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1. Bevezetés

Az emberi taplalkozés jelentOs részét teszik ki kiilonbozé tejtermékek, igy a tej is. Az
intenziven tartott, holstein-friz fajtaju tejeld tehenek gyakran szenvednek kiilonb6zé oktana
klinikai, vagy szubklinikai tdgygyulladastol, melyet, ha az indokolt antibiotikum tartalmu
tégyinfuziokkal kezelnek. Ezen antibiotikumok tekintetében jogszabalyban meghatarozott
¢lelmezés egészségiigyi varakozasi 1d6 letelte eldtt nem lehet az allatok tejét sem ipari célra,
sem kozfogyasztasra hasznalni, sem mas allatnak (példaul borjaknak) takarmanyozasi célbol
adni; hanem meg kell annak teljes mennyiségét semmisiteni.

Jelentés témardl 1évén sz6, egyrészt, mert az antibiotikum maradvanyanyagok a
fogyasztokra potencialis veszélyforrast jelentenek, (példaul az E.E.V.I. alatt fogyasztott tej
miatt) masrészt, ebbdl a kockazatbol kifolyolag az élelmezés egészségiigyi varakozasi idon
(E.E.V.L -n) beliil megsemmisitett tej komoly gazdasagi kart okoz a tehenészeteknek.

Egy Budapest kozelében 1évo kdzepes nagysagu tehénteleprdl szarmazo, elézdleg (cefalexin
tartalma) antibiotikummal kezelt tehenek, maradvanyanyag tartalmu tejével végeztiink
kiilonbozd hdkezelési és analitikai vizsgalatokat.

A tehéntejben 1év0 antibiotikum maradvanyanyagok (cefalexin) mikroba gatld hatdsat
vizsgaltuk gyorsmodszerekkel, mint a redox-potencidl mérésen alapulé MicroTester —rel és a

Delvotest SP-NT-vel.



2. Irodalmi attekintés

Az irodalmi attekintést a tejagazatnak a statisztikai attekintésével kezdem, itt kitérnék a
fobb agrargazdasagi mutatokra, a tobbéves tendencidk tiikrében, kiemelve a hazai helyzetet.

Ezek utdn a tégyegészségiigyrdl, tégybetegségekrdl és kezelésiikrdl irok Osszefoglalast.
Ebben a részben foglalkoznék az élelmiszertermeld allatok kezelésre hasznalt antibakteridlis
készitmények ¢élelmezés egészségligyi varakozasi idejével, valamint a megtermelt tejben 1évo
maradvanyanyag szintre (MRL -re) vonatkoz6 EU-s jogszabalyokkal.
frnék tovabba a nyerstej hékezelésérdl is, tovabba, a fejezet targyat képezi, a kisérleteinkben
is szerepld cefalosporinokrol (cefalexinrdl) elérhetd szakirodalmi hattérbol szemelvények
ismertetése.

Kiemelten foglalkoznék még a fiziologids emberi bélfloraval, a per-oralisan alkalmazott
antibiotikumok (cephalexin) okozta betegségekkel ¢és mellékhatasokkal, melynek tiikrében
szemléltethetd, a tejtermékekben (tagabb értelemben véve az ¢€lelmiszerekben) 1évé kémiai
szennyezOk (mint példdul az antibiotikum maradvanyanyagok) ¢élelmiszerbiztonsagi

jelentdsége, kozegészségligyi kockéazata miatt.

2.1. A tejagazat statisztikai attekintése.

Allattartassal hazankban, 2013-ban 2179 gazdasagi szervezet és 310.252 egyéni gazdasag
foglalkozott. Ez a szdm a gazdasagi szervezetek esetében némi novekedést, mig az egyéni
gazdasdgok esetén majd 20%-os csokkenést mutatott régionként gyakorlatilag azonos
mértékben. [1.]

Az orszag egész teriiletét tekintve 2013-ban a gazdasagok szarvasmarha allomanya 751.400
allat, ebbdl 330.800 tehén. A legtobb szarvasmarhat egyértelmiien Hajda Bihar Megyében
tartjak, de kiemelendd még Pest Megye (Budapesten kiviil), ahol a gazdasdgok relativ
alacsony szama mellett a megyék atlagat meghaladd szamu a szarvasmarha allatdllomany.
Elmondhat6 tovabba, hogy szarvasmarhatartdssal foglalkozo gazdasagi szervezetek koziil
azokbol volt 2013-ban a legtobb, aki 500 és 999 kozotti allatallomany nagysaggal birt; mig az
egyéni gazdasagokbol a legtobben 3-5 allatot tartottak. A szamok alapjan az egyéni
gazdasagokra nagysagrendekkel jobban jellemzd a 49 szarvasmarha alatti 4llomény. [1.]
Megemlitendd tovabba, hogy az Osszes szarvasmarhabol 100.265 darabot tragyakezeléses
kotott, 420.962 darabot tragyakezeléses kotetlen, illetve 229.890 darab allatot egyéb mdodon
tartottak. Tehat a dominans az agazatban még mindig a nagylizemi jellegli intenziv, kotetlen

tartasmod. [1.]



Az Eurostat nyilvantartasa szerint 2013-ban az EU-28 tagallamokban 6sszesen tobb mint 87
milli6 szarvasmarhat tartottak, ezen orszadgok koziil kiemelendd Franciaorszag, a majdnem 20
millidés, Németorszag, a tobb mint 12 millids illetve Nagy-Britannia a majdnem 10 millios
allatallomanyaval. A tarsult tag Torokorszadgban is 14,5 milli6 szarvasmarhat tartottak nyilvan
becsiilt adatok alapjan. Magyarorszdgon a fent emlitett tobb mint 330 ezer tehénbdl 244 ezer
tejhasznositast tehén, ez a szdm az EU-28 tagallamok kozott (becsiilt adatok alapjan) tobb
mint 23 millié allat. Itt is megallapithat6, hogy Németorszagban €és Franciaorszagban van a
legtdbb tejhasznositast tehén (tobb mint 4,2 és majdnem 3,7 millié nyilvantartott allat). [2.]

Magyarorszagon a begylijtott tehéntej mennyisége 1.364.230 tonna volt 2013-ban.
Osszehasonlitasképp a tobbi EU-s orszag 2010 és 2013 kozotti idészakaban a begytijtott
tehéntejjel kapcsolatos adatokat alabb az 1. tablazatban foglalom 6ssze [1] [2]

A jelenleg EU-28-hoz tartoz6 orszadgokban, statisztikai adatok alapjan, megfigyelhetd az
1980-as években kezdddd tendencia, mely soran fliggetleniil az orszagok aktualis politikai
berendezkedésétdl, mind a tejhasznositdsi szarvasmarha allatdlloméany (beleértve a
tehénlétszamot), mind a tejeld teheneket tarté gazdasdgok (gazdasagi szervezetek és egyéni
gazdasagok) szama csokken. Pontosabb adatok tejhasznu allatallomanyokat tartd gazdasagok
esetén csak 1989 és 2005 kozott vannak. Ezen iddszakban (a jelenlegi EU28-orszagokon
beliil) a legnagyobb tejeld tehén allomanyokkal biré Németorszag (NDK+NSZK) ¢és
Franciaorszag; tejeld teheneket tartdé gazdasdgainak szdma majd a 40%-ra csokkent (2005-re).
A 2000-es évek elejétdl (2005-2006) a tejeld tehenek szama latvanyosan lassabb mértékben
csokkent, mint korabban. [2.]

Globalisan tekintve a fejlett orszagok (USA, Uj-Zéland, Ausztralia, Németorszag ¢és
Franciaorszag) gazdasagokra vonatkoztatott relativ allomanyat, az 1990-es évektdl folyamatos
novekedést mutat. [3.]

Levonhat6 tehat az a kovetkeztetés, a jelen allapotrol a fenti adatok tiikrében, hogy joval
kevesebb gazdasdgban tartanak némileg kevesebb, nagyjabol azonos mennyiségii allatot.

Vagyis egyes gazdasagok esetén megnétt az egyedlétszam.



2010 2011 2012 2013
tagEéIlijﬁok Bizalmas adat | Bizalmas adat | Bizalmas adat gcjléz%eigéljdat)
Belgium 3.066.630 3.101.050 3.071.720 3.474.330
Bulgaria 564.550 549.130 513.980 510.990
Csehorszag [2.312.230 2.366.100 2.428.770 2.358.420
Dania 4.830.200 4.799.900 4.926.800 5.025.800
Németorszag [29.075.970 29.764.480 29.703.460 30.301.300
Esztorszag  |621.100 642.300 665.090 705.500
rorszag 5.327.010 5.536.450 5.379.300 5.581.140
Gorogorszag [672.900 639.000 637.400 606.600
. 5.838.200 6.089.03 5.948.80
Spanyolorszig |5.877.100 (elozetes adat) (elc’izetesoadat) (elézetesoadat)
Franciaorszag |23.576.310 24.697.750 24.252.760 23.990.610
Horvatorszag [623.880 626.410 602.360 503.850
Olaszorszag |(10.500.000 10.479.650 10.500.000 10.397.470
Ciprus 150.980 152.860 153.500 157.080
Lettorszag [625.240 661.930 718.360 735.660
Litvania 1.278.130 1.317.440 1.359.920 1.339.390
Luxemburg [281.790 281.040 277.530 286.910
Magyarorszag |1.321.860 1.307.920 1.398.240 1.364.230
Malta Bizalmas adat  |Bizalmas adat  [Bizalmas adat  [40.920
Hollandia 11.626.120 11.641.700 11.675.400 12.212.700
Ausztria 2.771.020 2.895.520 2.964.250 2.932.930
Lengyelorszag [9.002.410 9.309.160 9.857.660 9.921.660
Portugalia |1.828.850 1.841.790 1.861.400 1.777.090
Romania 903.750 897.350 887.850 882.380
Szlovénia 519.500 525.590 535.060 516.970
Szlovakia  [799.950 811.500 851.250 826.640
Finnorszag [2.288.560 2.255.310 2.254.040 2.286.800
Svédorszag [2.862.210 2.850.400 2.861.170 2.869.580
Nagy-Britannia |13.581.900 13.804.500 13.590.7000 13.687.400

1. tablazat Az Eurdpai Unios tagallamok begyijtott tejmennyisége tonndban, 2010-2013 [2.]

2.2.Tejel6 tehenek mastitise, annak formai és kezelési lehetOségei

Napjainkban, az intenziv termelési tehenészetekben majdnem mindeniitt a holstein friz

szarvasmarhak valamilyen fajtavaltozatat tartjak.

A tejelo teheneket tarto tehenészetek legfontosabb feladata, -az allatjolléti szabalyok betartasa
mellett-, hogy a lakossdg megndvekedett tejfogyasztasi igényeit kielégitse, j0 mindségli és

¢lelmiszerhigiéniailag biztonsagos

tej termelésével,
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természetesen a gazdasagossagi




szempontok figyelembe vétele mellett. Ezen allomanyokban sok allategészségiigyi probléma
adodik, az egyik legjelentdsebb talan a tejeld tehenek tdgygyulladdsa (mastitis), mert ez
kozvetleniil (a megtermelt tej mennyisége altal) és kdzvetve (szovodmények, és az 1d6 eldtti
selejtezés altal) is kihat a gazdasag koltséggazdalkodasara, bevételeire. [3.], [5.]
Az intenziv tartdsi koriilményekbdl, a ,.csucsra jaratott” maximadlis tejtermelésbdl €s az
esetleges takarmanyozéasi - hibdkbol, - hidnyossdgokbol, anyagcserezavarokbol és egyéb
szisztémas betegségekbdl illetve kdrnyezeti, hajlamosité tényezOokbdl (mint fejési-higiénia, -
technologia és istallohigiénia) vezetheto le a tejeld tehenek tégygyulladasa.
A mastitis Osszetett oktanu és multifaktorialis korkép, egyes allatok (vagy allomanyok) esetén
a mastitisre jellemz0 klinikai képet az aladbbi tényezok alakitjak ki: [5.]
- Az allat kiilsd kornyezete (tartdsi koriilmények (stressz, higiénia), fejési higiénia,
fejogépek megfeleld miikodése, és az istallo, fejohaz klimaviszonyai) és a takarmanyozas
(kiilonleges takarmanyozasi igényliek a tejeld tehenek, fontos tovabba az etetett
takarmanyok mindsége is).
- Az allat genetikailag meghatarozott adottsdgai is hajlamosithatnak, mint a tégy,
todgybimbok ¢és felfiiggeszté késziilékének alakuldsa, a tégy (és az allat) ellenallo
képessége, az allat életkora és laktacidos fazisa. Tarsfertdzések (paralel betegségek)
megléte.
- A korokozd mikroorganizmus milyensége (rendszertanilag hova tartozik, termel e
toxinokat, milyen a virulencidgja ¢és hordoz-e rezisztencia géneket). Korokozok
csoportositasa:
o Allatrol allatra terjedni képes fert6z6 kérokozok:
= Streptococcus agalactiae, (pyogén Streptococcusok)
= Staphylococcus aureus
= Corynebacterium bovis
= Ezeken kiviili nyéari mastitist okozdk (Arcanobacterium pyogenes,
Peptostreptococcus fajok, Bacteroides fajok)
o Kornyezeti korokozok, (melyek a kiilsé kornyezetbdl fertézodnek be a togybe):
= Escerichia coli, és mas coliform baktériumok (Enterobacteriaceae csalad)
= Streptococcus uberis, Str. Bovis,
= Enterococcus faecalis, Lactococcus graviae,
= Egyéb Coryynebacterium-ok,
= Bacillus cereus

= Nocardia fajok



= Prototheca zopfi
o Atmeneti kérokozok, (melyek bizonyos feltételek mellett allatrél-allatra terjedni
képes kornyezeti korokozok, példaul a normal borflora alkotok)

= Streptococcus dysgalactiae

» Coagulaz negativ Staphylococcusok (CNS)

* Pseudomonas aeruginosa

= Micrococcus-ok [5.]
Megkiilonboztethetlink klinikai tiinetekben megnyilvanuld mastitist és szubklinikai format,
mely sordan ugyan lathato tiinetek még nincsenek, de a tejtermelés csokken, a tej mindsége
romlik, szomatikus sejtszdma emelkedett. Az ilyen (egyébként nagyobb szdmban el6fordulo)
szubklinikai mastitiseket csak valamilyen mastitis — marker vizsgalataval lehetséges kimutatni
(példaul a tej pH, tejcukorszint, ion dsszetétel (példaul kloridion koncentracié emelkedése) és
egyes fehérjék, enzimek mennyiségének valtozéasa, vagy a szomatikus sejtszam emelkedése).
Ha a szomatikus sejtszam (SCC) a tejben 200-250 ezer/ml folé emelkedik, az adott
tdgynegyed, amibdl ki lett fejve, tekinthetd betegnek. [5.], [6.]
A gyulladés kiterjedhet egy tOgynegyedre, vagy a teljes tégyre is, egyes tégynegyedekrdl
terjedhet a tobbire. Istalloprobak allnak rendelkezésre az SCC emelkedés (ez altal a
togygyulladas fokanak) szemikvantitativ birdlatdra, mint példaul a California- Mastitis- Test
(Mastitest), vagy a Whiteside-proba. [5.], [6.]
A mastitis korjelzésében fontos a mikrobiologiai vizsgalat a pontos oki diagnozis felallitasa és
a késobbi kezelési terv megvalasztasa miatt (erre nagyiizemi koriilménynek kozott altalaban
nem keriil sor). A felismert klinikai és szublinikai tégygyulladidsos egyedeket el kell
esetlegesen kiiloniteni, ha fert6z6 kérokozordl van sz6, és kiilon kell dket fejni legutoljara,
valamint haladéktalanul meg kell kezdeni az adekvat antibakterialis hatdanyagot is tartalmazo
készitménnyel torténd kezelést (példaul tdgyinfuzid). Tovabba torekedni kell a hajlamosito
kornyezeti és takarmanyozdsi tényezOk kikiiszobolésére és esetleges egyéb betegségek,
anyagforgalmi zavarok orvoslasara.
Ha egy tehén hosszas ideig nem gyogyuld, vagy éppen tobbszor visszatérd (gyakran
exacerbalo, rekurrens) makacs tégygyulladéassal kiizd és kovetkezetesen tejtermelése sem
megfeleld, akkor selejtezésre keriil. [5.]
A telepspecifikus tégyegészségligyi allomanyprogramok nagyon fontos szerepet toltenek be a
togygyulladdsok allomanyszintli kezelésben, a terjedés megakadalyozasaban ¢és a
megeldzésében. [5.]

2.3. Az Elelmezés-Egészségiigyi Varakozasi Id6rdl és a jogi hatterérdl.
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A 128/2009. (X.6.) FVM rendelet az Allatgyogyaszati termékekrdl, a kovetkezSképpen
fogalmaz 4. §-nak, 1., 10. és 11. bekezdésében:

1. Allatgyogyaszati készitmény: az élelmiszerlancrol és hatosagi feliigyeletérél szolo 2008.
évi XLVI. torvény (a tovabbiakban: Eltv.) Mellékletének 3. pontjaban meghatarozott anyag
vagy anyagok keveréke, beleértve a gydgypremixeket is.”

,,10. Elelmezés-egészségiigyi varakozasi idé: azon id6tartam, amelynek a kozegészségiigy
védelme ¢érdekében el kell telnie az allatgyogyaszati készitmény 4llatokon vald
rendeltetésszerti és e rendelet eldirasainak megfeleld utolsé alkalmazésa és a kezelt allatbol
szarmaz6 allati eredeti élelmiszer eldallitdsa kozott annak biztositasa érdekében, hogy az
ilyen élelmiszer ne tartalmazzon maradékanyagokat az éllati eredetii élelmiszerekben talalhato
allatgyogyaszati készitmények maximalis maradékanyag-hatarértékeinek megallapitasara
szolgdlo kozosségi eljaras kialakitasardl szolo, 2009. mdajus 6-1 470/2009/EK tandcsi
rendeletben (a tovabbiakban: 470/2009/EK rendelet) megéllapitott maximalis hatarértéket
meghaladé mennyiségben.” [7.]

,11. Elelmiszer-termelé allat: olyan allat, amelynek husa vagy egyéb terméke az eurdpai
étkezési szokasokat figyelembe véve emberi fogyasztasra keriilhet.”

Elelmiszertermelé allatoknak csak olyan engedélyezett és torzskonyvezett allatgyogyészati
készitmény adhato, melynek az adott allatfajra van ¢élelmezés-egészségiigyi varakozasi ideje.
Ha nem 4ll rendelkezésre az adott faj, valamely bantalmara indikalt, torzskonyvezett
allatgyogyaszati készitmény, akkor ,,az ellato (szolgaltatd) allatorvos — sajat felelosségére — az
allat elfogadhatatlan mértékii szenvedésének elkeriilése érdekében alkalmazhat mas éllatfajra,
vagy ugyanazon allatfajra, de mas bantalom kezelésére engedélyezett allatgyogyaszati
készitményt; vagy ezek hidnyaban, human (-gydgyaszatban) torzskonyvezett készitményt,
illetve FoNo, FoNoVet, magisztralis vagy officindlis készitményt, ha azok hatdéanyagai
szerepelnek a 37/2010/EK rendelet 1. mellékletében”. [7.]

Amennyiben a kezel6 (szolgaltato) allatorvos a fent emlitett okokbol és céllal készitményt
off label (azaz nem a haszndlati utasitdsban leirtak szerint) hasznal, (élelmiszertermeld)
gazdasagi haszondllat gyogykezelésére, az €¢lelmezés egészségiigyi varakozasi idot neki kell
meghatéroznia. Ekkor az E.E.V.I.-nek tej és tojas esetében minimum 7 napnak, baromfi és
emlOs allatok ehetd szovetei esetén minimum 28 napnak és halhus esetén minimum 500
lebomlasi napnak kell lennie. [6.], [7.]

A 37/2010/EK rendeletben, 470/2009/EK rendeletben eldirt osztalyozasi rendszer alapjan

szerepelnek azon hatdéanyagok, melyeknek korabban tortént maximalis maradékanyag
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meghatdrozasa, és melyek esetében nem volt sziikség maximalis maradékanyag-hatarérték
megallapitasra; valamint azon hatéanyagokat is tartalmazza, melyek esetén ideiglenes
maradékanyag-hatarérték kertilt megallapitasra (37/2010/EK rendelet/mellékletek/1. tablazat).
A mellékletek 2. tdblazata, pedig azon hatéanyagokat tartalmazza, melyek esetében nem lehet
maradékanyag-hatarértek megallapitani, mivel barmilyen koncentracioban vald jelenléte
komoly kdzegészségiigyi kockazatot hordoz. Ez a tiltott anyagok listéja.

A szakdolgozat keretében vizsgalt cefalexin példaul az 1. tablazatban szerepel, mint olyan
hatéanyag, melyre korabban maximalis maradékanyag hatarértéket (MRL-t) allapitottak meg.
Szarvasmarhafélékben az MRL értékek cefalexinre:

- Izomszovetben: 200 pg/kg.

- Zsir(szovet)ben: 200 pg/kg.

- M4jban: 200 pg/kg.

- Vesében: 1000 pg/kg.

- Tejben: 100 pg/kg.

A Nemzeti Elelmiszerlanc-biztonsagi Hivatal, Elelmiszer- és Takarmany-biztonsagi
Igazgatosag referencia laboratériumaiban orszagszerte folyamatosan monitoring vizsgalatokat
végeznek tobbek kozott tejben talalhatd MRL-lel rendelkezd, vagy éppen tiltott kémiai
kontaminaci6 kiszlirésére, kockazatbecslések alapjan. [6.], [8.]

Ha megallapitasra keriil barmilyen gatloanyag (maradvanyanyag MRL-nél nagyobb
mennyiségben), tejben, vagy tejtermékben, akkor az adott terméket egyaltalan nem lehet
forgalomba hozni, vagy ha mar forgalomba keriilt, onnan haladéktalanul ki kell vonni,
pontosan dokumentalt koriilmények kozott szallitani és megsemmisiteni hatdsagi allatorvosi
feliigyelet mellett. (Ez kideriilhet a tehenészet (tejgyljtdjének), tejfeldolgozo lizem, és az

¢lelmiszerlanc egyéb teriileteinek, példaul a kereskedelembdl vett mintak ellendrzése soran.)

[6.], [8.]

2.4. A maradvanyanyag tartalmu tej megsemmisitésébol eredd gazdasagi karrdl.

Tejeld tehenek szamara antibiotikumok adasat igényld tégyegészségiigyi (és egyeb) kezelések
utan E.E.V.L-n beliil az adott éllati eredetli termék (példaul tej) elkiilonitésre, majd
megsemmisitésre keriil. Az ebbdl és a togygyulladas kapcsan felmeriilé egyéb gazdasagi
veszteségekrdl szamszerti adatokat és osszefoglalét Dr. Ozsvari Laszlo Doktori értekezésében

olvashatunk.



Altalanossagban elmondhaté, hogy a tégygyulladasok okozta veszteség jelentds részét (80%-
at) az allat csokkent tejtermelésére és az elkiilonitett (késdbb megsemmisitett) tejre vezetik
vissza. (Az Osszveszteség 11%-a adodik a maradvanyanyag tartalmu tej elkiilonitésébdl.)
Tobb modell dolgoztak ki a kar becslésére, az alkalmazott modellekben kiilonféle veszteség-
kategoridkkal szamoltak. [9.]

Ez a gazdasagi kar az egyik szamitasi modszer szerint 1976-ban az Egyesiilt Allamokban
12,88 USD tehenenként, évente. Egy masik szamitasi modell szerint 1968-ban a ,,magasabb”
veszteség 4,04 USD tehenenként évente; mig ugyanezen modellt alkalmaz6 1976-0s becslés
szerint a ,,magasabb” veszteség 7,72 USD tehenenként évente (0sszveszteség 294,46 USD
tehenenként évente).[9.]

Hazai statisztika kevés all rendelkezésre a témaban. [5.], [9.]

2.5.1. A nyerstej tartositasa, hokezelése

A fentebb emlitettek tiikrében érthetd, hogy a nyers, hdkezeletlen és tartositas nélkiili tej
potencidlis kozegészségiigyi kockazatot hordozhat a fogyasztdja szadmara még a
legkdriiltekintébben torténd hiitési szabalyok betartasa melletti tarolas és szallitds esetén is
(mivel maga a tej dsszetételébdl adodoan kivalo taptalajt jelent kiilonféle mikrobak szamara,
amelyek ab ovo (a tehénbdl), fejés kdzben bekeriilve (masodlagos szennyezddés), vagy akar
utolagosan kontaminaljak a tejet). [6.]

A tejbe esetlegesen bekeriild korokozok szarmazhatnak a tehén valamely szisztémads
fertdz¢ésébdl (ahonnan bakteridlis attéttel (szorodéssal) keriilhetnek el a tégy alloméanyéba),
vagy helyi tégygyulladasbol.

A teljesség igénye nélkiil néhany zoonotikus kérokozo, melyek kivalasztédhatnak a tejjel:
Salmonella fajok (komoly hasmenéssel jar6 megbetegedést okozhat), Mycobatérium fajok
(példaul az M.avium komlexbe tartozok, melyek a human paratuberkul6zist okozhatjak, de
tiriilhet a tejbe mas TBC-t okozd korokozd is), Brucella fajok (ugyan a B. melitensis
el6fordulasa itthon nem gyakori, de sulyos megbetegedést okoz), a Coxiella burnetti (Q-laz
okozoja) valamint Leptospirdk. Tégygyulladdsok kérokozoi (lasd fent a 2.2. fejezetben)
értelemszertien liriilnek a tejbe, szakirodalmi adatok szerint ez szubklinikai mastitis esetén par
tizezer/ml él8csirat jelent, de klinikai mastitis esetében akar meghaladhatja a 10*/ml-es
¢locsira szamot is. [6.]

A tejet masodlagosan szennyezd korokozo fajok szintén szarmazhatnak a tehénbdl,

bekeriilhetnek a tejbe a bélsarral, vizelettel és egyéb testnedvekkel (méhbdl {iriild tartalom,
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nyal), tovabba az allat kdrnyezetébdl, igy példaul az istallok porabol, a fejohaz levegdjébdl és
a fejogépek részeirdl. [5.], [6.]

Ilyen korokozok példaul a Campylobacter fajok, (melyek akér gasztroenteralis korképeket,
vagy sz€lsdséges esetekben vetélést is okozhatnak), enterohaemorrhéagias E.coli tozsek és
Listeria monocytogenes, valamint egyéb mikrobak.

Kontaminalédhat még a tej barmilyen fertdz6 eredetti human megbetegedés korokozojaval,
amennyiben az bekeriil a dolgozokbol, példaul az elegytejbe, stlyos személyi-higiéniai
hianyossadgok esetén. Torténhet még kontamindcid kiilonféle virusokkal is (veszettség),

viszont a BSE-prionok nem tudnak bejutni a tejbe. [6.]

Komoly hagyomanyokra tekint vissza, mely manapsag is fokozatosan eldtérbe keriil, a
nyerstej forraldsa, vagyis 100°C f6lé¢ melegitése és par percig (példaul tobbszori felfutasig)
vald hontartasa. Az ipar ezt a hdkezelési eljarast nem tudja jol alkalmazni, mert a tej
beltartalmi- és élvezeti érteke jelentdsen romlik ezen hdkezelés sordn. Az ipari hdkezelések
tobbségénél a legfontosabb szempont az ¢l6 mikrébaszdm minimalasa mellett, a kiilonb6zo,
esetlegesen a tejben 1évé Mycobacterium-ok elpusztitasahoz sziikséges optimalis hdmérséklet
¢és hontartasi id6 kivalasztasa. [6.]
Az tejipar altal alkalmazott hdkezelési technikak: [6.]

- Termizalés (57-68°C, 15 masodperces hontartasi idovel)

- Tartos pasztorozés (62-65°C, 30 perces hontartasi idével)

- Gyorspasztordzes (72-76°C, 15-40 masodperces hontartasi idovel)

- Pillanatpasztérozés, vagy magas hoémérsékleti pasztérozés (80-98°C, 1-180

masodperces hontartasi idével)

- Nagyon magas homérsékleten hokezelés (ESL) (100-134°C, 0,1 mésodperces hontartési

iddvel)

- Ultramagas hdmérsékleten torténd hokezelés (UHT) (136-142°C, 2-6 maésodperces

hontartasi idével)

- Sterilezés (115-121°C, 15-30 perces hontartasi idével). (Manapsdg ezt a moddszert

altalaban eldzetes UHT hokezelés utan végzik, ekkor csak 136-142°C-on, 2-6

masodperces hdntartasi idével.)

[6.]

2.5.2 Forgalomban 1év tehéntejvaltozatok feldolgozasuk alapian (Eurdpai Unidn beliil)

[6.],110.]
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Zsirtartalom alapjan (megkiilonbdztethetiink kezelt és kezeletlen tejeket):
- Hazi-, vagy nyers- tej. Semmilyen technologidval nem dolgoztdk fel, illetve nem
kezeltek, zsirtartalma 3-5% (-tol akar 6-7%-os is) lehet attol fiiggben, hogy az elegytej
milyen fajtaji tehenektdl szarmazott (jellemzden piacokon, mobil arusitohelyeken
forgalmazzak).
- Standard teljes tej. Altalaban homogénezett, valamilyen modon hékezelt, zsirtartalma
3,5(-4)%-is lehet.
- Félig 16l16zott (félzsiros) tej. Homogénezett, hokezelt, a tejzsir hozzavetdlegesen felét
eltavolitjak, igy az 1,5 (-1,8)%-os.
- Folozott, (vagy zsirszegény) tej. Homogénezett, hokezelt. A tejszin nagy részét
eltavolitjak a tejbdl, igy tejzsirtartalma 0,5% alatti.

Vannak tovabba kereskedelmi forgalomban csokkentett laktoztartalmu, vagy laktézmentes

tejek is.

Hokezeltség milyensége alapjan forgalmaznak:
- Nyers (hazi) tejet. (Hokezeletlen, hiitve taroljak forgalmazasig).
- Pasztrozott tejeket (gyorspasztorozott és pillanatpasztérozott tejek) (6°C alatti hiitve
tarolast igényelnek)
- ESL (nagyon magas homérsékleten hokezelt) tejeket. Kiterjesztett eltarthatosagi ideji
tej.
- UHT (Ultramagas homérsékleten hokezelt) tejeket. Csomagolasuk alapjan tartds vagy
féltartos tejek. (20-25°C-on lehetséges tarolasuk).

- Sterilezett (sterilizalt) tejeket.

2.6. A tejfogvasztasi szokasokroél.

[11.]

Huszka Péter 2005-6s, doktori értekezésébdl néhany példaval szemléltetném a hazai és

kiilfoldi tejfogyasztasi szokasokat és a benniik zajlo valtozasokat.

A Szocio-Graf Piac és Kozvélemény Kutatd Intézet (1998-as) felmérése azt mutatja, hogy a
magyar fogyasztok a tejtermékek kozil leggyakrabban folyadéktejet fogyasztanak.
Megallapithatd tovabba, hogy a ndk nagyobb gyakorisaggal fogyasztanak tejterméket, mint a
férfiak.[11.]

Egy 1998-as Ausztral telefonos kozvélemény-kutatassal egybekotott felmérés szerint, a
megkérdezett lakosok 2/3 kostolt mar UHT-tejet. Viszont rendszeresen a felmérésben

résztvevOk csupan 10%-a fogyaszt UHT tejet, ellenben pasztérozottet a 80%-uk, vélt
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tdpanyagtartalmi kiillonbségekre és izbéli hianyossdgokra hivatkozva. Ugyanakkor a
kisebbségben 1évo, csak UHT tejet rendszeresen fogyasztok éppen ellenkezdleg itélik meg az
UHT-s tejek izvilagat. [11.]

1997-es Németorszagbol szarmazo felmérések alapjan kijelenthetd, hogy ott egyre fontosabba
valt az egészségtudatos taplalkozas, (igy a konyhakész, pl. reszelt sajttermék és az €16 florat
tartalmazd, probiotikus tejtermékek fogyasztisa novekedett), a folyadéktej fogyasztisanak
csOkkenése mellett. Tovabba a német fogyasztok lojalisak a hazai termékeikkel szemben és
bizonyos ,,markahiiséget” mutattak nagy szamban. [11.]

2001-es hazai adat a Mai Piac cikkébdl, a hazai folyadéktej fogyasztas gyakorisaga 1988-t6l
1999-re heti 5,2 alkalomrdl 4,1-re (férfiaknal 3,6 alkalomra, a nék 4,6 alkalomra) csokkent. A
férfiak 74%-a és a ndk 84%-a kdrében volt kiilonosen kedvelt a tej. [11.]

Erdekes adat az is, hogy minél magasabb valakinek az iskolai végzettsége, annél ritkabban
fogyaszt tejet, illetve az egészségtudatos fogyasztok sem kedvelik jobban a tejet az atlagnal.
Kidertilt egy 0j-zélandi 2003-as felmérés eredményébdl, miszerint ott a tejet egyaltalan nem

fogyasztok aranya a fiatal nék korében volt a legmagasabb (t6bb mint 15%). [11.]

2.7.1.A cefalosporinok (cefemek) és a cefalexin.

[12.], [13.]

A cefalosporinok, a kémiai szerkezetiikben B-laktam vazat tartalmaz6 antibiotikumok kozé
sorolhatok, a penicillin szarmazékokkal, [-laktamaz inhibitorokkal, penemekkel,
karbopenemekkel ¢és a monobaktamokkal egylittesen. Torténetiiket tekintve igen régi
hatéanyagcsoportrol van szo, az elsé cefalosporint (cefalosporin - C-t) 1945-ben a
Cephalosporium acremonium gombatenyészetbdl izolaltak. Azota kutatasok targyat képzi ez a
hatdanyagcsoport, napjainkra 5 generaciojukat kiilonboztetjiik meg, valamint a szakirodalom
kitér még csak allatorvosi hasznalatra torzskonyvezett hatdanyagokra is (példaul a cefovecin).

Azon cefalosporinok alapmolekuldjatol egy metil csoportban kiilonb6zd molekulédkat,
melyeket eldszor a Streptomyces lactamdurans gombatenyészetbdl vontak ki cefamicineknek
nevezik, elsé képviseldjiik a cefamicin — C, (mint alapmolekula) volt.

A cefalosporinokat és a cefamicineket egylittesen cefemeknek nevezik.

A cefemek alapszerkezete 7-amino-cefalosporansav (mely B-laktdm gylir(ih6z kapcsolt
dihidrotiazin gytribél 4all) és az ehhez kapcsolédd kiillonb6zd funkcidscsoportok,
(oldallancok) hatarozzak meg az adott hatdanyagokat.

Hatasmechanizmusukat tekintve a tobbi p-laktdm antibiotikumhoz hasonléan bakterialis

sejtfal szintézis gatlok. A baktériumok sejtfalanak (peptidoglikan véazénak) szintézisét a
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bakterialis sejt oligopeptidekbdl végzi transzpeptidaz és karboxipeptiddz enzimei
segitségével; ezen enzimeket gatoljdk a cefemek. Leegyszerlsitve, igy a bakteridlis sejtfal
nem tud tokéletesen Gsszeepiilni, nem funkcional megfelelden, a sejt ozmotikusan ateresztéve

valik, vizet veszit, majd elpusztul. Ez altal fejtik ki baktericidhatasukat. [12.], [13.]

A cefalosporinok ellen, (ahogy a tobbi P-laktdm antibiotikum ellen is) kialakulhat
rezisztencia a baktériumok részér6l harom uton keresztiil. A baktériumok lehetnek eleve (ab
ovo) ellenalléak oly mddon, hogy a molekula nem tud atjutni a sejtfalon (Mycobateriumok,
Pseudomonas aeruginosa), vagy ¢éppen nincsen sejtfaluk (Mycoplasmak), vagy a
gazdaszervezetben intracellulalisan ¢l6skddnek (Rickettsidk, Chlamydophildk). Kialakulhat
még rezisztencia a baktérium kromoszomajan, illetve plazmidjan kodolt B-laktaméz enzim
segitségével, ami a bakteridlis sejtbe keriild B-laktdm gytiriit hasitja, igy hatastalannd téve azt.
(A baktériumok szamdra komoly szelekcids nyomast jelent az antibiotikumok alkalmazasa,
igy evolucigjuk részeként mar tobb mint 400 B-laktamaz izoenzimet tudtak izolalni beldliik.)
A kiilonbozd korokozok altal termelt PB-laktamazokra a mas-mas generaciokhoz tartozo
cefalosporinok ¢és cefamicinek eltérd mértékben érzékenyek, példaul az 1. generacios
cefalosporinok, (igy a cefalexin is) ellenallébbak a Staphylococcusok altal (Bush — féle 2A),
mig jobban érzékenyek a Gram negativ baktériumok altal termelt kiilonféle B-laktamézokkal
(pennicilinazokkal) szemben. [12.]

Tovabba az 0sszes cefalosporinra és cefamicinre (a ceftobiprol kivételével) rezisztensek azon
baktériumok, melyek cytoplasmajaban 1évé Penicillin Binding Protein (PBP) -ket iranyitd
gének (baktériumok szdmara) sikeres mutacidja bekdvetkezett. Ezekben a torzsek kis
affinitassal képesek a B-laktam antibiotikumok megkotésére, igy alakul ki a rezisztencia. Ezen
korokozok, mint a Meticillin Rezisztens Staphylococcus Aureus , Meticillin Rezisztens
Staphylococcus  Epidermidis ¢és egyéb korokozdk, komoly kozegészségiigyi €s
allategészségiigyi kockazatot jelentenek. [12.]

A Cefalexin: [13.], [14.]

A szakirodalom a cefalexinrél 1967-ben [14.] tesz eldszor emlitést, mint uj hatdéanyagrol.
Szerkezetileg a legkozelebb a cefaglicinhez all. Az elsé generacids cefalosporinok kozé
tartozik, per oralisan és parenteralisan is alkalmazhat6, mind az allatorvosldsban, mind a
human medicindban hasznaljak.

Farmakokinetikajat tekintve, biologiai hasznosulasa kdzepes vagy jo (per os adva koriilbeliil
75%), jol felszivodik a bélrendszerbdl is (allatoknal az etetés, vagy embernél az étkezés nem

befolyasolja a felszivodasaét, a vérben 15%-ban kotddik plazmafehérjékhez,) hamar érik el a
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maximalis plazmaszintet (kutydban per os adva 1-2 ora alatt); felezési idejiik viszont rovid.
Parenteralisan adva a szovetekben jol megoszlik, viszont a specialis barriereken (mint vér-agy
gat, vér-here, és vér-tej barrier) kis mértékben, nehezen jutnak 4t (még gyulladasos
folyamatok esetén is), igy példaul tégygyulladds esetén tehenekben lokalisan,
intramammalisan (t6gyinfuzid) formdjaban célszerli alkalmazni. Szisztémas alkalmazas
esetén, csak igen kis mértékben metabolizalédik és a vesén keresztiil iiriil 80%-ban

valtozatlan forméban, az adast kovetd koriilbeliil 6 6ra multan (emberben). [12.]

A cefalexin alkalmazasi (indikacios) teriiletei:

Kiemelked6 a hatasa a Gram-pozitiv baktériumok (leginkédbb a coccoidok) és gyengébb,
mérsékeltebb a Gram-negativ baktériumok elleni hatasa. Gram-negativ baktériumok koziil
foképp bizonyos E.coli torzsekre, Salmonella-, Klebbsiella és Proteus- fajokra és a
tapigényesekre hat (mérsékelten), mint egyes Pateurella-, Mannheimia-, €s egyéb fajok. Sziik
hatasspektrumu antibiotikumnak szamit, viszont a toxicitasa szelektiv (1évén - a fent emlitett
hatdsmechanizmusa alapjan - legfoképp a baktérialis enzimekre hat). [12.]

Ily forman é&llatorvoslasban az arra érzékeny baktériumok okozta fertézések esetén
alkalmazzdk; a teljesség igénye nélkiil tarsallat és egzotikus allat praxisban kiilonféle
Streptococcusok €s Staphylococcusok és egyéb korokozok okozta lagyszoveti (Példaul bor-,
tiid6-, hugyuti-) és a tamasztd szoveteteket érintd fertdzések kezelésére, mig gazdasagi
haszonallatok esetén az elézdekkel azonos indikacion kiviil példaul méhgyulladasok, vagy
gyakrabban helyileg szarvasmarhdk tégygyulladdsanak, esetleg talyogok kezelésére
hasznaljak. (Lovaknak és novényevo ragesaloknak fokozott Ovatossaggal adhatd csupan.)
[12.]

Human gyogyaszatban is igen elterjedt az alkalmazasa, 2012-ben az Egyesiilt Allamokban a
100, Ausztralidban, pedig a 15 leggyakrabban felirt hatdanyag (gyodgyszer) egyike volt.
Szerepel a ,,World Health Organization's List of Essential Medicine” list4jan, ami a
kozegészségiigyileg elengedhetetlen fontossagu hatdéanyagokat tartalmazza. [13.], [15.], [16.]

Hasznaljak tobbek kozott otitis media, Streptococcusok okozta (laryngo-) pharyngitis,
pneumonia, bakteridlis eredetii cellulitis és csontokat, iziileteket érintd bakterialis fertézések
esetén is, tovabba akut és recurrens hugyuti fert6zésekben ((Recurrent Urinary Tract
Infection). Ortopédiai, traumatologiai miitétek esetén alkalmaztdk (pre-), peroperativan
prophylactikusan. Valamint az indikacidjaban szerepel még a bakterialis attét miatt kialakulo

Endocarditis és szovodményeinek a megeldzése.
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Penicillin érzékeny betegek esetén is adhatd antibiotikum, de ovatossaggal alkalmazando,
mert a betegek 1 — 10 %-ban kereszt- érzékenységet és allergias reakciot dokumentaltak; (nem
penicillin-érzékeny betegek esetén a cefalexinre adott allergias reakciod a betegek kevesebb,
mint 0,1 %-ban fordult eld).

Generikum  1évén, mind allatorvoslasban, mind human-orvoslasban szamtalan
gyogyszergyarto altal készitett termék €és gyogyszerformanak a hatéanyaga.

[13.]

e N¢hany cefalexin tartalamti, Magyarorszagon forgalomban 1év0 allatgyogyaszati

készitmény: [17.]

- Ceporex inj. A.U.V. (Szarvasmarhara, sertésre, kutyara ¢s macskara torzskdnyvezve)

- Insporin inj. A.U.V. (Szarvasmarhara, sertésre, kutyara €¢s macskara torzskonyvezve)

- Solvasol inj. A.U.V. (Szarvasmarhara ¢és kutyara térzskonyvezve)

- Tsefalen 500/1000mg filmtabletta kutydk részére A.U.V.

- Rilexine 200 mg/g belsdleges paszta A.U.V.

- Rilexine 75/300/600 mg izesitett tabletta A.U.V.

- Rilexine 200 T/500 tdgyinfuzié A.U.V. (Szarvasmarhdara torzskonyvezve)

- Rilexine 15% injekcio A.U.V.(Szarvasmarhara torzskonyvezve)

- Kefavet vet 250mg filmtabletta A.U.V.

- Werfalex injekcid A.U.V. (Szarvasmarhara és kutyara torzskdnyvezve)

2.7.2.A béta laktam antibiotikumok (cefalexin) hoérzékenységérol, hObomlasarol.

A B-laktam antibiotikumok (igy a cefalexin) allatorvoslasban vald széles elterjedtsége miatt,
foleg gazdasagi haszonallatoknal sok maradvanyanyag keriil az ehetd szovetekbe és az allati
termékekbe (mint példaul a tejbe). A fent emlitettek szerint, ezen, maradvanyanyag tartalmu
termékek esetleges fogyasztasa komoly kozegészségiligyi kockézatot jelent; megsemmisitése
gazdasagi kart okoz. Mar a 2001-es Codex Alimentarius Commission-ben felmeriilt az igény
tovabbi vizsgalatokra avval kapcsolatban, hogy az ilyen 4llati eredetli termékek (példaul
nyerstej) feldolgozasa milyen hatassal van a benne 1évé maradvanyanyagokra. [18.]

M. A. Zorraquino és munkatarsai a kovetkezoket talaltdk a tejben 1évé P-laktam
antibiotikumok thermo-inaktivacigjarol. [18.]

Munkéjuk soran 9 B-laktam antibiotikumokkal (penicillin G, ampicillin, amoxicillin,
cloxacillin, cefoperazon, cefquinom, cefuroxim, cefalexin cefalonium) spike-olt

(antibiotikummal preparalt) tejmintakat vetettek ala hékezelésnek (40°C/10perc, 83°C/10perc,
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60°C/30 perc, 120°C/20perc, 140°C/ 10 méasodperc). A tejmintadkhoz hozzéadott antibiotikum
hatalyos EU-s jogszabalyok (2377/90/EGK) MRL-szintje alatt van, egy, ami valamivel {6lotte
¢s egy minta, ami jéval meghaladja, (tobbszordse) az MRL koncentracionak.

A hokezelés sordn bekovetkezett hdbomlasra a Geobacillus stearothermophilus var.
Calidolactis ~ baktériumtenyészet gatlasi zOnainak  valtozdsdn alapuld  bioassay-t
(mikrobioldgiai modszert) alkalmaztak. [18.]

Az eredményeik megmutattdk, hogy a 40°C-on 10 percig torténd kezelés a hatdbanyagokban
semmilyen észlelhetd valtozast nem okozott, gyakorlatilag a tejmintdk homogenizalasara
hasznaltdk. A 83°C-on 10 percig torténd hokezelés viszont 20%-os csokkenést okozott
penicillin G-nél, 27%-os csokkenést cefalexinnél és 35%-0s csokkenést cefuroximnal. A
tejiparban haszndlatos alacsony hdmérsékletii pasztérozés (60°C-on, 30 perc) és a 140°C-on
10 masodpercig tartd ultramagas hémérsékleten (UHT) torténd hdkezelés csupan igen szerény
mértékben befolyasoltak (csOkkentették) az antimikrobialis hatdst. Ezzel szemben a 120°C-on
20 percig zajlo hokezelés (vagyis a sterilizalas) utan a penicillinek atlagban 65%-ban, mig a
cefalosporinok atlagban 90%-ban inaktivalodtak. [18.]

A cikk ir6i szerint azért is fontos, a fogyasztasra szant nyers tej folyamatos ellenérzése MRL
alatti maradvanyanyagokra, mert a tejiparban alkalmazott két leggyakoribb hokezelési eljaras
nem inaktivalja a maradvanyanyagokat. [18.]

M. Roca ¢és munkatarsai 2011-es cikkében a tejben 1évd [-laktdm antibiotikumok
stabilitdsarol hokezelés hatasara az alabbiakat irja. [19.]

Kutatésaik eldtt a témaval foglakozok a tejben 1évé B-laktam antibiotikumok hdstabilitasara
(hébomlésara) indirekt médon mikrobiologiai eredményekbdl kdvetkeztettek.

M. Roca és munkatarsai, kutatasukban t6bb B-laktdm antibiotikumot, koztiik, az amoxicillint,
ampicillint, cloxacillint, penicillinG-t, cefalexint, cefaloniumot, cefoperazont, cefapirint, és
cefuroximot vizsgaltak torzsoldatokbdl tejmintdkba keverve, kiilonbozé hdkezeléssel és
kiilonb6z6 hodntartasi 1d6 mellett; magas nyomasu folyadék kromatografias (HPLC)
technikaval. Minden hat6anyagnal 60-100°C kozott (10°C-ként emelkedd sorban) hokezeltek
kiilonboz6 1ddintervallumokat figyelembe véve (cefalosporinok esetén 0 €s 180 perc kozott,
30 perces 1dokozonként) vizsgaltdk a koncentraciot HPLC-vel. Minden hdkezelési
hémérséklethez felezési 1dot szamitottak ki; majd tobb (farmako-) kinetikai képletet
felhasznalva egy az antibiotikum bomlési hanyadéra, (adott hémérsékleten és hontartasi idon),

becslést, ado képletet allitottak fel. [19.]
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A felezési idokkel kapcsolatban azt sikeriilt megéllapitaniuk, hogy 60°-r61 100°C-ra torténd
hémérsékletemeléssel a P-laktdm antibiotikumok felezési ideje jelentésen csokkent). A
penicillinek koziil legnagyobb mértékben az ampicilliné csokkent (741-r8l 26 percre). Az
egyébkeént (60°-on) kisebb felezési idejli cefalosporinoknal szintén igen komolyan csékkent a
felezési 1d0, cefalexinnél példaul 115 percrol 11 percre valtozott. [19.]

Kiszamitottdk tovabba az antibiotikumok hdébomlasi aranyat (%), 63°C 30 percig (normal
(klasszikus) pasztérozés), 72°C-on 15 masodpercig (HTST), 120°C-on 20 percig (sterilezés)
¢s 140°C-on 4 mésodpercig tartd, az iparban is hasznalt hokezelések esetén. Ezen szamitdsok
alapjan elmondhatd, hogy sterilezés esetén a cefalosporinok 90% fol6tt, mig a penicillinek 65-
88%-ban inaktivalddtak. Klasszikus pasztorozés esetén a penicillinek 7-11%-ban és a
cefalosporinok 6-18%-ban inaktivaldédtak. 72°C-on 15 mésodpercig (HTST) hokezelés esetén
a B-laktdmok hébomlasa nem érte el az 1%-ot. Mig ultramagas hémérsékleten vald hdkezelés
(140°C-on 4 masodpercig tartd) esetén is elenyészd a hobomldsi arany majd minden
antibiotikumnal, leszamitva a maximalis hobomlast (16,8% ¢és 8,6%) mutatd cefoperazont €s
cefuroximot (melyek nagyobba aranyt hobomldsa a molekulan beliili észterkotésekkel
magyarazhat6). [19.]

Kiemelte még a cikk a B-laktdm gyiir(i térszerkezete miatti instabilitdsat, és ,,bomlasi
érzékenységét” tobb fém-ionra, melyek katalizaljak a gylrti hidrolizisét. A B-laktam gytri
felnyilasahoz, toréséhez vezethet tovabba érzé¢kenysége miatt szamos savas, bazikus karakteri

¢és oxidalo agensek illetve oldoszerek, akarcsak a viz maga. [19.]

2.8. Az emberi bélfléra
[20.][21.][22.]

A bélflora nehezen vizsgéalhato (bélsar illetve székletvizsgalatokrol, csak kovetkeztetni lehet
az Osszetételére) €s altalanossagban elmondhat6 réla, hogy allanddan, dinamikusan valtozik.
Eltér egyedenként, és populacionként is. A taplalkozasi szokasok, az életvitel, az egészségi
allapot és még sok egyéb tényezd befolyasolja az dsszetételét. [21.]

A bélflora, azaz a béltarktusban €16 endogén flora Osszessége felfoghatd egy a gazdaszervezet
szamara nélkiilozhetetlen kiilon ,,szervként”, de tekinthetiink rd egy kiilon 6koszisztémaként
is. Kritikusnak tekintett, ismert feladatai koz¢ tartozik a gazdaszervezet béltraktus-epithelének
védelme a mikrosériilésektdl (mucosalis flora), a gazda zsirraktarozasdnak szabalyozasa,
illetve a bélben az angiogenezis serkentése; ezen kiviil tobb immunbiologiai folyamatban és

pathogén mikrobak szamanak és szaporodasanak limitalasaban is részt vesznek alkotoi.

- 18 -



A gyomor, mint a gasztrointesztinalis tarktus elsd tagja gyakorlatilag sterilnek tekinthetd,
nagyon kevés baktérium tud csak megtelepedni itt, részint a motilika (és passzéazs) és foképp a
rendkiviil alacsony pH miatt. Néhany helicobacter faj (pl. H.pylori) meg tud telepedni, a
mucosan ¢s szerepet jatszik a gyomorfekély kialakitasdban. [20.][21.]

A proximalis vékonybélben alacsony a baktériumok szdma kiilonb6zd kutatasok szerint 0 —
10*° CFU/ml. Az aerobok koziil Strepococcusokat, Staphylococcusokt, Lactobacillusokat, és
¢lesztdgombakat, mig az anaerobok koziil Streptococcusokat és Lactobacillusokat taldlunk.
Feltehetéen a lenyelt taplalékbol, szajflorabol eredeztethetok melyek talélték a gyomron
torténd athaladast. [21.]

A jejunum proximalis €s kozépsod szakasza is lehet megkozelitdleg steril, vagy csak igen kis
mennyiségli baktériumot tartalmaz. Ezek szdma az ileum fel¢ haladva (lassan) egyre
novekszik. Talalhatunk itt kis szamban Streptococcusokat, Bakteroides fajokat ¢&s
coliformokat (féleg E.coli-t), 0-10° CFU/ml nagysagrendben. A luminalis és a mucosalis flora
nem mutatott osszetételében komolyabb eltérést. [21.]

Az illeum (féleg a distalis) flordja részben hasonlatos a vastagbél flordhoz, gyakorlatilag egy
atmenetet képez a baktériumduas vastagbél és a kis csiraszdmu (vagy éppen steril) vékonybél
kozott. A kozépsé ileumban 10°-10° CFU/ml coliformmal, hasonlé mennyiségli Bakteroides
fajokkal és relative kis szamu anaerobokkal, 10°-10" (atlagban 10**) CFU/ml szamu
Clostridiummal és Bifidobacteriummal.

A vastagbélnek a chymust tartd funkcidja van, itt lassabb a perisztaltika, igy az itt jelenlévo
floraalkotok nagyobb mennyiségben tudnak elszaporodni. A vastagbélen beliil is valtozik a
bélflora alkotd baktériumok mennyisége, de az Osszetétele megkdzelitbleg azonos. A
bizonyos feltételek mellett gyiijtott széklet mikrobiologiai Osszetétele reprezentalja a colon
flordjanak Osszetettségét és fajgazdagsagat. Tobb mint 400 baktériumfajt lehetett izolalni és
minimum 10°° - 10" CFU/g-0s mennyiségben. [21.]

A teljesség igénye nélkiil a fléraalkotd nagyobb baktériumcsoportok:

Anaerob coccusok, Actynomyces-ek, Bacteroides-ek, Bifidobacterium-ok, Clostridiumok,
Eubacterium-ok, Fusobacterium-ok, Gram-negativ fakultativ anaerobok, Lactobacillus-ok,

Streptococcus-ok, €s egyéb fakultativ anaerobok. [21.]

2.9. Antibiotikumok bélflérara gyvakorolt hatasa és a cefalexin mellékhatasai
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A bélflora, mint 6koszisztéma rendkiviil sériilékeny, dsszetételét sok kiilsd és belsd tényezd
befolyasolhatja. F6 funkcioit konnyen elveszitheti 0sszetételének felboruldsa (dysbiozis) altal.
Ez torténhet egy virusos, parazitas vagy bakteridlis bélbetegség szovodményeképp, vagy egy,
a kiilvilagbdl bevitt szaporodasukat befolydsolo agens (példaul antibiotikum) altal.

A per oralisan szedett antibiotikumok komoly szelekciot visznek végbe a béltraktusban a
fogékony bélflora alkotdk korében, azok nagy szdmanak pusztuldsat okozzak, felboritva ezzel
a bélflora egyensulyat. Igy alakul ki az Antibiotikumokhoz k6t6dd hasmenés (Anticiotic-
Associated Diarrhea (AAD)) kérképe. [23.] Ennek soran a megvaltozott mikroba Gsszetétel
miatt elsddlegesen egy (normal esetben dnmagat-limitald) ozmotikus hasmenés alakul ki. A
modosult baktérium Gsszetétel mas metabolikus utat valaszt a szénhidratok lebontasara, igy
csokken a rovid lancua zsirsavak felszivodésa, és ez magyardzza a hasmenést.

Ezen AAD korképnek egy szélsdséges formdja, amikor nem csak ozmotikus hasmenés alakul
ki, hanem az antibakterialis kezelés utan valamilyen pathogén baktérium szaporodik fel nagy

mennyiségben, a vastagbélben. Ilyen betegség a Clostridium difficile okozta colitis. [23.-25.]

A Clostridium difficile okozta colitis tobbféle klinikai képet tud kialakitani, az egyszerti
Oonmagat limitald gyorsan muld hasmenéstdl, a pseudomembranézus (alhartyas) colitis-en at a
toxicus (septicus) megacolon-ig. Legsulyosabb klinikai formak halallal is végzodhetnek.
Leirtak ilyen megbetegedést, rovid tava kombinalt cefalexin-es és cefuroxim-os kezelés
esetén is annak szovodményeképp. Hasonlo klinikai képet és megbetegedést (colitis
pseudomembranacea) tapasztaltak ortopéd sebészeti beavatkozasra érkezett betegeknél, akik
prophylacticusan (perioperative) cefalexint kaptak. [23.-25.]
A cefalexinnek egyébként ezek mellett egyéb mellékhatésai is lehetségesek.
- Egyes vesebetegséggel is kiizdd paciensekben leirtdk, hogy a vesében tubularis
nekrozist okozott.
- El6fordulhat allergias reakci6 is alkalmazésa esetén, ezek stlyossaguk szerint lehetnek
egyszerli borkilitések, angio-oedemdk, vagy akar életet veszélyeztetd szisztémas
anaphylaxias allapot. Egyes forrasok szerint a minimalis antibiotikum maradvanyanyag
tartalom fogyasztisa esetén az, (arra érzékenyeket) preszenzitizalhatja késobbi,

komolyabb antibiotikum allergidra (egyes -laktdm antibiotikumok esetén).
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3. Anvag és modszer

Szakdolgozatomban az alabbiakban leirt kisérletek részben egy nagyobb kutatomunka részei
(témavezetom, Dr. Laszld6 Noémi doktori munkajanak részkutatatasai), részben sajat
kisérleteken alapulnak. Ezért kiilon vélasztom és igy targyalom e kettd fejezetet, annak
ellenére, hogy atfedések vannak benniikk mind az anyagok és modszerek, illetve az

eredmények tekintetében.

3.1. A kivéalasztott telep jellemzdi és a telepi munka

Vizsgélatainkat egy Budapest kozelében, Bugyi hataraban (Bugyi-Juhdszfoldon) 1évo
tehéntelepen végeztilk. A telepen megkozelitéleg 500 holstein-friz tehenet és utddaikat
tartjdk. A mintavételezés elott koriilbeliil 2 honappal adtak at a tehéntelep 2 1j istallojat és
fejohazat. A régi fej6hdz halszalkas elrendezésii volt, az 1), pedig karusszel-es rendszerti, 30
féréhelyes. Korabban a tehéndllomdnyban rendszeres monitoring vizsgalatok alapjan a
mastitis prevalenciaja a termelésben 1év6 tehenek kozott atlagban 5%-os volt, mikrobioldgiai
vizsgalatok alapjan a beteg allatokbol kornyezeti koérokozokat mutattak ki. Az 0j és
egyértelmiien korszerlibb rendszer kiépitése wutdn szintén vizsgaltdk a tehenek
togyegészségiigyi allapotat és arra a megallapitasra jutottak, hogy a szintén kornyezeti
koérokozok okozta szubklinikai mastitis eléforduldsa 10% koriilire emelkedett az
alloményban. Ez magyarazhat6 azzal, hogy az uj fejorendszeren még finombeallitdsokat
végeztek a kisérleteink ideje alatt, mind a karusszel forgasi sebességét, a higiéniai elemeket
(automata vizsugaras tisztit), mind a fejogépeket tekintve. Tovabba, még sem az allatok, sem
az ott dolgozd, fejést végzd alkalmazottak nem szoktak hozzd az 10j koriilményekhez
tokéletesen.

A tehenek fejési sorrendje ezen a telepen is a tejtermelés mennyisége szerinti csoportonként

torténik.

A telepi munka:

1. Az éllatok kivalasztasa:
A fejési csoportok koziil a kdzepes-nagy tejtermelést allatok koziil kivalasztottunk dsszesen 9
(lehetdleg tégybeteg) allatot. A tehenek kivalasztasa a mastitest proba elvégzésével tortént. A
California Mastitis Test (Mastitest) a tej sejttartalmanak szemikvantitativ biralatara (ebbdl

kifolyolag a szubklinikai és klinikai mastitis meglétének felderitésére) alkalmas istalloproba.
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A teszt reagensében 1évé NaOH a tejbe keriilt magvas sejtekbdl azok DNS-ét felszabaditva,
abbol kocsonyés anyag képzddését indukalja.
A tesztet gy végeztik, hogy egy (nyeles) mastitest talca kiilon-kiilon csészéibe (a
tégynegyedeknek megfeleléen) hozzavetdlegesen 2-3 ml tejet fejtiink €és ehhez azonos
mennyiségli reagenst adtunk, majd lassu korkords (razd) mozdulatokkal 6sszekevertiik. A
tdlca mozgatasa alapjan lehet a mintdkat elbirdlni, azok elszinezddése, nyalkds csomok,
pelyhek jelenléte, vagy a teljes csésze-tartalom megkocsonyasodasa alapjan.
Az altalunk a kisérletre kivalasztott allatok koziil, majd mindnek egy vagy tobb
tégynegyedére kiterjedd, legalabb egy keresztes (+) lett a Mastitest probaja.
A kivalasztott tehenek fililszamai a kdvetkezdk voltak:

1. csoport: 8724, 8877, 9172,

2. csoport: 8584, 7873, 5893,

3. csoport: 8707, 8535, 8487.

2. A kivalasztott allatok megjeldlése:
A 9 tehénbdl 3 csoportot alkottunk (érkezésiik alapjan lettek folytatdlagosan hdrmas
csoportokba rendezve, igy kivalasztasuk véletlenszertinek tekinthetd). A csoportok kiilonb6zo
tartos labjelolést kaptak mindkét hatso labukra, igy az 1. csoport piros-piros, a 2. csoport kek-

kék, a 3. csoport zold-sarga szinkodu lett. (Jelolésiik a késébbiekben a mintdkon: PP, KK, ZS)

3. Az allatok antibiotikumos kezelése:
Az éllatok intramammalis kezelése cefalexin tartalmt Rilexine 200 T tégyinfuzido A.U.V.-vel

annak hasznalati utasitasa szerint a kovetkezd két napon, a reggeli és esti fejéskor megtortént.

A kisérletben szerepld Rilexine 200 T tégyinfizi6 A.U.V., haszndlati utasitasnak kivonata:
[27.]

- Egy injektor (10 ml) tartalmaz: Cefalexin-monohidrat: 210,4 mg (megfelel 200mg

cefalexinnek)

- Gyogyszerforma: TOgyinfuzid

- C¢lallat fajok: Szarvasmarha (tejeld tehén)

- Terapias javallatok célallat fajonként: Tejelé tehenek cefalexinre érzékeny alabbi

baktériumok altal okozott tégygyulladasa kezelésére:

- Staphylococcus spp. (B-laktaméz termeld torzseket is beleértve)

- Streptococcus agalactiae, Str. Dysgalactiae, Str. Uberis
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- E.coli
- A vemhesség és laktacio ideje alatt is alkalmazhato.
- Elelmezés-egészségiigyi varakozasi id6: Szarvasmarha (ehetd szovetek): 4 nap; Tehéntej:

2 nap (4 fejés)

4. Mintavétel:
Az allatgyogyaszati termék utolso applikalasa utan az egymast kovetd harom (1, 3. és 4.) fejés
soran minden altalunk képzett csoporttdél 50-50 liternyi tejet gylijtottiink be (ardnyosan, egy
csoporton beliili 3 allat elegyitett tejébol). A mennyiséget a késObbi hokezeléshez hasznalt
pasztér minimalis kapacitdsa hatdrozta meg. Az egyes allatok fejése a fejohazban, géppel
tortént, sajtaros technikaval, igy elkiilonitve a kezeletlen allatok tejétél a maradékanyag

tartalmu tejet.

5. Mintak kezelése és szallitasa:

A nagy mennyiségii tejminta szallitasa és késObbi tarolasa elézdleg fertdtlenitett (belsejit), 10
literes, megfeleléen jeldlt miianyag kanndkban tortént. Minden mintavétel el6tt a 10 literes
milanyag edényeket alaposan tobbszor forrd vizzel, detergens mosogatoszerrel kimostuk,
majd tomény NaOH-oldattal fertétlenitettiik, amit utdna (tiszta) csapvizzel tobbszordsen
kioblitettiink beldliik.

A kannak jelolésére az adott csoportnak megfeleld szinli miianyag szalagokat hasznaltunk. A
tejet tartalmazo jelolt kanndkat (3 x 50 1) 1 o6ran beliil az Elelmiszer-higiéniai Tanszék,
Oktato-kutato (élelmiszertechnoldgiai) Laboratoriumaba szallitottuk. A hokezelés elvégzéséig

a begytijtott mintakat 2-4°C kozott taroltuk.

3.2. A mintik hokezelése:

A mintak hokezelése az Elelmiszer-higiéniai Tanszék, Oktato-kutato (élelmiszertechnolégiai)
laboratoriumaban 1évd egyedi tervezésli atfolyd tejpasztér gépen tortént, melyet 2013-ban
gyartott az Agrometal-Food-Tech Kft.

A berendezés tipusjele: PG 015,

A berendezés rendeltetése a kézikdnyv szerint: ,,A ,,PE” tipust atfolyd rendszerli lemezes
pasztéroz6 berendezés alkalmas kiilonb6z6 élelmiszeripari folyadékok, elsOsorban tej
pasztorozésére. A berendezés kialakitasa olyan, hogy atfolyd rendszere 1évén folyamatos
pasztorozést tesz lehetdvé. Autonom kialakitdsa folytdn konnyen telepithetd. A pasztor

lemezek pontos, €¢s megfelel6 méretezése miatt nagy hatasfoku hé visszanyerés torténik, igy a
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berendezés lizemeltetési koltsége lényegesen olcsobb a  gyakorlatban elterjedt
berendezésekhez képest. A berendezés fél-automata lizemmodu, kezeldi feliigyeletet igényel.”
A berendezés minimalis kapacitasa 40 liter tej, emiatt a vizsgalatainkhoz allatcsoportonként

50 liter tejet gytijtottiink be.

A mintak hékezelése

A mintak hokezelésére kétféle homérséklet-ido kombinacidt alkalmaztunk, melyek az iparban
leggyakrabban hasznalt hdkezelési eljarasokat reprezentaljadk. A pasztérozést elvégeztiik
minden csoport tejmintaival:
- El6szor 95°C-on 5 perces hontartéassal.
- Majd 75°C-on 30 masodperces hontartassal.

A mintdk mechanikai szennyezettsége miatt, egy siirli acélszlirén keresztiil ontottiik bele a
kanndkbdl a tejet az eldtét tartalyba.
Mindharom csoport tejének pasztorozése kozott minden egyes alkalommal a rendszert
atmostuk egy forrd vizes oblitéssel.
Modellezni kivantuk az ipari hdkezelési eljardsokon kiviil a hdztartdsokban alkalmazott
klasszikus hokezelést, a forralast is. Ennek soran egy indukcids fézdlapra helyezett labosban
melegitettiink 0,5 1 tejet a hdmérséklet folyamatos kontrolldldsa mellett. A minta allando
keverésével biztositottuk, hogy a gyors forralds miatti felhabzas ne okozza a tejfehérjék
denaturalodasat €és az edény peremére valo kicsapodasat. A 100°C-os homérséklet elérésétol
szamitott 2 perc elteltével levettiik tlizhelyr6l az edényt és még tovabbi 2-3 percig kevertiik a
tejet, majd koriilbeliil 10-15 perc alatt szobahdmérsékleten kihiitottiik.
Az ily médon hdkezelt tejeket €s a hokezeletlen kontroll mintakat 50 ml-es csavaros kupaku,
kis miianyag taroloflaskakba toltottiikk €s az adott tételre (csoportra és hokezelésre) jellemzo
jeloléssel lattuk el a tovabbi nyomon kovethetdség megkonnyitése végett.
Az elkésziilt mintak jelolése 4 tagn koddal (balrdl jobbra) tortént:

- 1. tag: Antibiotikum kod (III.=Rilexine 200 T t6gyinfuizi6 (cefalexin))

- 2. tag: Csoportszin kod (KK= Kék/Kék; vagy PP= Piros/Piros; vagy ZS= Z61d/Sarga)

- 3. tag: Hokezelési forma (K= hdkezeletlen kontroll; vagy 95= 95°C-on hdkezelt, vagy 75=

75°C-on hoékezelt; vagy F= Forralassal hdkezelt)

- 4. tag: A fejés sorszdma. (1= elsé fejés (elsd mintavétel); vagy 2= harmadik fejés

(mésodik mintavétel); vagy 3= negyedik fejés (harmadik mintavétel))
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(Pédéul: III. / PP / 95 / 2; jelentése”: ,,A Rilexine 200 T tégyinfuzioval kezelt, Piros, Piros
labjelolésti csoport masodik mintavételi idépontban gyiijtétt és 95°C-on 5 percig hokezelt
minta.”)

Fenti kiilonféle eshetdségek kombinaciojabol allt 6ssze a 36 lehetséges minta, amely minden
elemébdl kétszer 50 ml-t mértiink ki és igy kiildtiik tovabb a 72 darab mintat -18°C-ra

fagyasztas utan a toxikologiai laboratériumba a maradvanyanyagok szdmszerli mérésére.

3.3.A hoékezelt és kontroll mintak analitikai feldolgozasa:

A fagyasztott mintdkbol torténd maradvanyanyag (cefalexin) kimutatisra az Elelmiszer-
higiéniai Tanszék, Toxikologiai laboratériumaban keriilt sor, magas nyomasu folyadék

kromatrograthoz kapcsolt tomeg spektrométer (HPLC-MS/MS) késziilékkel.

Mivel nagyon komoly szaktudast igényel €s igen koltséges az lizemeltetése a magas-nyomasu
folyadék-kromatografiaval kapcsolt tandem-tomegspekrtometrids analitikai gépnek (HPLC-
MS/MS), ezért a vizsgalatokban csak megfigyeldként vettem részt.

Maga a miszer egy magas nyomasu folyadék kromatograf ¢és egy Osszetett
tomegspektrométer kombinalasabol all. A tomegspektrométerbe vald mintabevitelt maga a
folyadékkromatograf végzi, igy a tomegspektrométert a kromatograf (HPLC) a detektoranak
tekinthetjik.

A folyadék kromatografban egy valamilyen olddszerben (példaul acetonitrilben) oldott
anyagkeveréket valasztunk szét az idOben azéltal, hogy az egész oldatot a rendszer atpréseli
egy adott (vizsgalatonként valtozdé szemcseméretli és Osszetételli, altalaban ,,vizsgalat-
specifikus”) oszlopon (kolumnan). Mivel a kiilonb6z6 szerkezeti (és molekula tomegii)
anyagok az adott kolumnan valtozo6 1d6 alatt érnek at, igy elkiilonithetd a detektalas soran az a
gorbe, ami adott anyagra jellemzd. Ezek utan az olddszert a gép elparologtatja és a detektalt
molekula a tandem tomegspektrométerbe keriil (ion formaban). Ez esetiinkben egy tripla
kvadrupdlos tomegspektrométer (mely 3 egymas utan kapcsolt kavdrupdl analizatorbdl all).
Az elsO analizator kivalasztja az érkezd (adott) molekulat, a masodik analizatorban, az
itkdzési celldban inert gz bevezetése hatisara megtorténik az eldbb kivélasztott ion
fragmentacidja. A megndvekedett mozgasi energidju ionok belépnek a harmadik analizatorba
¢s ott a kordbban keletkezett fragmens ionokat, tomegiik ¢és toltés toltésiik szerint
szétvalogatddnak. Ahhoz, hogy az MS-en (tOmegspekrtométeren) mért intenzitdsokbdl,

koncentraciot kapjanak eredményképp, szlikség van a (lentebb leirt) kalibraciora.
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A HPLC-MS/MS, mint nagymiszeres analitikai technika, nagyfoku szelektivitasaval,
univerzalitasaval, esetlegesen a molekulaszerkezeti informacidok szolgaltatdsaval és kis
mintaigényével egyre népszeriibb (gyakorlatilag az elsé szamu analitikai) modszerré valik.

A cefalexin-es méréseket egy kivonasi-, tisztitasi- fazis elézte meg, mely soran eltavolitottak,
(a mérés szempontjabol) az Gsszes zavard adgenst a tejbol.

Nem evaprécios kinyerési technikaval dolgoztak, hanem Ecetsavas elokészitéssel cefalexin
esetén, mely fobb 1épései a teljesség igénye nélkiil a kdvetkezdek. 1ml tej a kiindulds, melyet
kicsapnak ecetsavval, Vortex-es keverés, centrifugalas utan a feliilisz6 elvétele, majd NaOH-
os kezelés, tjabb keverés jon és centrifugalas utan atsziirés 0.22 pm-es résnagysagu sziron.
Az elézetesen preparalt standardokkal torténd kalibracio (végkoncentraciodik: 2, 5, 10, 50,
100, 500, 1000, 5000 ppb (ng/l)) utdin végezték el a tényleges mintdkkal kapcsolatos

méréseket.

3.4. Bélflorarol, és a tovabbi kisérletekhez kivalasztott modell-mikroébak

Ahogyan azt a szakirodalmi attekintésen irtak alapjan lathatjuk, a humén bélflorat alkotod
Osszességében tobb mint 400 faj egységes egészként, gyakorlatilag egyfajta
Okoszisztémaként, vagy mas szemszogbol nézve egy kiilon ,,szervként” is tekinthetd. Pont ez
a fajta komplexitasa és komoly valtozatossaga (populaciok kozott, populacidkon beliil, sot
még egyedi szinten) teszi nehezen tanulmanyozhatéva, a sok valtoz6 tényezd miatt.

Ebbdl kifolyolag gyakorlatilag nincs olyan alkotdja, amely a teljes bélforat magat vagy egy
nagyobb teriiletét biztosan minden egyedben reprezentalna.

A V.A. Wadsworth Medical Centerben végzett fekalis flora kutatasok a kdvetkezoket talaltak
a korhazban 1év0 nagyszamu beteg vizsgalata soran: a Bifidobacterium adolescentis
(csoportba tartozd) baktériumok az Ossz-beteglétszam székletének 54,6%-ban, (mig
Bifidobacterium-ok 79%-ban, 1010,2 CFU/g atlagos csiraszamaban) voltak jelen.

Az Escherichia coli, pedig a leggyakoribb izolalt bélflora alkotd az elébb emlitett korhazi
populacidban. A korhazi betegek 92,9%-nak bélsaraban megtalaltak, atlagosan 108,6 CFU/g-
os mennyiségben. (Erdekes, hogy a vizsgalt korhazban tartézkodo paciensek koziil, a teljesen
vegetaridnus étrendet folytatok korében 92%-ban, a csak kevés hust fogyasztok korében 86%-
ban, a ,,Japan diétat” folytatok korében 100%-ban, a vastagbél polipdzus elvaltozasaban
szenvedok 96%-ban, a vastagbélradkosok 83%-ban és a normal nyugati étkezésii nem
gasztrointesztinalis probléméaval korhazban 1évé emberek 94%-ban izolalhaté volt az E.coli a

bélsarbol; vagyis nincs komoly eltérés az eléfordulasaban semelyik vizsgalt poulacidban.)
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Ezen adatok és a szakirodalmi ismertetoben leirtak szerint a kisérleteinkhez a Bifidobacterium

adolescentist és az E.coli-t valasztottuk.

3.5.1. Bifidobacterium adolescentis

NCAIM (National Collection of Agricutural and Industrial Microrganism) torzsgytijteményi
szam: B.01822 (Mas gyiijteményi szam: DSM 20083; ATCC 15703)

A B. adolescentis a Bifidobacteriaceae csaladba tartozd, az ember és allatok normal
bélflorajaban is €16 kommenzalista baktérium. Gram-pozitiv festédésti, gyakran ,,y” (bifid)
alakban feltiind, anaerob ¢l6lény (a nemzetésg néhany tagja egyébként részben oxigén
tolerans, szuperoxid diszmutaz €s kataldz aktividsa miatt), egy sejtmembranja van, €s sejtfala
els6dlegesen mureinbdl épiil fel. A sejtfalon 1évd leipoteicho-savak segitségével tudnak a
gazda emeber (vagy allat) bélfalahoz rogziilni. Egyszerli cukrokat és bonyolultabb
szénhidratokat ¢és egyéb szerves vegyiileteket is tudnak hasznositani melyek a
gazdaszervezetben nem emésztddnek meg, mint a keményitd, a celluloz, hemicelluléz, xilan,
pectinek és gumi félék. Laktéz bontd, tejben tud szaporodni, és fructdz-6-foszfoketolaz
aktivitasa is van lehetdvétéve a baktérium szadméra szdmos szénhidrat metabolizmusat.
Energia forrasként rovid szénlancu zsirsavakat is eldallit, mint propionsavat, vajsavat,
ecetsavat. Nitrogén forrasként képes Ammonium szulfatot felhasznalni.

Szamos vitamint szintetizal, szerepet jatszik a bél sajat immunrendszerének stimulalasaban.
Konjugalt epesavakat, szabad epesavakkd alakit at, részben ezzel részt vesz egyes a
kiilvilagbol  érkezé (gyomorsavat) tulélé pathogén mikroorganizmusok, (mint a
Staphylococcus aureus, a Shigella dysenteriae, a Salmonella Typhi, egyes Proteus fajok, és

Candida albicans) tulszaporodasanak szabalyozasaban.

3.5.2. Escherichia coli

NCAIM torzsgytjteményi szam: B.01748 (Mas gyiijteményi szam DSM 682, ATCC 10536,
NCTC 10418; PCI 540; WHO 5)

Az Escherichia coli, az egyik legismertebb és legtobbet tanulméanyozott baktérium, a
meghatarozott DNS szekvenciajat mar 1997-ben publikaltak.

Rendszertanilag az Enterobacteriaceae csaladba tartozik, fakultativ anaerob, Gram-negativ

festddésti, ostorral esetlegesen rendelkezd palca alaka baktérium. [6.]
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Ha a faj szamos torzsének genetikai allomanyat tekintjiik, azt lathatjuk, hogy az 6sszes torzs
egymassal koriilbeliil 20%-ban egyezik meg. Mivel horizontdlis (példaul konjugacio,
transzdukcio) €s vertikalis génatadasra is képes, genetikai dllomanya igen valtozékony.

Az emberben ¢€s a legtobb homoioterm allat emésztétraktusaban megtalalhatok bizonyos
torzsei, kisebb szamban a proximalis és kozépsd ileumban, illetve komolyabb mennyiségben
a teljes colon-ban. A mucosalis flordban nagyobb ardnyban taldlhaté meg, 1évén kitapad a
bélfal nyalkahartyajahoz. Az ujsziilottek bélcsatorndjanak a kolonizacidjat, mar az sziiletés
utani 40. 6rara megkezdi.

Anyagcseréjét tekintve, ha anaerob koriilmények kozott van (példaul a béltraktusban), kevert-
savas erjedést folytat, laktatot, szukcindtot, acetatot, alkoholt és szén-dioxidot allitvan eld.

[27.-28.]

3.6. Mikroba-szaporodas mérése MicroTester késziilékkel.

Bélflora alkotok szaporodasanak gatlasa, vagy kipusztuldsa (példaul peroralis antibakterialis
kezelés esetén), vagy csak a valtozas is a bélfora Osszetételében (dysbacteriosis) komoly
betegségekhez (szélsdséges esetekben, szovodmények esetén akar életet veszélyeztetd
allapotokhoz) vezethet.

Az alabbi kisérletiinkben azt vizsgaltuk, hogy a bélflora ezen két nagyobb gyakorisaggal
cefalexin- tartalmu kozegben. Ehhez a HPLC- MS/MS vizsgalatok aldbb ismertetett
eredményeinek atlagos értékeibdl adddod standard higitasi sorokat alkalmaztunk (akarcsak a
szintén alabb ismertetett Delvotest-nél). A kisérleteket redoxpotencial-mérésen alapuld

gyorsmodszerrel (MicroTester-rel) végeztiik.

Ezen mérési modszer alapelveinek ismertetése [30.]
- Baktériumok, szaporoddsuk soran, (energiatermeld biologiai oxidacios reakcidok
eredményeképp) kornyezetiik (példaul kiilonféle folyékony taptalajok) redox-potencialjat
egy meghatarozott mikrobaszam (CFU/ml) felett jol mérhetd modon cs6kkentik.
- Detektacios 1d6 (TTD (Time to detection) az az id6, amikor ez az abszolutértékben vett
redoxpotencidl valtozas-sebessége, (egy a véletlen hatasoktol eltérd) értéket meghalad. Ezt
nevezik detektacios kritériumnak.

- Ezen detektacios kritériumhoz tartozé sejtszam 10° -10” CFU/ml-es magysagrendii.
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- A detektacios 1d6 tekinthetd annak az id6nek, amig a mintdban 1évd kiindulési
koncentraciorol az adott mikroba felszaporodik 10°-10” CFU/ml-es nagysagrendre.
- A detektascids id6 (TTD) és a kezdeti mikrobaszam (Ig N) kozott linearis Osszefliggés
van, melyet az G.n. kalibracios gorbe ir le. A mérés kivitelezhetd, eldzetesen folvett kiilsd
kalibracios gorbével, illetve a mintabdl vett belsd kalibracids gorbével. Belsd kalibracios
gorbe elkészitése a hatarhigitasos (MPN (most probably number)) mddszeren alapszik,
akkor alkalmazzak, ha a minta mikroflora Osszetétele el6zetesen nem ismert. Az
elézetesen felvett kiilsé kalibracios gorbét, pedig eldézetesen ismert célmikroba esetén
alkalmazzak. Ezen kalibracios gorbe ugy veheto fel, hogy a célmikroba szintenyészetébol
10-es alapu higitasi sort készitenek melyek mikrobaszamat (CFU/ml) tenyésztési
modszerekkel (lemezontés) meghatarozzak, mig evvel parhuzamosan a higitdsi sor
minden tagjabol, a MicroTester késziilék mérdcellaiban is elhelyeznek egyet-egyet a
higitasi tagokhoz tartozé TTD értékek vizsgalatara. Igy a miiszeresen mért TTD értékek,
€s a tenyésztésbol kapott lg N értékekbdl linedris regresszioval ki lehet szamitani a
kalibracios gorbe egyenletét. Ezek ) mikrobak (0 vizsgalat) esetén betaplalasra keriilnek
a programba. Ez alapjan a kalibracids gorbe alapjan van lehetdség a késdbbiekben vizsgalt
mintdk mikrébaszamanak (€16sejt szamanak) miiszeres méréssel torténd meghatarozasara.
- A MicroTester rendszer adott hdfokon inkubalt mérécelldkban végbemend
mikrébaszaporodast kiséré redoxpotencial egy normal hidrogénelektrédra vonatkoztatott
értekének iddbeli valtozasat méri és értékeli.
- Az inkubalasra hasznalt eszkoz egy 37°C (+/-0,5°C)-ra allitott termosztat (de a médszer
nem talsdgosan érzékeny a hdmérsékletre).
- A redox-potencial valtozasa fliggetelen a mérdedény (mérdcella) méretétdl, alakjatol és
a taptalaj osszetételétol.
- A redox-potencidl valtozas gorbéjének alakjabol egyes mikrobakra (mikroba
csoportokra) lehet kdvetkeztetni.
- Fontos tovabba megjegyezni, (habar, a kisérletiinkben nem nyers tejjel, hanem UHT
tejjel dolgoztunk), hogy mikrobaszam meghatarozas soran nyers tejbol, annak jelentkezhet
mikrdbaszaporodast gatlo, igy a vizsgalatot befolydsold hatasa (példault antibiotikum
maradvanyanyag tartalma miatt), mely kikiiszobolhetd a tej kiilonbozd higitasokban
torténd vizsgalataval. [30.]

Az altalunk MicroTester muszerrel elvégzett mikroba-szaporodasi vizsgalatokhoz, ugyan

rendelkezésiinkre allt a fagyasztva tarolt, cefalexin tartalmu tejmintdk teljes sorozata, mi

mégis (egy kereskedelmi forgalomban kaphato, homogénezett, 3,5 %-os zsirtartalmu) UHT —s
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tejhez adtuk hozza a toxikoldgiai laboratoérium altal cefalexin standardbol készitett higitasi
sort (vagyis mesterségesen preparalt, vagy masnéven ,,spike”’-olt mintakkal, dolgoztunk).
Ennek oka, hogy az antibiotikum tartalmu nyers tej mintak magas szomatikus sejt és €ldcsira
szama nem tette lehetdvé a modszerrel valo mérést, (nem lehetett elkiiloniteni a
tesztmikrobakat a kontaminaciotol).

A satandard cefalexin oldatbol 125, 250, 500, 1000, 1500 és 2000ug/l —es higitasi tagokat
hasznaltunk fel.

A higitasi sorbol késziilt preparalt mintdk vizsgalatonkénti 2-2 sorozatat (250-2000ug/1)
tovabbi hokezelésnek (laboratoriumi vizfiirddben) vetettiilk ald 75°C-on, 30 masodpercig ¢s
95°C-on 5 percen at, hasonlatosan a pasztérozésnél alkalmazottakhoz. Ez a Iépés a
vizsgalatban két dolog miatt is fontos. Ebbdl megtudhatjuk, hogy a tovabbi hdkezelés miatt
csokkent cefalexin tartalomnak, illetve a cefalexin bomlastermékeinek milyen hatésa van a 2
tesztmikroba szaporodésara.

A vizsgalatunkban szereplé gépnek két modulja van (A és B), egy modul 16 csatornan tudja a

jelet a redox-elektr6dakbol elvezetni.

Az elsO azaz E.coli-val elvégzett kisérlet 1épései:
- A kisérlet soran a taptalajnak tejet hasznaltunk.
- B.01748 torzsgyiijteményi szamu E. coli —bol késziilt ismert él3csiraszami (10° CFU/ml
—es) baktérium szuszpenzidval dolgoztunk, melynek korabban mar meg volt hatarozva a
kiils6 kalibracios gorbéje is.
- Osszesen 18 csatornan végeztiink mérést, csatornak szerint sorolom fel az aldbbiakban,
hogy az adott (csatorndhoz tartozo) celldban 1évd mintaval eldzetesen milyen kezeléseket
végeztiink.
e Al —es csatorna: Ez volt a ,nullds” minta, 10 ml tejet, és 0,1 ml baktérium
szuszpenziot tartalmazott, nem volt benne antibiotikum.
e A2 —es csatorna: 9 ml tejet, 1 ml, 125 pg/l —es cefalexin oldatot és 0,1 ml
baktérium szuszpenziot tartalmazott.
e A3 —as csatorna: 9 ml tejet, 1 ml, 250 pg/l —es cefalexin oldatot és 0,1 ml
baktérium szuszpenziot tartalmazott.
e A4 —es csatorna: 9 ml tejet, 1 ml, 500 pg/l —es cefalexin oldatot és 0,1 ml

baktérium szuszpenziot tartalmazott.
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e A5 —0s csatorna: 9 ml tejet, 1 ml, 1000 pg/l —es cefalexin oldatot ¢s 0,1 ml
baktérium szuszpenzidt tartalmazott.

e A6 —os csatorna: 9 ml tejet, 1 ml, 1500 pg/l —es cefalexin oldatot és 0,1 ml
baktérium szuszpenziot tartalmazott.

e A7 —es csatorna: 9 ml tejet, 1 ml, 2000 pg/l —es cefalexin oldatot és 0,1 ml
baktérium szuszpenziot tartalmazott.

e A8 —as csatorna: csak 10 ml tejet tartalmazott, ez volt a kontroll (a taptalaj
megfeleloségének vizsgalatara).

e A9 —es csatorna: a 9 ml tejet és 1 ml, 250 pg/l —es cefalexin oldatot, elézetesen
75°C —on, 30 masodperces hokezeltiik, szobahdémérsékletre visszahtlilése utan kertlt
bele a 0,1 ml baktérium szuszpenzio.

e A10 —es csatorna: a 9 ml tejet €s 1 ml, 500 ng/l —es cefalexin oldatot, elézetesen
75°C —on, 30 masodperces hokezeltiik, szobahdmérsékletre visszahiilése utan kertilt
bele a 0,1 ml baktérium szuszpenzio.

e A1l —es csatorna: a 9 ml tejet és 1 ml, 1000 pg/l —es cefalexin oldatot, eldzetesen
75°C —on, 30 mésodperces hdkezeltiik, szobahdmérsékletre visszahiilése utan kertlt
bele a 0,1 ml baktérium szuszpenzio.

e A12 —es csatorna: a 9 ml tejet és 1 ml, 1500 pg/l —es cefalexin oldatot, el6zetesen
75°C —on, 30 masodperces hokezeltiik, szobahdmérsékletre visszahlilése utan kertlt
bele a 0,1 ml baktérium szuszpenzio.

e A13 —as csatorna: a 9 ml tejet és 1 ml, 2000 pg/l —es cefalexin oldatot, el0zetesen
75°C —on, 30 masodperces hokezeltiik, szobahdmérsékletre visszahiilése utan kertlt
bele a 0,1 ml baktérium szuszpenzio.

e Al4 —es csatorna: a 9 ml tejet €s 1 ml, 250 pg/l —es cefalexin oldatot, elézetesen
95°C —on, 5 perces hokezeltiik, szobahdmérsékletre visszahiilése utan keriilt bele a
0,1 ml baktérium szuszpenzio.

e A15 —0s csatorna: a 9 ml tejet és 1 ml, 500 pg/l —es cefalexin oldatot, elézetesen
95°C —on, 5 perces hokezeltiik, szobahdmérsékletre visszahiilése utan kertiilt bele a
0,1 ml baktérium szuszpenzio.

e A16 —os csatorna: a 9 ml tejet és 1 ml, 1000 pg/l —es cefalexin oldatot, elézetesen
95°C —on, 5 perces hokezeltiik, szobahdmérsékletre visszahtilése utan keriilt bele a

0,1 ml baktérium szuszpenzio.
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e A17 —es csatorna: a 9 ml tejet és 1 ml, 1500 pg/l —es cefalexin oldatot, elézetesen
95°C —on, 5 perces hokezeltiik, szobahdmérsékletre visszahiilése utan keriilt bele a
0,1 ml baktérium szuszpenzi6.
e A18 —as csatorna: a 9 ml tejet és 1 ml, 2000 pg/l —es cefalexin oldatot, eldzetesen
95°C —on, 5 perces hokezeltiik, szobahdmérsékletre visszahiilése utan keriilt bele a
0,1 ml baktérium szuszpenzio.

- Az 6sszes cellat a mérések alatt 37°C (+/- 5°C) —os vizfiirdében inkubaltuk.

A masodik, azaz B.adolescentis -szel elvégzett kisérlet 1épései:

- A kisérlet soran a taptalajnak eldszor itt is tejet hasznaltunk.

- B.01822 torzsgyiijteményi szamu B.adolescentis —b6l késziilt ismert élécsiraszamu (10
CFU/ml —es) baktérium szuszpenzioval dolgoztunk, melynek kordbban mar meg volt
hatarozva a bels6 kalibracios gorbéje hatarhigitasos- (MPN-) mddszer segitségével.

- A vizsgalat megkezdése utan rovidesen vilagossa valt, a ,,nullds” (tehat az antibiotikum
mentes) minta TTD gorbéje alapjan, hogy a B.adolescentis nem szaporodott, valamely
altalunk nem vizsgalt okbdl az E.coli —nél is hasznalt UHT-s tejben. Ezért taptalajt
valtottunk és tej helyett M —levest hasznaltunk, amely optimalisabb feltételeket teremt a

mikroba szaporodasdhoz. Az M —leves Osszetételét az alabbi tablazatban ismertetem (2.

tablazat).
Pepton 10,0 g
Huskivoat 10,0 g
Elesztékivonat 5.0¢g
Tween 80 1,0 g
Na-citrat 20¢g
Na-acetat 50g
MgSO4’7H20 0,1 g
MnCl, 0,05¢
NazHPO4 2,0 g
Malt6z 10,0 g
Cisztein-HCI 0,5¢g
Desztillalt viz [ 1000 ml

2. tablazat az M-leves 0sszetételérol
- Osszesen 18 csatornan végeztiink ez esetben is mérést, csatorndk szerint sorolom fel az

aldbbiakban, hogy az adott (csatornahoz tartozo) cellaban 1évé mintaval elézetesen milyen

kezeléseket végeztiink.
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e Al —es csatorna: Ez volt a ,,nullas” minta, 10 ml M —levest, és 0,1 ml baktérium
szuszpenziot tartalmazott, nem volt benne antibiotikum.

e A2 —es csatorna: 9 ml M —levest, 1 ml, 125 pug/l —es cefalexin oldatot és 0,1 ml
baktérium szuszpenziot tartalmazott.

e A3 —as csatorna: 9 ml M —levest, 1 ml, 250 ug/l —es cefalexin oldatot ¢s 0,1 ml
baktérium szuszpenziot tartalmazott.

e A4 —es csatorna: 9 ml M —levest, 1 ml, 500 ug/l —es cefalexin oldatot ¢s 0,1 ml
baktérium szuszpenziot tartalmazott.

e A5 —0s csatorna: 9 ml M —levest, 1 ml, 1000 ng/l —es cefalexin oldatot és 0,1 ml
baktérium szuszpenziot tartalmazott.

e A6 —os csatorna: 9 ml M —levest, 1 ml, 1500 ng/l —es cefalexin oldatot és 0,1 ml
baktérium szuszpenzidt tartalmazott.

e A7 —es csatorna: 9 ml M —levest, 1 ml, 2000 pg/l —es cefalexin oldatot és 0,1 ml
baktérium szuszpenzidt tartalmazott.

e A8 —as csatorna: csak 10 ml M —levest tartalmazott, ez volt a kontroll (a taptalaj
megfeleldségének vizsgalatara).

e A9 —es csatorna: a 9 ml M —levest és 1 ml, 250 pg/l —es cefalexin oldatot,
elézetesen 75°C —on, 30 masodperces hokezeltiik, szobahdmérsékletre visszahtilése
utan kertilt bele a 0,1 ml baktérium szuszpenzio.

e A10 —es csatorna: a 9 ml M —levest és 1 ml, 500 pg/l —es cefalexin oldatot,
elézetesen 75°C —on, 30 masodperces hokezeltiik, szobahdmérsékletre visszahtilése
utéan kertilt bele a 0,1 ml baktérium szuszpenzio.

e A1l —es csatorna: a 9 ml M —levest és 1 ml, 1000 pg/l —es cefalexin oldatot,
elézetesen 75°C —on, 30 masodperces hokezeltiik, szobahdmérsékletre visszahiilése
utéan kertilt bele a 0,1 ml baktérium szuszpenzio.

e A12 —es csatorna: a 9 ml M —levest és 1 ml, 1500 pg/l —es cefalexin oldatot,
elozetesen 75°C —on, 30 masodperces hokezeltiik, szobahdmérsékletre visszahtilése
utan kertlt bele a 0,1 ml baktérium szuszpenzio.

e A13 —as csatorna: a 9 ml M —levest és 1 ml, 2000 pg/l —es cefalexin oldatot,
elézetesen 75°C —on, 30 masodperces hokezeltiik, szobahdmérsékletre visszahlilése

utan keriilt bele a 0,1 ml baktérium szuszpenzio.
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e Al4 —es csatorna: a 9 ml M —levest és 1 ml, 250 pg/l —es cefalexin oldatot,
elézetesen 95°C —on, 5 perces hokezeltiik, szobahdmérsékletre visszahtilése utan
keriilt bele a 0,1 ml baktérium szuszpenzio.
e A15 —0s csatorna: a 9 ml M —levest és 1 ml, 500 pg/l —es cefalexin oldatot,
elozetesen 95°C —on, 5 perces hokezeltiik, szobahdmérsékletre visszahlilése utan
keriilt bele a 0,1 ml baktérium szuszpenzio.
e A16 —os csatorna: a 9 ml M —levest és 1 ml, 1000 ng/l —es cefalexin oldatot,
elézetesen 95°C —on, 5 perces hokezeltiik, szobahdmérsékletre visszahtilése utan
keriilt bele a 0,1 ml baktérium szuszpenzio.
e A17 —es csatorna: a 9 ml M —levest és 1 ml, 1500 pg/l —es cefalexin oldatot,
elézetesen 95°C —on, 5 perces hokezeltiik, szobahOmérsékletre visszahiilése utan
keriilt bele a 0,1 ml baktérium szuszpenzio.
e A18 —as csatorna: a 9 ml M —levest és 1 ml, 2000 pg/l —es cefalexin oldatot,
elézetesen 95°C —on, 5 perces hokezeltiik, szobahdmérsékletre visszahtilése utan
keriilt bele a 0,1 ml baktérium szuszpenzio.

- Az Osszes cellat a mérések alatt, az els6 vizsgéalathoz hasonléan 37°C (+/- 5°C) —os

vizfurddben inkubaltuk.

3.6. Delvotest SP-NT

A Mictotester-rel végzett redoxpotencial-valtozas mérése utan, a cefalexin torzsoldattal spike-
olt tejmintainkat egy tovabbi tesztnek (Delvotest SP-NT) vetettiik ala az Elelmiszer-higiéniai
Tanszék Mikrobioldgiai laboratoriumaban.

A Delvotest egy mikrobioldgiai gatlason alapuld szemikvantitativ gyorsteszt, tejmintaban
1év6 antibiotikum maradvanyanyag kimutatasara. [6.]

A DSM Food Specialties B.V. cég gyartja mind a kész kiteket, mind a tobb féle inkubatort,
mérOmiiszert, vagy ezek kombinacioit. Kitekbdl Delvotest SP NT, Delvotest MCS, Delvotest
T, Delvotest P, Delvotest SP, Delvotest BR Brillant, Delvotest BR Special, Delvotest SP NT
DA, Delvotest MCS DA, Delvotest BR Brillant DA, Delvotest BLF érhet6 el kereskedelmi
forgalomban; ezek érzékenységiikben, specificitasukban €s a hasznalt indik4torokban térnek
el egymastol. Mi az alapkésziiléket (inkubatort) és ehhez a Delvotest SP-NT- kit ampullés
valtozatat hasznaltuk. [32.]
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A Delvotest miikodési elve a kdvetkezd: Az eldre elkészitett kiilon csomagolt ampullakban
kozonséges agargél, tesztbaktériumként Bacillus stearothermophilus var. calidolactis, és
bromokrezol indikator talalhat6. Ebbe az ampulldba keriil bele a vizsgalandd (gatloanyagot
tartalmazo) tejminta. Amennyiben nincs, vagy kevés gatlo anyag van a vizsgélt mintaban, az
inkubécios 1d6 alatt a tesztbaktérium szaporodik, és kiilonféle savas karakterli anyagokat
termel, ami az indikator szinvaltozasat okozza (sdrga lesz). Viszont, ha szaporodasa gatolt,
nem tud megfelelé mennyiségli szerves savat termelni, és nem torténik szinvaltozas (az agar

2

lila szinli marad). A sarga ,,- - -7, a lila pedig ,,+ + +” eredményt jelent. Vannak egyéb
szindtmenetek is, igy a barna szinelvaltozas ,,-”, a sziirke pedig ,,+’-ként értékelhetd. (A
leolvasashoz, vagyis a biralathoz szinkdd kartya all rendelkezésre.)
A Delvotest SP NT teszt ¢érzékeny kiilonféle Penicillinekre, Cefalosporinokra,
Aminoglikozidokra, Makrolidokra, Tetraciklinekre, Szulfonamidokra és bacitracinra.
(Cefalexin esetén, a teszt leirata szerint, 3 6rds inkubécio utdn elméletileg a 70 pg/kg folotti
gatloanyag koncentraciora reagal pozitivan.)
A vizsgalatunk menete a kovetkezd volt:
- A Microtester késziilékkel végzett vizsgalatbol visszamaradt cefalexin standard higitasi
sort hiitve taroltuk, a véghigitasi koncentracidt ugy értiik el, hogy minden alaphigitasi tag
0,1ml-hez 0,9ml tejet adtunk hozza (a tej is egy véletlenszertien kivalasztott; az egyik ismert
hazai aruhazlanc sajat markas, homogénezett 3,5%-o0s zsirtartalmi UHT-s teje volt). A
mintakat ezek utan vortex-el homogenizaltuk.
- Az elkésziilt mintdk (higitasi sor) végkoncentracigja: 250, 500, 1000, 1500, 2000 pg/l,
(tehat 5 cefalexin tartalmu, egy pozitiv €s egy negativ kontrollt hasznaltunk).
- A blokkroél levalasztottunk 7 db. preparalt ampullat, majd a tetejérdl a vedofoliat letépve, a
tejmintakbol egyenként 0,1 ml-nyi mennyiséget pipettaztunk az ampulldkban az agar
felszinére. (Az ampulldkat megjeldltiik, a szerint, hogy melyik minta keriilt bele).
- 64°C-on 3 6Oréan at inkubaltuk a mintdkat tartalmaz6 ampulldkat, a lathatdo eredményekig,

amit a szinkartya segitségével olvastunk le. [32.]
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4. Eredmények
4.1. HPLC-MS/MS eredménvyek és értékelésiik

A toxikoldgiai laboratoriumbdl kapott HPLC-MS/MS —el végeztt mérések eredményeit az
alabbi 3. tablazatban foglalom 6ssze.

A 3. tablazatban szerepld eredményekbdl szamitott adatok, pedig 4., 5. és 6. tablazatban
vannak feltiintetve.

A forralds maradvanyanyag eredményei mindenhol magasabbak a hdkezeletlen kontroll
mintak eredményeinél. Ez elsd ranézésre paradoxon, de avval magyarazhato, hogy ez a
hokezelés (ellentétben a pasztérdzéssel) nyilt térben tortént és a tejben 1évo viz parolgédsa
miatt az egész minta betdményedett. Pontosan visszaszamolni nem lehet, mert nem tudjuk,
hogy a kezdeti 0,51 —es térfogatbél mennyi viz parolgott el. igy ezzel az adatsorral nem

szamolunk a tovabbiakban és a MicroTester —es vizsgalatban sem szerepel.

Megallapithatd, hogy az 1. és a 2. - 3. fejés kozott jelentds kiillonbség van a tejben 1évo
antibiotikum  tartalomban, ez avval magyardzhatdo, hogy az i1d6 mulasaval a
maradvanyanyagoknak ki kell iiriilniiik élelmezés egészségiigyi varakozasi idon beliil. Ezt a
gyogyszert gyartd cég szavatolja. De lathatd, hogy mar a masodik fejés 0sszes mintajanak
antibiotikum koncentracidja a megengedett maradvanyanyag szint (100 ppb) alatt van, tehat
teoretikusan fogyasztasra alkalmas.

A két kiilonboz6 pasztérozés hatasara egyértelmiien csokkent a mintakban a maradvanyanyag
koncentraci6. Vagyis megallapithatjuk a cefalexin hdbomlasanak tényét.

Az 1. fejés esetén 75°C -os hokezelésnél, ez tobb mint 54% -ra, 95°C -os hdkezelésnél, pedig
39% -ra a csokket, mig 2. fejés esetén ez 75°C -os hdkezelésnél 4% -os emelkedést lattunk
(alig valtozott), 95°C -os hdkezelésnél, pedig 62,5% -ra csokkent a koncentracio. A 3. fejés
itt 75°C -os hékezelésnél 76,6%-ra, 95°C -os hdkezelésnél, pedig 50% -ra mérséklddott.

A legnagyobb mértékli maradvanyanyag fogyatkozas, tehat a 95°C —on 5 percig tartd
hokezelés mellett volt (mindharom fejés relativ csokkenéseinek atlaga ez esetben a
kontrollhoz képest 50,5% volt).

Megfigyeltiik azt is, hogy az 1. fejés esetén a legnagyobb az antibiotikum maradvanyanyagok
szorasa, ez a tehenek kozotti nagyobb egyedi kiilonbségekrdl nyujt informéciot. Azonos
mennyiségli hatdéanyag tégybe injektalasa utan, a kezelés elhagyasa utan valtozé mértékben

tiriil az egyes egyedekbdl.
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Allat kod

1. fejés 2. fejés 3. fejés

3. tablazat. A HPLC-MS/MS eredményekrol (cefalexin, pug/l —ben, (ppb) —ben megadva)

N.D. jelentése: nem detektalhato (analitikai okokbol).

Az 1. fejés kontrolljainak atlaga 1781,333
A 2. fejés kontrolljainak atlaga 23,66667
A 3. fejés kontrolljainak atlaga 30,66667

Az 1. fejés utani 75°C-os hokezelés eredményeinek
atlaga
A 2. fejés utani 75°C-os hokezelés eredményeinek
atlaga
A 3. fejés utani 75°C-os hokezelés eredményeinek
atlaga
Az 1. fejés utani 95°C-os hokezelés eredményeinek
atlaga
A 2. fejés utani 95°C-os hokezelés eredményeinek
atlaga
A 3. fejés utani 95°C-os hokezelés eredményeinek
atlaga

4. tablazat. A mintdkban szerepl6 cefalexin koncentraci6 (pg/l —ben, (vagy ppb) —ben

962,625

14,8

15,33333

megadva) atlagértékeirdl
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Az 1. fejés kontrolljainak szdérasa 850,3594

Az 2. fejés kontrolljainak szordsa 12,97176
Az 3. fejés kontrolljainak szdérasa 1802961
Az’ 1,. fejés utani 75°C-os hokezelés eredményeinek 326,992
szbérasa
A 2 ’fejes utani 75°C-os hékezelés eredményeinek 11.98138
szOrasa
A ’3.,fejes utani 75°C-os hdkezelés eredményeinek 10.76569
szérasa
Az’ 1,. fejés utani 95°C-os hékezelés eredményeinek 193,5469
szérasa
A 2.,fejes utani 95°C-os hékezelés eredményeinek 6.610598
szOrasa
A 3 ,fejes utani 95°C-os hokezelés eredményeinek 3,444803
szOrasa

5. tablazat. A mintakban szerepl6 cefalexin koncentracio (pg/l —ben, (vagy ppb) —ben

megadva) atlagértékeinek szorasardl (standard deviacio)

Az 1. fejés és a 2. fejés kontrollcsoportok atlaga kozti relativ csokkenés (%) 1,328593
Az 3. fejés és a 2. fejés kontrollcsoportok atlaga kozti relativ csokkenés (%) 129,5775
Az 1. fejés €s a 3. fejés kontrollcsoportok atlaga kozti relativ csokkenés (%) 1,721557
Az 1. fejés €s a 2. fejés utani 75°C-os hokezelés eredményeinek atlaga kozti

A . 2,579752
relativ csokkenés (%)
Az 3. fejés €s a 2. fejés utani 75°C-os hokezelés eredményeinek atlaga kozti

A . 94,63087
relativ csokkenés (%)
Az 1. fejés és a 3. fejés utani 75°C-os hokezelés eredményeinek atlaga kozti

A . 2,441241
relativ csokkenés (%)
Az 1. fejés és a 2. fejés utani 95°C-os hokezelés eredményeinek atlaga kozti

A . 2,129496
relativ csokkenés (%)
Az 3. fejés és a 2. fejés utani 95°C-os hokezelés eredményeinek atlaga kozti

A . 103,6036
relativ csokkenés (%)
Az 1. fejés és a 3. fejés utani 95°C-os hdkezelés eredményeinek atlaga kozti 2906235

relativ csokkenés (%)
6. tablazat. Az egyes fejések kozotti relativ cefalexin koncentracio csokkenések (%).

Az eredmények onmagukabn is elég informativak, de tovabbiakban e szamadatok adtak meg a

tampontot a MicroTester -es mérésekben felhasznalt kiinduléasi koncentraciokhoz.
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4.2. Microtester eredmények az E. coli-rol.

Az alabbi 7. tablazatban foglalom Ossze az E.coli vizsgalatdbdl szdrmazo, detektacios

gorbéken szerepld egyes TTD értekeket vizsgalt mintanként (csatornadnként).

A1 417
A2 417
A3 45
A4 4,33
A5 4,17
A6 4
A7 4,33
A8 N.D.

A9 4
A10 4,17
A11 4
A12 4,67
A13 4
Al4 0,17
A15 2,83
A16 45
B1 2,5
B2 3

7. tablazat. Az E.coli TTD értékei csatornanként (6ra)
A vizsgalt koncentraciokban a cefalexin nem mutatott semmilyen gatlo hatast az altalunk
vizsgalt E.coli torzsre, minden mintadban képes volt szaporodni (megfeleld, fajra jellemzd
detektacios idovel (TTD) és detektacios gorbével).

4.3. Microtester eredmények a. B. adolescentisrol.

Az alabbi 8. tablazatban foglalom 6ssze a B.adolescentis vizsgédlatabol szarmazo, detektacios

gorbéken szereplo egyes TTD értékeket vizsgalt mintanként (csatornanként).

A1 12,33
A2 12,17
A3 12
A4 12,33
A5 12,17
A6 12,67
A7 12,83
A8 N.D.

A9 12,67
A10 12,33
A11 12,67
A12 12,33
A13 12,83
A14 11,67
A15 11,33
A16 11,67
B1 11,33
B2 11,83

8. tablazat. Az B.adolescentis TTD értékei csatornanként (ora)
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A vizsgalt koncentraciokban a cefalexin nem mutatott semmilyen gatlo hatast az altalunk
vizsgalt B.adolescentis torzsre, minden mintdban képes volt szaporodni (megfeleld, fajra

jellemzd detektacids iddvel (TTD) €s detektacios gorbével).

4.4. Delvotest eredmények az antibiotikum standard higitdssorokbol.

A 3 o6ras inkubacios id0O leteltével tortént a mintak elbiraldsa. A Delvotest SP NT-teszt, a
vizsgalt tejmintdk (azaz, a 250, az 500, az 1000, az 1500 és a 2000 pg/l-es antibiotikum
adekvat eredményt hozott.)

Azon ampullakban 1évé mintdknal, ahol a gatld hatas kimutathato volt, egyenletes lila szinii

lett a tartalom, ez a szinkartya alapjan 3 keresztes pozitivitast jelent (+++).
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5. Megbeszélés (kovetkeztetések)

Annak ellenére, hogy a cefalexin vizsgalt (125 -2000ug/1) koncentraciokban sem az E.coli —
nal, sem a B.adolescentis —nél nem tapasztaltunk a redox-potencial valtozasos mérési
eredményeink alapjan (a MicroTester-rel) semmilyen mikrobaszaporodas gatlast, az
antibiotikum maradvanyanyagokat tartalmazé tejek fogyaszthatdésaganak biztonsagossagat
még bizonyos vizsgalt hékezelési feltételek teljesiilése mellett sem lehet E.E.V.I. —n beliil
ajanlani esetleges komoly kozegészségiigyi kockazata miatt. Kiemelten fontos tehat a
tehéntelepeken a sajat elegytej, a tejipari cégek esetén a felvéasarolt tej szigoru egyfajta
Onellendrzése, tovabba a hatésagi monitoring vizsgalatok fenntartdsa maradvanyanyagokra, a
fogyasztok egészségvédelme szempontjabol.

Viszont a vizsgalati eredményeinket (HPLC —MS/MS) tekintve fontos azt megjegyezni, hogy
E.E.V.IL -n beliil mar a masodik vizsgalt fejésnél megengedett maradvanyanyag tartalom alatt
volt a tejben 1évd cefalexin koncentracio. Tovabba ténylegesen latszott sajat
eredményeinkbdl, (amit a szakirodalmi adatok is aldtdmasztanak), hogy a cefalexin normal, a
tejiparban is hasznalatos hdkezelési technikak hatdsara részben inaktivalodott (hébomlott).
Tovabbi eredményes kutatomunkak esetén a témaban, talan a tejre vonatkoztatott E.EV.L —t,
sokkal tagabban lehetne értelmezni, példdul a tejipari felhasznaldsa szempontjabol; pontosan
meghatarozott feltételek és szigori hatosagi ellendrzés mellett. Lévén ez esetben némileg
csokkenthetd lenne a nagy gazdasagi kar, ami az E.E.V.I. -n beliili a tej megsemmisitése miatt
keletkezik, természetesen az ¢élelmiszerbiztonsagi normak ¢és a fogyasztok maximalis

egészségvédelmét szem elbtt tartva.
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6. Osszefoglalas

Ismert antibiotikummal (Rilexine 200 T tdgyinfuzioval, cefalexin -nel) kezelt 9 tejeld
tehénbdl, (3 Aallatcsoport) gyljtottiink tejmintakat fejés sordn élelmezés-egészségiigyi
varakozasi idén (E.E.V.1.) beliil.

A maradvanyanyag tartalmu tejmintdkat kiilonféle hdmérséklet és idé kombinacidjaval
hékezeltiik (forralas, 75°C 30s és 95°C 5 min). Ezt kovetéen az Elelmiszerhigiéniai Tanszék
Toxikolodgiai Laboratoriumadban HPLC-MS/MS késziilékkel tortént meg a mintdkban 1évo
cefalexin koncentraci6 meghatarozasa. Mind két pasztér6zés a cefalexin koncentracio
latvanyos csokkenését eredményezte (a forralast nem tekintve).

Ezt kovetéen az Elelmiszerhigiéniai Tanszék Mikrobiolégiai Laboratoriumaban kétféle gyors
tesztelési modszerrel, igy redox-potencial mérésen alapuld MicroTester -rel, és Delvotest SP-
NT teszttel vizsgaltuk, cefalexin higitasi sorokkal mesterségesen kontaminalt UHT —s
tejmintdkban a gatld hatast kiilonb6zd tesztmikrobakra. A MicroTester a vizsgalt
koncentraciokban, a tesztmikrobdkon (E.coli —n ¢s B.adolescentis —en) semmilyen gatlo-
hatast nem mutatott ki; mig a Delvotest SP-NT —vel valo vizsgalat gatld hatast minden estben
jelzett.

Megallapithatjuk, hogy ugyan tapasztaltunk jelentds hobomlést cefalexin esetén hdkezelés
utan, tovabba a tehenek a masodik fejésébodl szarmazo tejmintaban a maradvanyanyag szint
mar az EU —s hatarértékek alatt volt (E.E.V.L-n beliil), de az antibiotikum maradvanyanyag

tartalom folytonos feliilvizsgalata igen fontos azok kézegészségiigyi kockdzata miatt.
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7. Angol nyelvii cim és rovid osszefoglalo
7.1. Title:

Rapid testing methods on the inhibitory effect of milk with antibiotic residue content

7.2. Summary:

During our experiments 9 dairy cows were treated intramammally with Rilexin 200 T
(containing cephalexin) and their milk was sampled within the withdrawal time.

The antibiotic (cephalexin) content milk samples ware heat treated in different heating-levels
and time combinations (boiling 2 mins, 75°C 30sec and 95°C 5min).

Afterwards, the different heat treated samples were analized for the mesurement of cephalexin
concentration with HPLC-MS/MS technique in the Toxicology Laboratory of the Foodhygene
Department (at Szent Istvan University, Faculty of Veterinary Sciences).

The results showed that all the heat treating methods reducing the antibiotic residue content in
the milk samples collected before.

Then in the Microbiology Laboratory of the Foodhygene Department we checked the
different test microorganism’s inhibition with a dilution series of cefalexin (in commercially
available) milk. These tests were rapid testing methods, like Delvotest SP-NT and
MicroTester method, which is based on the redox-potential alteration in case of microbial
growth.

According to the outcome of the MicroTester analysis, the cephalexin in the examined
concentrations didn’t make any inhibitory effect on the growth of the test organisms
(Escherichia coli and Bifidobacterium adolescentis).

But all the samples of the dilution series of cephalexin in milk (milk with antibiotic residues)
were detected with Delvotest SP-NT, the semiquantitative test gave positive (+++) result.
Consumption of milk within the withdrawal time is potentially dangerous for the consumers,
despite of we found that samples taken from the second milking and analysed by the HPLC-
MS/MS technique, were containing less cephalexin than the MRL in EU.
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8. Mellékletek

RUNNING

2.Kép az E. coli TTD gorbéi
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3.kép: CMT teszt az allatok kivalasztasanal

4.Kép a vizsgalatban szerepl6 tehenek tartos egyedi megjelolésérol
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5.Kép a MicroTester mikodés kdzben, a B.adolescentis-sel végzett kisérlet soran
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HuVetA - SZIA
ELHELYEZESI MEGALLAPODAS ES SZERZOI JOGI NYILATKOZAT*

Név: . Dobos Attila Balazs
Elérhetoség (e-mail cim): dobosattilabalazs@gmail.com

A feltoltend6é mii cime: Antibiotikum maradvanyanyag tartalmu tej gatld hatasanak
vizsgalata gyors modszerekkel

A mii megjelenési adatai: Szakdolgozat (2014)

Az atadott fajlok szama: 1 db.

Jelen megallapodas elfogadasdval a szerzd, illetve a szerz6i jogok tulajdonosa nem
kizarolagos jogot biztosit a HuVetA ¢és a SZIA szamdara, hogy archivélja (a tartalom
megvaltoztatasa nélkiil, a megdérzés €és a hozzaférhetdség biztositdsanak érdekében) és
masoldsvédett PDF formara konvertalja és szolgaltassa a fenti dokumentumot (beleértve
annak kivonatat is).

Beleegyezik, hogy a HuVetA ¢és a SZIA egynél tobb (csak a HuVetA ¢és a SZIA
adminisztratorai szamara hozzaférhetd) masolatot taroljon az On altal atadott dokumentumbol
kizarolag biztonsagi, visszaallitasi és megdrzési célbol.

Kijelenti, hogy a atadott dokumentum az On miive, és/vagy jogosult biztositani a
megallapodasban foglalt rendelkezéseket arra vonatkozoéan. Kijelenti tovabba, hogy a mi
eredeti €s legjobb tudomasa szerint nem sérti vele senki mas szerzoi jogat. Amennyiben a mi
tartalmaz olyan anyagot, melyre nézve nem On birtokolja a szerzdi jogokat, fel kell tiintetnie,
hogy korlatlan engedélyt kapott a szerzoéi jog tulajdonosatol arra, hogy engedélyezhesse a
jelen megallapodasban szereplé jogokat, és a harmadik személy altal birtokolt anyagrész
mellett egyértelmiien fel van tlintetve az eredeti szerz6 neve a miivon beliil.

A szerz0i jogok tulajdonosa a hozzaférés korét az alabbiakban hatdrozza meg (egyetlen, a
megfelelo négyzetben elhelyezett x jellel):

engedélyezi, hogy a HuVetA-ban/SZIA-ban tarolt miivek korlatlanul hozzaférhetévé
valjanak a vilaghalon,

a Szent Istvan Egyetem belsé halozatara (IP cimeire) korlatozza a feltoltott
dokumentum(ok) elérését,

a SZIE Allatorvos-tudomanyi Kényvtarban talalhaté, dedikalt elérést biztosito

szamitogépre korlatozza a feltdltott dokumentum(ok) elérését,

csak a dokumentum bibliografiai adatainak és tartalmi kivonatanak feltdltéséhez jarul
hozza (korlatlan hozzaféréssel),

* Jelen nyilatkozat az 5/2011. szam, 4 Szent Istvan Egyetemen folytatott tudomdanyos publikdcios tevékenységgel kapcsolatos
adatbazis kialakitasarol és alkalmazasarol cimi rektori utasitashoz kapcsolodik, illetve annak alapjan késziilt.
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Kérjiik, nyilatkozzon a négyzetben elhelyezett jellel a helyben hasznalatrol is:

Engedélyezem a dokumentum(ok) nyomtatott valtozatanak helyben olvasasat a
konyvtarban.

Amennyiben a feltdltés alapjat olyan mil képezi, melyet valamely cég vagy szervezet
tamogatott illetve szponzoralt, kijelenti, hogy jogosult egyetérteni jelen megallapodéssal a
miire vonatkozdan.

A HuVetA/SZIA iizemeltetdi a szerzo, illetve a jogokat gyakorld személyek és szervezetek
iranyaban nem vallalnak semmilyen feleldsséget annak jogi orvoslasdra, ha valamely
felhasznal6 a HuVetA-ban/SZIA-ban engedéllyel elhelyezett anyaggal torvénysérté modon
visszaélne.

Budapest, 201... év ................ ho ......... nap

alairas
szerzd/a szerzoi jog tulajdonosa

A HuVetA Magyar Allatorvos-tudomdnyi Archivum — Hungarian Veterinary Archive a
Szent Istvan Egyetem Allatorvos-tudomdnyi Konyvtar, Levéltar és Mizeum dltal miikodtetett
szakteriileti online adattar, melynek célja, hogy a magyar dllatorvos-tudomany és -torténet
dokumentumait, tudasvagyonat elektronikus formaban osszegyiijtse, rendszerezze, megorizze,
kereshetové és hozzaférhetove tegye, szolgaltassa, a hatalyos jogi szabalyozasok figyelembe
vételével.

A HuVetA a korszerii informatikai lehetoségek felhasznalasaval biztositia a kénnyi,
(internetes keresogépekkel is miikodo) kereshetoséget és lehetoség szerint a teljes szoveg
azonnali eléréset. Célja ezek réven

- a magyar allatorvos-tudomany hazai és nemzetkozi ismertségének novelése;

- a magyar dadllatorvosok publikdcioira torténd hivatkozdsok szamanak, és ezen
keresztiil a hazai dllatorvosi folydiratok impakt faktoranak novelése;

- az Allatorvos-tudomanyi Kar és az egyiittmiikodS partnerek tuddsvagyondnak
koncentralt megjelenitése révén az intézmények és a hazai dllatorvos-tudomany
tekintélyének és versenyképességének novelése;

- a szakmai kapcsolatok és egyiittmiikodés elosegitése,

- a nyilt hozzdférés tamogatdsa.

A SZIA Szent Istvan Archivum a Szent Istvan Egyetemen keletkezett tudomadnyos dolgozatok
tara.
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