soran azt tapasztaltuk, hogy genetikai kapcsolat van az elegytejben és a
togynegyedtejben talalt S. aureus izolatumok kozott. Ez arra utal, hogy azokban a gazdasdgokban, ahol
nagyszamu szubklinikai tégygyulladasban szenved6 allat fordul eld, az elegytej S. aureus baktériummal térténd
szennyezddésének 6 forrasai a fertdzott togynegyedek.

Az antibiotikum rezisztencia vizsgalat soran azt az eredményt kaptuk, hogy a tizennégy torzs koziil
tizenharom volt penicillinre rezisztens, ami a gazdasidgok nagymértéki antibiotikum hasznélataval
magyarazhato.

KOSZONETNYILVANITAS

A cikkben bemutatott sajat eredmények az Osztrak-Magyar Akcid Alapitvany és a Bécsi Allatorvosi
Koszonettel tartozok a két gazdasag vezetdinek és dolgozoinak a segitékész kdzremukodésiikért, tovabba Petra
Riecknek és Klaus Gutsernek az epidemiolédgiai vizsgalatokban, Ingeborg Heinnak és Kardos Gabornak pedig a
statisztikai elemzésekhez nyujtott szakmai segitségéeért.
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