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1.Bevezetés

1.1.A tej, mint taptalaj

A tej egy komplex, magas tapanyagtartalmu, faj-specifikus folyadék, melynek célja az emlds
utod tapanyagigényének kielégitése, de szdmos egyéb szereppel is rendelkezik az ivadék
fejlédése folyaman. Biologiai aktivitdsa a benne talalhatdé immunsejtek és aktiv molekuldk
(cukrok, nulkeotidok, lipidek, antimikrobidlis proteinek, cytokinek, és egyéb immunmodulans
faktorok) eredménye (Addis et al, 2016). Amellett, hogy tamogatjak az jsziilétt fejletlen
immunrendszerét, az immunregulator anyagok fontos szerepet jatszanak a togy
védekezorendszerének elemeként, valamint védik a tégyet a patogén és opportunista

baktériumok kartételétél ( Derakhshani, Hooman, 2018).

Emberi fogyasztasra tobbféle allati eredetli tej keriilhet (pl. tehén-, kecske-, juh- és bivalytej).
Magas tapanyagtartalma, kozel neutrdlis pH-ja és magas vizaktivitdsa miatt idedlis
kornyezetet biztosit sokféle mikroorganizmus novekedéséhez (Quigley et al, 2013). Ezek a
mikrobak kiilonbozo forrasokbdl keriilhetnek a tejbe, és kiilonféle szerepeket tolthetnek be.
Felgyorsithatjdk ~a  fermentaciot  (Lactococcus,  Lactobacillus,  Streptococcus,
Propionibacterium és bizonyos gomak), romlast okozhatnak (Pseudomonas, Clostridium,
Bacillus és egyéb sporaképz6 hétiirdé mikroorganizmusok), hozzajarulhatnak az egészség
tamogatasahoz ( lactobacillusok és bifidobacteriumok) vagy betegséget okozhatnak (Listeria,
Salmonella, Escherichia coli, Campylobacter és mycotoxin termelé gombak) (Quigley et al,
2013).

1.2.A mikrobiota befolyasa a tejtermékekre

A tej mikrobiomjanak Osszetétele kozvetlen hatdssal bir a késziild tejtermékekre. A
fermentaciot beinditdé mikroorganizmusok a laktattermeléssel befolyasolhatjak a késztermék
izét, allagat és organoleptikus tulajdonsagait. Bizonyos mikrobdk negativan tudjak
befolydsolni a tej] mindségét és eltarthatosdgat. A psychrotolerans baktériumok, melyek
hiit6hémérsékleten is képesek szaporodni, az altaluk termelt extracellularis lipaz és proteaz

enzimek altal a termék romlasat idézhetik el6 (Quigley et al, 2013).

Altaldnosan elfogadott, hogy a tejsavanyité baktériumok (egy baktériumcsoport, amelyek a
laktozt laktattd fermentdljak) domindlnak a pasztérozés elotti tehén, juh €s bivalytejben. A

legelterjedtebb tejsavanyitdo baktériumok kozé tartoznak a Lactococcus, Lactobacillus,



Leuconostoc, Streptococcus és Enterococcus fajok. Pszichotrop populaciok ( altalaban
Pseudomonas és Acinetobacter spp), melyek féleg a hiitott tarolas folyaman szaporodnak fel
(Quigley et al, 2013).

Az éllatok egészségére és a tejtermékek mindségére, fogyaszthatdosdgara gyakorolt hatdsa
miatt az elmult évtizedben jelentésen megnodvekedett az érdekl6dés a tej mikrobiota

Osszetételének és eredetének megértésére (Addis et al, 2016).
2.Célkittizés

A kutatds célja a magyar arutejben eléforduld tégypatogén mikroorganizmusok

eléfordulasanak reprezentativ felmérése volt.
3.Szakirodalmi attekintés

3.1. Tégygyulladés

A tejmirigy fertézése miatt kialakult mastitis a tejeld tehenek korében magas aranyban
eléforduld betegség, mely vilagszerte nagy gazdasagi veszteségeket okoz a tejiparban a
megtermelt tej mennyiségének csokkenése, mindségének romlasa, a betegség kezelésének
koltségei €s az allat korai selejtezése altal okozott kar miatt. A kozelmultban tobb kutatés
késziilt a togygyulladasok, kiilondsképpen a szubklinikai tégygyulladdsok hatterének
felderitésére és a kivaltd tényez6k megeldzésére. Kialakuldsdnak gyakorisagat és a
megtelepedni képes korokozo milyenségét a tej mikrobiomja is befolyasolja (Addis et al,
2016, Pang et al, 2018).

Az egészséges vagy mastitises toégybol vett tejmintakban jelenlévé mikrobiom nem
reprezentdlja az egész tejmirigyet, hanem csak a ciszternat és lehetségesen a tejmedencét, igy
a tej és a tejmirigy mikrobiomjat két kiilonb6zd dolognak tekintjiik. A tejmintakbol
kimutathaté mikrobiota szarmazhat egy fert6zott mirigybdl, a tégyon kiviilrél vagy mindkét
helyrdl, és elméletben tartozhatnak a tejmirigy ugynevezett természetes mikrobiotdjahoz

(Taponen et al, 2019).

A tejeld tehénben a tégy egy nyilt rendszer, amelybe baktériumok juthatnak a bimbdcsatornan
keresztlil a kiilvilagbol (Taponen et al, 2019). Tégygyulladas esetén, mint a gyulladasos
folyamatoknal altalaban, leukocytak és szérumproteinek aramlanak a fertézés helyére, amely

lehetévé teszi a tejben 1évé milliliterenkénti sejtszam, a szomatikus sejtszam indikatorként



val6 hasznalatat a monitoring vizsgalatoknal. A szubklinikai €s klinikai tégygyulladas koziil
az eldbbi becstilten akar 40-szer gyakoribb €s a helyi gyulladas klinikai tiineteinek hidnya
jellemzi, mig a klinikai mastitissel jaré gyulladasos valaszreakcid szemmel lathato elvaltozast
okoz a tejben, idénként a tégy duzzadésaval, kivorosodésével, és a szomatikus sejtszdm
novekedésével jar egyiitt (Addis et al, 2016). Togygyulladaskor mikrobak lehetnek jelen a
ductusokban ¢€s a mirigy mas teriiletein a patogén invazivitasatol, a fert6zés idotartamatol és
egyéb tényezoktol fliggden. Fejés soran terjedhet, kiilondsen nem megfelelé vakuumszint

hasznalata esetén (Taponen et al, 2019).

A tégygyulladast okozo baktériumfaj azonositasa a kés6bbi sikeres kezelés egyik alapvetd
feltétele. A baktériumtenyésztés jelenleg a leggyakrabban alkalmazott modszer, azonban a
klasszikus baktériumkultirdk hatranyai (a 48 6rds varakozds az eredményre, vagy hogy a
tégygyulladdsos mintak nagyjabol 25%-aban a standard tenyésztés nem mutat ki mastitist
okozd baktériumot) indokolttd tették mas, molekularis technikdk alkalmazasat a mastitis

diagnosztizalasara (Addis et al, 2016).

A tOgy és a tej mikrobiomja nagyon hasonlonak tekinthetd, azzal a kiillonbséggel, hogy a tejbe
nem csak az emldmirigyekben talalhatd, hanem a tégy kiilsd feliiletérdl és a kdrnyezetbdl
belekeriilé baktériumok is megtalalhatoak. Felvetddott egy, a togymirigyben természetesen

eléfordulé mikrobatarsulas (mikrobiota) lehetésége (Taponen et al, 2019).

Egyes feltételezések szerint a tdgygyulladas a tejmirigy mikrobiom diszbidzisanak
kovetkezménye lehet, és nem csak egyszerlien a patogén baktériumok bejutdsa ¢&s
elszaporodasa. Ez a hipotézis olyan kutatasok eredményein alapul, melyekben az egészséges
togynegyedekbdl szarmazd mintdk mikroba Osszetétele kiilonbozott a mastitises mintdbol
szarmazoktol.

Egy masik, valoszinlibb magyarazat a gyulladasos és egészséges negyedek mikrobiomja
kozotti kiilonbségre a tej Osszetételének valtozdsa mastitis esetén. A gyulladasos tej és savo
mas baktériumok névekedésének kezdvez mint a normal tej. A Lactobacillus, Bacillus subtilis
¢s Pseudomonas fluorescens -melyek nem tartoznak a tégypatogén baktériumok kozé-
novekedésének kedvezédtlen a gyulladasos tej, mig az ismert patogének kozé tartozo
Staphylococcus aureus és Escherichia coli a normal tejben van hatranyban (Taponen et al,

2019).



Egy 2018-ban publikalt kutatas az idGjaras hatasait vizsgalta a tej mikrobiomjara, ¢€s
nyomonkovette annak valtozasait 12 honapon keresztiil. A legvaltozatosabb baktériumkultarat
juniusban, a legszegényesebbet decemberben talaltak. Firmicutes, Actinobacterium és
Proteobacterium voltak a legnagyobb szamban megtalalhaté torzsek, melyek egymassal
egyensulyt tartottak fenn. Pseudomonas, Acinetobacter és Lactococcus fordultak el6
leggyakrabban a mintakban (>1%), és kis torzs mikrobiota (Actinobacter és Pseudomonas)
volt megfigyelhetd. A leginkabb befolyasold kornyezeti tényezdk a batrériumok tobbségénél
mind phylum, mind genus szinten a homérséklet és a paratartalom voltak. A hlivosebb
idéjaras ¢és a nagyobb mennyiségben el6fordulo Pseudomonas, Flavobacterium és
Propionibacter kozott korrelacid volt megfigyelhetd. Tovabba a
Pseudomonas/Propiobacterium ¢és a Lactobacillus/Bifidobacterium két szinergista part
alkottak. Ezen feliil a mikrobiota és a tejmindség kozotti Oszzefliggéseket is vizsgaltak,
melynek alapjan a nagy szamban fellelheté Propionibacterium és Pseudoalteromonas negativ
korrelaciot mutatott a teljes baktérumszammal, mely alapjan segitettek a tejmindség
megorzésésben, mig szdmos a kornyezetben fellelhetd mikroorganizmus hozzéjarult a nyers

tej romlasahoz (Nan Li et al, 2018).

3.2.Az endogén 1t hipotézis:

Felmeriilt a feltételezés, hogy a tejben 1évé mikroflora nem csak a tégyet kiviilrél kolonizalo
baktériumok eredménye. A boOr és tejmintajaban 1év6 baktériumok genotipusa kiillonbozott
ugyanabbol az egyedbdl vett mintdk €és ugyanazon baktériumfajok esetén. Ezen kiviil a
Bifidobacteriumok szigortan anaerob baktériumok, ezért nem szdrmazhatnak a kornyezetbol.
Tobb cikkben felvetették egy entero-mamillaris Gt lehetdségét egyes mikrobaknak arra a
tulajdonsagéra alapozva, hogy azok képesek elhagyni a bél lumenét, bejutni a mesenterialis
nyirokcsomokba €s azon keresztiil elérni a tégymirigyet.
Az endogén Ut lehet6ségét egérkisérletekkel vizsgaltak. Bar a mechanizmus nem teljesen
tisztazott, nagy valdszinliséggel immunsejtek, kiillondsképpen dendritikus sejtek jatszanak
szerepet a folyamatban (Addis et al, 2016). Kér6dzékben azonban ez a kapcsolat a belek és a
tégy immunrendszere kozott nagyon gyenge, a helyi védelmet biztositd lymphocytak
nagyrésze a periférids nyirokcsomokbol szadrmazik, nem pedig olyan nyalkahartya

feliiletekrdl, mint a bél (Derakhshani, Hooman, 2018).

A hematogén és lymphogén terjedés lehet6sége meriilt fel egyes patogéneknél (Mycoplasma

bovis és Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis), melyek képesek a tégybe jutva



togygyulladas kialakitasdra. Fontos azonban megjegyezni, hogy ezen patogének tejbdl,
szovetekbOl és nyirokcsomokbol torténd egyidejii kimutatasa nem elegendd bizonyiték a
bimbdcesatornan keresztiil torténd fertdzodés helyett. Hasonloképpen, egyes bél eredetii
baktériumoknak a bélsarbol, tej szomatikus sejtjeibdl, €s vérben 1évo leukocytdkbol valod
egyideji kimutatdsa egészséges tehenekben nem bizonyitja a bélbdl szarmazd mikrobak
endogén uton tOrténd migracidjat a tégybe. Bélbdl szarmazd baktrériumok nagy
mennyiségben lehetnek jelen a bélsarral szennyezett kornyezetben, ebbdl kifolyolag a
kornyezetbdl torténd fertdzddés nagy eséllyel lehet oka annak, hogy a keringdé lymphocytak
ezeket a baktériumokat tartalmazzak. Mindezek ellenére a bél-tégy endogén ut lehetséges
mechanismusanak felderitése tovabbi kutatast igényel, melynek eredményei 0 lehetéségeket
nyithatnak a tovdbbiakban a mastitis alternativ mddszerekkel (pl.: per os probiotikumokkal)

torténd kezelésére ( Derakhshani, Hooman, 2018).

Teheneknél a tej mintavétel viszonylag egyszerii a tobbi allatfajhoz képest. Tégygyulladas
egyedi szintli vizsgalatara steril mintavételi mod az ajanlott, de még igy sem lehetlink
biztosak, hogy a mintak semmilyen kontaminalé mikrobat nem tartalmaznak. Metzger 2018-
ban publikalt kutatdsa szerint a kiilonbozé almon tartott tehenek tejmintdjaban talalhatd
baktériumok Osszetétele kiilonbozik, ami arra enged kdvetkeztetni, hogy a kdrnyezet akkor is
hatassal van a tej mikrobiomjara, ha a tejminta vétele kozvetleniil a ciszternakbol torténik

(Taponen et al, 2019, Metzger et al, 2018).

A nem specifikus kimutatdsi moddszerek haszndlata a tégymirigy baktériumflorajanak
kimutataséra jelentds mennyiségii (1 informacié gyljtését teszik lehetdveé, de kritikus birdlatot
igényelnek. Ezek a vizsgélatok kiilonosen érzékenyek a kiils6 kontaminadciéra mind a

mitavételi, mintakezelési és a feldolgozasi fazisokban (Taponen et al, 2019).



3.3.Vizsgalt baktériumfajok
Escherichia coli

Az Escherichia coli egy gyakori, opportunista, kornyezeti tégypatogén korokozo a tejeld
tehéntelepeken. A fertézések legtobbszor klinikai tiinetekben manifesztalodnak. Jelenleg nem
irtak le olyan specifikus virulencia faktort, amely specifikusan elkiilonitené a mastitist okoz6
torzseket a tobbi E.coli torzstél. A klinikai tiinetek lefolyasanak stlyossaga, mely az enyhétdl
a sulyosig terjedhet, nagyban fligg a hordoz6 allat tulajdonsagaitol (Zadoks et al, 2011). A
mastitist okozd coliform baktériumok ko6zé tartozik az E. coli- és a Klebsiella fajok. A
patogén hatasuk a sejtfalban 1év0 endotoxinoknak koOszonhetd. Perakut mastitis esetén a
tehenek endotoxaemia miatt néhany napon beliil elhullhatnak. A coliform mastitis altalaban
onlimitaldo, nem okoz sulyos karosodast a parenchymaban, igy gydgyulast kovetden a
megtermelt tejmennyiség nem csokken jelentdsen. A laktacios ciklus barmely szakaszaban
eléfordulhat, azonban kozvetlen ellés utan, és az utana kovetkezé 2-3 honapban, valamit a

legnagyobb tejtermelésii egyedek fogékonyabbak a fertézédésre (Jain, 1979).
Corynebacterium bovis

Ez a baktériumfaj allatrol-allatra terjed, és altalaban enyhe foku tégygyulladast idéz eld
(Valko, 2014). A C. bovis jelentdsége a tégygyulladasos esetekben azonban tobb okbol nem
elhanyagolhat6. Ezen okok egyike a korokozé gyakori eléfordulasa, az érintett togynegyedek
akar 23,5%-kal torténd tejtermelés csokkenése és a megemelkedett SCC (Samea, 2017).

Prototheca zopfii

A Prototheca zopfii egyegysejtii alga, mely széleskdrben elterjedt a nyirkos, meleg
teriileteken. A korokozoval vald fert6z6dés a kornyezetbdl torténik. A P. zopfii altalaban
szubklinikai, kronikus tégygyulladast okoz nagyon magas szomatikus sejtszammal, azonban
akut, tiinetekkel kisért forma is el6fordulhat. Akut esetekben savds-gennyes gyulladés
figyelhetd meg nagy mennyiségli algasejtekkel a tejben, a bélben és a macrophagokban.
Mikrogranulomékat kialakito proliferativ folyamatok szintén jellemzdek. A fert6zés helyileg
altalaban enyhe tiinetekkel jar, szisztémas tiinetek nem jellemzdek. A legjellemzdbb klinikai
tlinet a csomos, vizes allagh tej. A csokkent tejtermelés mellett altaldban csak a tartdésan
magas szomatikus sejtszam utal a tégynegyed szubklinikai fertézottségére. A P. zopfii a

kornyezeti korokozok kozé tartozik. A hianyos fejés eldtti fertétlenitésnek jelentOs szerepe



van a fertézés kialakulasaban. A t6gybimbo sériilések prediszponaljak a tehenek a Prototheca
fertdzésekre is, igy a fert6zés megelézéséban fontos szerepet tolt be a fejogépek megteleld
allapota és bedllitasa. Ez a kérokozd sokdig életképes a szarazondallo tehenek tégyében is. A
tovabbi kontaminacié veszélye és a kezelési nehézségek miatt a fert6zott allatok selejtezésre

keriilnek (Janosi et al, 2001).
Staphylococcus aureus

A Staphylococcus aureus az egyik leggyakoribb szubklinikai tégygyulladast okozé
baktérium. Bar néhany eset klinikai tégygyulladasba fordulhat at (kiilonosen ellés utan), a
fert6zés altalaban szubklinikai, az emelkedett SCC mellett nem okoz érzékelhetd valtozast a
togyben vagy a tejben (Petersson-Wolfe et al, 2010). Gangrénas tégygyulladas leggyakrabban
fiatal teheneknél, ellés utan fordul el6 (Jain, 1979).

A tégy fert6zddése, a korokozo tovabbvitele foleg fejoberendezésekkel torténik. A tejutakban
perzisztalo fertdézést okoz. A bejutés tipikusan a tégybimbon keresztiil torténik, ebbdl adodoan
kezdetben a bimbocsatorna és a tejmedence szdveteit karositja a korokozo, mely idével
hegszovet képzOodéséhez vezet. A Dbaktérium felfelé halad a ductusokban, majd az
alveolusokban telepszik meg. A neutrophil sejtekben, melyek megprobaljdk elimindlni,
képesek dormant allapotba keriilni, majd a sejt halalaval folytatni fertdzési ciklusukat.
Toxinokat termel, melyek karositjak a sejtmembrant, igy kozvetlen is pusztitva a tejtermeld
szovetet, és gyulladast alakitanak ki (Petersson-Wolfe et al, 2010). Az a-toxin potencialisan a
legszovetkarositobb hatasu, ugyanis vazokonstrikcidt okozva a szovetek ischemias
nekrozisahoz és liszkosodéséhez vezet. A baktérium altal termelt koaguldz enzimnek a
phagocitozis elleni védekezésben van szerepe, ugyanis gatolja az immunsejtek fertdzés

helyére jutasat (Jain, 1979).

Fert6zéskor az alveolusok és ductusok karosodasa miatt csokken a tejtermelés, elzarodasok
alakulhatnak ki a tejutakban, melyek tovabbi hegképzddéshez ¢€s termeléscsokkenéshez
vezetnek. A kialakult abszcesszusok tapinthaté méretiiek lehetnek a tégy belsejében. Ezek az
elzarodott teriiletek kés6bb megnyilatnak, a benniik 1évd baktériumtomeggel tovabb fertézve
a tejmirigyet. A kezelés a baktériumok fehérvérsejtekben torténd talélése, az elzarodott
ductusokban toérténé megbuvasa és szaporodasa miatt igen nehéz (Petersson-Wolfe et al,
2010). A baktérium phagocitézis elleni védelmében szerepet jatszik: az a-toxin, ami karositja
a neutrophylokat, a protein A antiphagocyta hatasa, bizonyos bakterialis anyagok, amik védik

a sejten beliili pusztulastol (Jain, 1979).



Koagulaz negativ Staphylococcusok (CNS)

A Staphylococcus nemzettség koaguldz pozitiv staphylococcus fajokra (CPS) és koagulaz
negativ Staphylococcus fajokra (CNS) lehet osztani az alapjan, hogy képesek-e plazma
koagulaciora. A CNS-ek sok orszagban az egyik leggyakrabban detektalt mastitist okozo
patogének kozé keriiltek. Opportunista fajok, fém eszk6zokhoz tapadnak ahol biofilm réteget
képeznek, amely segiti a kornyezetben valo talélésiiket. A biofilm képzd képességiik segiti a
fejoberendezésen és a fejé személyzet kezén torténd perzisztalasukat, melyek ezen fajok 6
fert6zési forrasai. Koagulaz negativ Staphylococcusok kozé tartozik a S. warneri, S.
epidermidis, S. chromogenes, S. sciuri, S. xylosus, valtakozo6 negativ és pozitiv az S. hyicus
(Jakeen et al, 2013).

A koaguldz negativ Staphylococcus fajokat a mastitist okozd pathogén baktériumok kozott
tartjak szamon, am csak néhany lett koziiliik rendszeresen kapcsolatba hozva szarvasmarhak
klinikai vagy szuklinikai tégygyulladasanak okozodjaként. Az egyik faj, mely rendszeresen
izolalasra keriil szubklinikai mastitisben szenvedd allatok tejéb6l a Staphylococcus
epidermidis. A tobbi mastitist okozé CNS fajjal szemben a S. epidermidis altalaban nem
képezi a marha bdrén vagy nyélkahartydjan €16 természetes mikroflora részét, azonban S.
epidermidis az emberi b6ron az egyik leggyakrabban el6forduld baktérium. Jelentds szerepet
jatszhat a fejészemélyzet a fert6zés tovabbvitelében, akik a napi téggyel val6 kontaktus soran
atadhatjak a koérokozot. A tégy -nem megfeleld fejési technika vagy fejoberendezés miatt-
meggyengiilt helyi védekezérendszere szintén hozzajarul a S. epidermidis fert6zés
kialakulasahoz (Thorberg et al, 2006).

Streptococcus agalactiae

A Streptococcus fajok a fobb togygyulladast okozod korokozok kozé sorolhatok.
A Streptococcus agalactiae altalaban szubakut vagy kronikus lefolyasu tégygyulladast okoz
periodikus akut fellangolasokkal. A fertdzott tdgyszovet pusztuldsa iddvel csokkent
tejtermeléshez vagy a tejtermelés teljes megsziinéséhez, agalactidhoz vezet. Mivel a
baktérium nem ¢l tGl hosszasan a kornyezetben, az eradikacidja egyszeriibb mas

togypatogénekhez viszonyitva (Jain, 1979).



Streptococcus dysgalactiae

A Streptococcus uberis és Streptococcus dysgalactiae a tégyon kiviil, a kdrnyezetben és az
allatok testfeliiletén is képes hosszu ideig életben maradni, igy elleniik nehézkesebb a
védekezés. Ezek a baktériumok hajlamositd tényezOk hatasara kolonizaljak a tégyet. Akut és
kronikus tégygyulladast is okozhatnak, de altalaban szubklinikai fert6zottséggel jarnak (Jain,
1979).

Streptococcus uberis

A Streptococcus uberis egy Gram pozitiv, aerotolerans, parokat ¢és lancokat alkotd coccus.
Pozitiv aesculinprébat eredményeznek, és 95% termel P-galaktoziddz enzimet, aminek
segitségével el lehet kiiloniteni az aesculinhidrolizalo enterococcusoktdl. Modositott Rambach
agaron kék szinli telepeket képez, mig a S. agalactiae, S. dysgalactiae és az Enterococcus
faecalis nem metabolizaljak a propilén-glikolt, voros koloniakat képeznek, és nem termelnek
B-galaktoziddz enzimet. Egy szerologiailag heterogén faj, ezért epidemoldgiailag nagy
heterogenitas jellemzi. A Streptococcus uberis képes kitapadni a tégymirigy epithelium falara
¢és bejutni a sejtbe egy adheziv molekula, a Streptococcus uberis adhesion molecule (SUAM)
segitségével. Hyaluroniddz enzimet termel, mely segiti a baktérium szovetekben torténd
terjedését. A tejben talalhat6 lactoferrint haszndlja fel a baktérium a novekedéséhez sziikséges
vasigény kielégitésére. Kolonizalja az allatot és annak életterét is. Kimutattdk mar az allatok
ajkarol, tonsillabol, szajiiregbdl, borfeliiletrdl és bélrendszerbdl, 1égzérendszerbdl, iiriilekbadl
¢s fertdzott tégybol. A tehenek leggyakrabban a szérazondllas folyaman fertézddnek
(Kromker et al, 2014). Fert6zott telepeken a Str. uberis fertézések fellangolasa szezonalis
jelleget mutatott, és fiiggott az allat koratol és laktacids ciklusatol. Télen magasabb volt a
fertdzottek aranya, foként az iddsebb, laktacios ciklusuk elején jaro tehenek betegedtek meg.

A legritkabb el6fordulas nyaron, a szarazon allo tehenek kozott volt (Jain, 1979).
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3.4.A DNS szekvenalas torténeti attekintése

A biologiai mintak nukleinsav sorrendjének meghatarozasa szamos kutatasi folyamat fontos
Iépése. Az 1.4bra a kiilonboz6 szekvenalési technikdkat mutatja be. Az elsd két széleskdrben
ismertté valt szekvenalasi modszer a Maxam ¢és Gilbert altal publikalt kémiai hasitdson

alapulé modszer, és a Sanger-féle lancterminacié (Heather és Chain, 2016).
Kémiai hasitas

Ezen moddszerrel a szekventéalni kivant DNS darab kinyerhetd, példaul plazmid restrikcids
emésztésével, majd az igy nyert fragmentumok elektroforézises szeparalasaval ¢és a
felhasznaland6 szakasz izolalasaval. Az igy kapott DNS szaksz 3 és 5° végpontjait alkalikus
foszfataz és polinukleotid kindz (5 jelolés) vagy terminal transzferaz (3’ jelolés) segitségével
jelolik. Ezt kovetden a duplaszali fragmentumot denaturaljak, majd az igy nyert szimpla szala
fragmenteket poliakrilamid gél elektroforézissel szeparaljak, majd izolaljak, ezzel lehetvé
téve az egyes szalak szekvenalasat. A kémiai hatitason alapulé moédszer alkalmazasa két 6
hatrany miatt nem terjed el. Az egyik a veszélyes alapanyagok (a hydrazin neurotoxikus), a
masik pedig hogy nagy mennyiségli DNS sziikséges a kivitelezéséhez. Mindezek ellenére ez a
modszer lehetdséget jelenthet rovid fragmentumok meghatdrozésara, vagy ha a
szekvenalashoz sziikséges primerek megtervezése problémakba iitkézik (Miodrag Guzvic,

2013).
Sanger-féle szekvenalas

Frederick Sanger 1970-es években publikalta a lancterminacion alapuld modszerét. A kémiai
hasitasos modszerrel szemben, ez a metddus DNS polimeraz, egyszalt DNS templat, deoxi-
¢s radioaktiv vagy fluoreszcens jeldléssel ellatott 2,3-dideoxinukleotidok felhaszndldséval
szekvenalja a DNS-t egy polimerizacios reakcidoval. Négy csOben parhuzamosan folyik a
reakcid, melyekben a négy féle ANTP (deoxiribonukleotid-trifoszfat) (AATP, dCTP, dGTP, és
dTTP) mellett -amik mindegyik kozegben megtalalhatdbak- minden csébe mas-mas
dideoxinukleotid (ddATP, ddCTP, ddGTP, vagy ddTTP) keriil kis mennyiségben. Azokon a
pontokon, ahol ANTP helyett ddNTP beépiilés torténik, a lanc polimerizacidja megszakad, igy
kiilonboz6é hosszusagu lancokat nyeriink, melyek poliakrilamid gélen futtatva méret szerint
szétvalaszthatok. Mivel a termindcios pontok ismertek, a négy féle mintabol dsszeolvashaté a

DNS szekvenciaja (Miodrag Guzvic, 2013, Babay et al, 2015).
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3.5.Uj generacios szekvenalasi eljarasok

Az 10j generacids szekvendlasi eljardsok (next generation sequencing — NGS) a korabbi
(Sanger-féle szekvenalas) modszerekhez viszonyitva nagysagrendekkel felgyorsitottak a
bazissorend meghatarozas sebességét a massziv, parallel szekvenalasi reakciok altal,
jelentdsen kedvezdbb aron. Altaldnossagban négy f6 1épést kiilonithetiink el: 1. a minta
elokészitése, 2. génkonyvtar-generdlds, 3. klonalis amplifikacid, 4. nukleotidsorrend
megallapitasa. Az eldkészités soran a DNS molekulat fizikai behatdssal, vagy enzimatikus
emésztéssel 50-500 bazispar nagysagu egységekre daraboljak. A konyvtarkészités soran a
kiilonb6z6é nukleinsavsorrendii fragmentumokra adapter szekvenciakat kapcsolnak. A DNS
fragmentumok felsokszorozdsa a klonalis amplifikdci®6 soran, melynek szerepe a
fluoreszcencia jelek felerdsitése, legtobbszor polimeraz lancreakcidoval (PCR) torténik. A
sokszorositott templatok nukleotidsorrendjének meghatdrozasara tobb moddszer 4ll
rendelkezésre, melyek a szintézisalapu ¢€s a ligacio alapu szekvenalds, a piroszekvendlas, a
reverzibilis terminacion alapuld szekvenalas és a szemikonduktor-szekvenalas (Babay et al,

2015, Balicza, 2018).
Piroszekvenalas

A piroszekvenalds Iényege a komplementerszal bazisainak egyesével torténd beépitésén ¢€s
azok biolumineszcenciaval torténd detektaldsan alapul. Az egyszala DNS templathoz egymas
utan adjak hozza a négy féle nukleotidot, a be nem épiilt ANTP-t pedig enzimatikusan bontjak
a kovetkezd nukleotid hozzdadéasa eldtt. A DNS polimeraz segitségével torténd beépiilés
kovetkezményeképp pirofoszfat keletkezik, amelyet az ATP foszforilaz enzim ATP-vé alakit.
Az igy keletkezett ATP katalizalja a jelen 1év0 luciferin oxyluciferinné torténd konverziojat a
luciferaz enzim segitségével, ami lathato fényjelenséget eredményez (Cummings et al, 2013).
A megndvekedett fényitenzitas tobb nukleotid beépiilését jelzi. A képzddott fényt kameraval
detektalhatd, az igy érzekelt sorrend €s intenzitds alapjan pedig leirhaté a DNS szekvenciaja

(Babay et al, 2015).
Szemikonduktor-szekvenalas

A szemikonduktor-szekvenalas hasonl6 elv szerint miikodik, mint a piroszekvenalas, fény
helyett azonban a kibocsajtott protonok (hidrogén ionok) érzékelésével torténik a

nukleotidsorrend meghatarozas (Babay et al, 2015).
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Reverzibilis terminacio

[llumina szekvenalds soran a DNS fragmentumokat a klonalis amplifikaci6 soran bridge-
PCR-rel felsokszorozzak, majd reverzibilis termindciéval szekvendljadk. A beépiild
nukleotidok 3’-OH csoportja védett, €s fluoreszcens anyaggal van jelolve. A DNS polimeraz
egyesével épiti be a modositott nukleotidokat. A négy féle bazist kiilonb6zo fluoreszcens
anyagok jelolik, melyek felvillanasa jelzi a nukleotid beépiilését és lehetové teszi azok
elkiilonitését. A beépiilés utan szabaddéd valik a 3’-OH csoport a termindcios szigndl és a

fluoreszcens anyag lehasadasaval, igy folytatodhat tovabb a reakcié (Ambardar et al, 2016).

Szekvenalasi eljarasok
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4, Anyag és modszer

4.1 Mintavétel

A mintakat az MTKI Kutato-Elelmiszervizsgald és Nyerstej Min6sitd Laboratoriumaba,
Budapestre érkezé mintak képezték, melyek levétele a Magyar Elelmiszerkonyv (Codex
Alimentarius Hungaricus) Hivatalos Elelmiszervizsgalati Modszergytijtemény 3-2-1/2004
szamu iranyelve - A nyerstej arkonzekvens mindsitésének mintavételi és vizsgalati modszerei
3. kiadas 2013. - irdnyelv a vizsgalati modszerekre, valamint a vonatkoz6 rendeletben

hivatkozott dokumentum a mintavétel végrehajtasdnak szabalyozasara - szerint tortént.

A vizsgédlatba néhany kivétellel valamennyi magyarorszagi d4rutej termeld gazdasag

szolgaltatott mintat.

A mintak a kutatidsban szerepld vizsgalatok elvégzésére Szegedre, a Seqomics Kft.-hez
keriiltek szekvenalasra. A megyénként vett mintdk szdmat az 1. tablazat mutatja. A mintak
anonimitasa ¢és a koltségesokkentés érdekében a mintdk poolokban lettek felhaszndlva,

melyekben 3-6 minta kertilt elegyitésre.

1. tablazat: A mintak szam szerinti eloszlasa, megyékre bontva, alfabetikus sorrendben

Mintaszamok szarmazasi hely szerinti csoportositasa
Megye Mintak szama
Baranya 38
Bacs-Kiskun 55
Békés 43
Borsod-Abatj-Zemplén 33
Csongrad 38
Fejér 40
Gyér-Moson-Sopron 75
Hajdu-Bihar 90
Heves 8
Komarom-Esztergom 11
Nograd 13
Pest 48
Somogy 33
Szabolcs-Szatmar-Bereg 56
Jasz-Nagykun-Szolnok 46
Tolna 62
Vas 38
Veszprém 33
Zala 22
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4.2. Alkalmazott szekvenalasi eljaras

A DNS izolalas és a 16S rDNS amplikon PCR

A dusitott mikrobialis DNS kimutatasahoz mintanként 10 ml tejet centrifugaltak 4000 g-vel,
4°C-on 10 percig, és a DNS-t pelletekkel izolaltdk a Dneasy UltraClean Mikrobial Kit
(Qiagen) hasznalataval a gyart6 utasitasai szerint. A 16S rDNS-alapu kozosség profilalashoz a
16 S génen taldlhatd V3 és V4 valtozd régiokat fedé amplikonokat a 16 S Metagenom
Szekvenalasi Konyvtar Készitési Utmutatd (Metagenomic Sequencing Library Preparation
Guide) altal ajanlott primer hasznalataval készitették. A PCR reakciok a KAPA HiFi HotStart
Ready Mix (KAPA Biosystems) hasznalataval torténtek az Illumina altal kiadott 16S

Metagenomic Sequencing Library Preparation Guide alapjan.
16S rDNS amplikon szekvenalas és adatkezelés

A tejmintakban talalhato baktériumtarsulas alkotoinak pontos meghatarozasahoz Illumina 16S
rDNS amplikon szekvenalast végeztek. ,,Paired-end” konyvtarakat készitettek a NEBNext®
Ultra™ II DNA Library Prep Kit for Illumina (Cat.Num.: E7645L) alapjan. A ,,paired-end”
fragmentum read-eket az Illumina MiSeq szekvenald és a MiSeq Reagent Kit v2 (500-cycle)
segitségével készitették. Az elsédleges adatelemzés (base-calling) Bbcl2fastg™ software
(v2.17.1.14, Nllumina) hasznalataval tortént. A read-eket CLC Genomics Workbench Tool
9.5.1 segitségével mindség és hossz alapjan trimmelték ugy, hogy a fennmarad6 readek
hosszisaga minimum 50 nukleotid legyen. A trimmelt szekvencidk analizalasra kertiltek,
majd a legijabb SILVA rDNS adatbazis hasznéalatdival BLASTN alignment-et végeztek. A
Downstream taxonomiai elemzés €s a megtartott mintdk vizualizadldsa a MEGANG6 software
(Huson et al. 2007) hasznalataval tortént. 16S Percent Idetity Filtert hasznaltak plusz
szlir6ként a 16S amplikon olvasatok specifikus taxonomiai szintre torténd sorolasahoz. A
szir6 minimalis értéke 97%-ra volt allitva a nemzetség szintii besorolashoz. Az
Osszehasonlitdsok és a tovabbi elemzés eldtt a read szdmok normalizélasra keriiltek a minta

méretébdl eredd hatasok elkeriilésére.
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4.3.A kiértékelés modszerei

A 836 mintabol 6sszesen 54 db minta kertilt kizarasra, igy 782 minta elemzése tortént meg.

A mintak az atlagos napi tejmennyiség alapjan lettek csoportositva. 86 poolt sikeriilt azonos
atlagos napi tejtermelésti telepekkel feltdlteni, a kimaradt mintak koziil pedig az atlagos napi
termelésben egymashoz legkdzelebb esé telepek mintai keriiltek egy poolba. Osszesen 141

pool kertilt kialakitasra.

Az elemzések elvégzésére az R version 3.6.0 — Planting of a Tree programmal keriilt sor. Az

eredményekrol deskriptiv statisztikai elemzés késziilt.

A vizsgalat soran csak a patogén baktériumok jelenléte keriilt kimutatisra, az egyes
poolokban talalhaté baktériummennyiség megallapitasahoz tovabbi vizsgalatokra nem kertilt
sor. Ezen adatok alapjan a kozegészségligyi vonatkozasokkal vagy a klinikai betegség

prevalenciajaval kapcsolatban nem lehet kovetkeztetést levonni.

A kimutatott patogén baktériumok alapjan két hatarérték kozé sorolhatjuk az érintett
tejmennyiséget. A legkisebb befolyasolt/szennyezett tejmennyiség abban a lehetdségben
torténik, ha a kimutatott patogén a vizsgalt poolt alkoto, elegyités eldtti mintak koziil csak az
egyikben, mégpedig a legkisebb tejmennyiséget reprezentaldé mintaban volt jelen. Ehhez a
poolban taldlhatd legkisebb atlagos tejtermelésti teleprél szarmazd minta altal reprezentalt

térfogattal kell szdmolni.

A patogén baktériumok altal szennyezhetett legnagyobb maximum tejmennyiséget akkor
kapjuk, ha feltételezziik, hogy a poolt alkotd Gsszes mintaban jelen volt a korokozo, és a

telepek atlagos tejtermelésének 6sszegeével késziilnek a szamitasok.

A minimalis és maximalis érintett térfogatokat a szazalékok kiszamitasdhoz a vizsgalt nyerstej
korabban emlitett Gssztérfogatat (4,3133)(106 liter), majd termelési csoportonkénti térfogatait
felhasznalva lettek kiszdmitva kis, kdzepes és nagytermelésii telepek kategoridkban. Az igy
kapott szazalékos eredmény megmutatja, hogy a magyar nyerstejben minimum ¢és maximum

hany szazalé¢kban talalhaté meg az adott togypatogén korokozo.
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5.Eredmények

A kutatds  sordn  vizsgalt nyerstej  Ossztérfogata  4,3133x10°  liter  volt.
A legkisebb térfogatot reprezentdldo pool 300 liter nyerstej mikrobiomjat jellemezte,
a legnagyobb térfogatot reprezentdldo pool pedig 3,46x10° liter nyerstej mikrobiomjardl
szolgaltatott adatokat. A jellemzett térfogatok medianja 7300 liter nyerstej. A 2. tdblazat a

poolok altal reprezentalt térfogatokat mutatja, termelési csoportokra bontva.

2. tablazat: A poolok altal reprezentalt térfogat, harom termelési csoportra bontva

Osszes pool | Kis tejterm. pool | Kozepes tejterm. pool | Nagy tejterm pool
Atlag 30, 590.780 11, 091.960 82, 565.220 195, 333.300
Minimum 300 300 45, 000 100, 000
Also kvartilis 1, 800 1, 750 66, 000 142, 250
Median 7,300 3,900 78, 000 174, 000
Fels6 kvartilis | 39, 200 17, 225 98, 000 228, 250
Maximum 346, 000 55, 600 138, 000 346, 000

Kis tejtermelésii telepek kozé azon telepek lettek sorolva, melyek atlagos napi tejtermelése
<10 000 liter, kdzepes termelésii telepek a 10 000 liter és 25 000 liter tej kozotti atlagos napi
termelésii telepek, nagy tejtermelésiinek pedig azok mindsiiltek, melynek atlagos napi

tejtermelése meghaladja a 25 000 litert.

A kis tejtermelésii telepek mintaibol 112 db pool kertilt kialakitasra, mig a kozepes termelésii
telepekébdl 23 db, a nagytermelésii telepekébdl pedig 6 db poolba lettek csoportositva a

mintak.
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3. tablazat: A kovetkez6 tablazat az egyes poolokban detektalt patogén baktériumfajok szamat

ismerteti.
Pl ek | PO e | PO | ek | P | e
Szama szama Szama szama

Pool 1 5 Pool 39 5 Pool 77 5 Pool 115 6
Pool 2 6 Pool 40 6 Pool 78 6 Pool 116 7
Pool 3 5 Pool 41 7 Pool 79 4 Pool 117 8
Pool 4 6 Pool 42 5 Pool 80 4 Pool 118 9
Pool 5 5 Pool 43 6 Pool 81 1 Pool 119 9
Pool 6 4 Pool 44 7 Pool 82 2 Pool 120 6
Pool 7 5 Pool 45 5 Pool 83 5 Pool 121 6
Pool 8 1 Pool 46 8 Pool 84 2 Pool 122 9
Pool 9 4 Pool 47 8 Pool 85 2 Pool 123 10
Pool 10 2 Pool 48 8 Pool 86 5 Pool 124 9
Pool 11 4 Pool 49 6 Pool 87 6 Pool 125 8
Pool 12 4 Pool 50 7 Pool 88 7 Pool 126 3
Pool 13 7 Pool 51 8 Pool 89 2 Pool 127 6
Pool 14 3 Pool 52 7 Pool 90 8 Pool 128 8
Pool 15 6 Pool 53 5 Pool 91 7 Pool 129 5
Pool 16 4 Pool 54 8 Pool 92 8 Pool 130 11
Pool 17 3 Pool 55 9 Pool 93 7 Pool 131 6
Pool 18 4 Pool 56 4 Pool 94 7 Pool 132 9
Pool 19 3 Pool 57 2 Pool 95 8 Pool 133 6
Pool 20 3 Pool 58 10 Pool 96 9 Pool 134 8
Pool 21 4 Pool 59 3 Pool 97 5 Pool 135 9
Pool 22 4 Pool 60 4 Pool 98 8 Pool 136 10
Pool 23 7 Pool 61 4 Pool 99 7 Pool 137 7
Pool 24 7 Pool 62 6 Pool 100 8 Pool 138 5
Pool 25 9 Pool 63 4 Pool 101 5 Pool 139 6
Pool 26 7 Pool 64 2 Pool 102 6 Pool 140 5
Pool 27 8 Pool 65 2 Pool 103 5 Pool 141 5
Pool 28 7 Pool 66 5 Pool 104 7

Pool 29 9 Pool 67 5 Pool 105 8

Pool 30 7 Pool 68 6 Pool 106 7

Pool 31 6 Pool 69 4 Pool 107 6

Pool 32 7 Pool 70 5 Pool 108 6

Pool 33 8 Pool 71 4 Pool 109 8

Pool 34 9 Pool 72 3 Pool 110 6

Pool 35 9 Pool 73 5 Pool 111 9

Pool 36 10 Pool 74 10 Pool 112 8

Pool 37 4 Pool 75 3 Pool 113 10

Pool 38 6 Pool 76 5 Pool 114 8
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A 3. tablazatban lathato, hogy a 141 pool mindegyikébdl legalabb egyféle tégypatogén
korokoz6 detektalhatd volt. A poolok koziil kettd tartalmazott csak egy félét a vizsgalt
patogének koziil, 8-8 pool pedig két és harom féle korokozot. 17 pool volt, amelybdl négy
togypatogén faj volt kimutathatd, 23-23 poolbol 6t és hat, 20-20-bol pedig hét és nyolc
keresett korokozo jelenléte lett detektalva. 13 pool tartalmazott kilenc, 6 pool tiz, és 1 poolbol

pedig tizenegy togygyulladast okozo6 faj keriilt kimutatésra.

4., tablazat: Adott patogénnel kontaminalt poolok szdma Osszesen

Adott patogénnel kontaminalt poolok szdma

STREPTOCOCCUS UBERIS 7
STREPTOCOCCUS AGALACTIAE 78
STREPTOCOCCUS DYSGALACTIAE 26
STAPHYLOCOCCUS AUREUS 119
STAPHYLOCOCCUS EPIDERMIDIS 79
STAPHYLOCOCCUS HYICUS 1
STAPHYLOCOCCUS
CHROMOGENES 5
STAPHYLOCOCCUS SIMULANS 5
STAPHYLOCOCCUS WARNERI 107
STAPHYLOCOCCUS XYLOSUS 15
STAPHYLOCOCCUS SCIURI 28
CORYNEBACTERIUM BOVIS 131
PROTOTHECA ZOPFII 5
ESCHERICHIA COLI 120
KLEBSIELLA PNEUMONIAE 35
PSEUDOMONAS AERUGINOSA 90

A 4. tablazatban megfigyelhetd, hogy a négy leggyakrabban kimutatott korokozé a C. bovis,
az E. coli, a Staphylococcus aureus és a Staphylococcus warneri volt, melyeket tobb mint 100
poolban lehetett detektalni. A mintdk alapjan a legszélesebb korben eléforduld tégypatogén
korokozonak a Corynebacterium bovis bizonyult, mely a poolok 92,9%-abél kimutathaté volt.
Az Escherichia coli a poolok 85 %-at szennyezte. A Staphylococcus aureus a poolok 84,4%-

aban, a Staphylococcus warneri pedig a poolok 75,9%-aban volt megtalalhato.

Az 5., 6. és 7. tdblazatban a kimutatott tdgypatogének a telepek altal megtermelt tejmennyiség
szerint harom csoportba lettek sorolva, kicsi, kozepes és nagy termelésii telepek

kategoridkban.
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5. tablazat: Kis termelésii telepek pooljaibol kimutatott patogének

Adott patogénnel kontaminalt poolok szdma

STREPTOCOCCUS UBERIS 5
STREPTOCOCCUS AGALACTIAE 59
STREPTOCOCCUS DYSGALACTIAE 19
STAPHYLOCOCCUS AUREUS 97
STAPHYLOCOCCUS EPIDERMIDIS 65
STAPHYLOCOCCUS HYICUS 0
STAPHYLOCOCCUS
CHROMOGENES 3
STAPHYLOCOCCUS SIMULANS 2
STAPHYLOCOCCUS WARNERI 84
STAPHYLOCOCCUS XYLOSUS 14
STAPHYLOCOCCUS SCIURI 25
CORYNEBACTERIUM BOVIS 110
PROTOTHECA ZOPFII 4
ESCHERICHIA COLI 96
KLEBSIELLA PNEUMONIAE 30
PSEUDOMONAS AERUGINOSA 76

6. tdblazat: Kozepes termelésii telepek pooljaibdl kimutatott patogének

Adott patogénnel kontaminalt poolok szdma

STREPTOCOCCUS UBERIS 1
STREPTOCOCCUS AGALACTIAE 13
STREPTOCOCCUS DYSGALACTIAE 5
STAPHYLOCOCCUS AUREUS 16
STAPHYLOCOCCUS EPIDERMIDIS 11
STAPHYLOCOCCUS HYICUS 1
STAPHYLOCOCCUS
CHROMOGENES 2
STAPHYLOCOCCUS SIMULANS 3
STAPHYLOCOCCUS WARNERI 19
STAPHYLOCOCCUS XYLOSUS 0
STAPHYLOCOCCUS SCIURI 3
CORYNEBACTERIUM BOVIS 15
PROTOTHECA ZOPFlII 1
ESCHERICHIA COLI 18
KLEBSIELLA PNEUMONIAE 4

PSEUDOMONAS AERUGINOSA 12
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7. tablazat: Nagy termelési telepek pooljaibol kimutatott patogének

Adott patogénnel kontaminalt poolok szdma

STREPTOCOCCUS UBERIS 1
STREPTOCOCCUS AGALACTIAE
STREPTOCOCCUS DYSGALACTIAE
STAPHYLOCOCCUS AUREUS
STAPHYLOCOCCUS EPIDERMIDIS
STAPHYLOCOCCUS HYICUS
STAPHYLOCOCCUS
CHROMOGENES
STAPHYLOCOCCUS SIMULANS
STAPHYLOCOCCUS WARNERI
STAPHYLOCOCCUS XYLOSUS
STAPHYLOCOCCUS SCIURI
CORYNEBACTERIUM BOVIS
PROTOTHECA ZOPFII
ESCHERICHIA COLI
KLEBSIELLA PNEUMONIAE
PSEUDOMONAS AERUGINOSA
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A 8. tablazat az egyes patogén fajok altal lehetségesen szennyezett térfogatmennységeket
abrazolja, mig a 9., 10. és 11. tdblazatok ugyan ezt mutatjak meg, de termelési csoport szerinti

bontdsban. A tejmennyiség az alabbi tdblazatoknal literben van feltiintetve.

8. tablazat: Adott patogénnel kontaminalt poolok térfogata

Patogén faj Min. térf. (I) Max. térf. (I) Min. térf. (%) Max. térf. (%)
STREPTOCOCCUS UBERIS 53, 000 240, 500 1.229 5.576
STREPTOCOCCUS AGALACTIAE 572, 000 3, 068, 100 13.261 71.131
STREPTOCOCCUS DYSGALACTIAE 207, 250 1,101, 200 4.805 25.530
STAPHYLOCOCCUS AUREUS 688, 650 3,712,900 15.966 86.080
STAPHYLOCOCCUS EPIDERMIDIS 439, 650 2,186, 300 10.193 50.687
STAPHYLOCOCCUS HYICUS 11, 000 66, 000 0.255 1.530

STAPHYLOCOCCUS

CHROMOGENES 41, 200 167, 200 0.955 3.876
STAPHYLOCOCCUS SIMULANS 48, 900 273, 800 1.134 6.348
STAPHYLOCOCCUS WARNERI 596, 100 3, 096, 000 13.820 71.778
STAPHYLOCOCCUS XYLOSUS 45, 200 185, 200 1.048 4.294
STAPHYLOCOCCUS SCIURI 122, 350 570, 700 2.837 13.231
CORYNEBACTERIUM BOVIS 660, 600 3, 542, 300 15.315 82.125
PROTOTHECA ZOPFII 34, 000 153, 300 0.788 3.554
ESCHERICHIA COLI 690, 150 3,719, 200 16.001 86.226
KLEBSIELLA PNEUMONIAE 186, 000 937, 300 4,312 21.730
PSEUDOMONAS AERUGINOSA 415, 150 2,224,400 9.625 51.571
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9. tablazat: Adott patogénnel kontaminalt kis tejtermelésii telepeket tartalmazd poolok
térfogata

Patogén faj Min. térf. (I) Max. térf. (I) Min. térf. (%) Max. térf. (%)
STREPTOCOCCUS UBERIS 13, 000 78, 500 1.046 6.319
STREPTOCOCCUS AGALACTIAE 151, 000 765, 100 12.155 61.587
STREPTOCOCCUS DYSGALACTIAE 64, 250 329, 200 5.172 26.499
STAPHYLOCOCCUS AUREUS 231, 650 1, 193, 900 18.647 96.104
STAPHYLOCOCCUS EPIDERMIDIS 175, 650 888, 300 14.139 71.504
STAPHYLOCOCCUS HYICUS 0 0 0 0
STAPHYLOCOCCUS
CHROMOGENES 8, 200 35, 200 0.660 2.833
STAPHYLOCOCCUS SIMULANS 6, 900 41, 800 0.555 3.365
STAPHYLOCOCCUS WARNERI 196, 100 980, 000 15.785 78.886
STAPHYLOCOCCUS XYLOSUS 20, 200 85, 200 1.626 6.858
STAPHYLOCOCCUS SCIURI 72, 350 343, 700 5.824 27.666
CORYNEBACTERIUM BOVIS 239, 600 1, 239, 300 19.287 99.759
PROTOTHECA ZOPFII 23, 000 108, 300 1.851 8.718
ESCHERICHIA COLI 218, 150 1,110, 200 17.560 89.366
KLEBSIELLA PNEUMONIAE 86, 000 413, 300 6.923 33.269
PSEUDOMONAS AERUGINOSA 158, 150 824, 400 12.730 66.361

10. tablazat: Adott patogénnel kontaminalt kozepes tejtermelésti telepeket tartalmazéd poolok

térfogata
Patogén faj Min. térf. (I) Max. térf. (I) Min. térf. (%) Max. térf. (%)
STREPTOCOCCUS UBERIS 15, 000 62, 000 0.790 3.265
STREPTOCOCCUS AGALACTIAE 221, 000 1,131, 000 11.638 59.558
STREPTOCOCCUS DYSGALACTIAE 79, 000 426, 000 4.160 22.433
STAPHYLOCOCCUS AUREUS 257, 000 1, 347, 000 13.533 70.932
STAPHYLOCOCCUS EPIDERMIDIS 181, 000 891, 000 9.531 46.919
STAPHYLOCOCCUS HYICUS 11, 000 66, 000 0.579 3.476
STAPHYLOCOCCUS

CHROMOGENES 33, 000 132, 000 1.738 6.951
STAPHYLOCOCCUS SIMULANS 42,000 232, 000 2.212 12.217
STAPHYLOCOCCUS WARNERI 289, 000 1, 536, 000 15.219 80.885

STAPHYLOCOCCUS XYLOSUS 0 0 0 0
STAPHYLOCOCCUS SCIURI 50, 000 227,000 2.633 11.954
CORYNEBACTERIUM BOVIS 221, 000 1,131, 000 11.638 59.558
PROTOTHECA ZOPFII 11, 000 45, 000 0.579 2.370
ESCHERICHIA COLI 272,000 1, 437, 000 14.323 75.671
KLEBSIELLA PNEUMONIAE 74, 000 392, 000 3.897 20.642
PSEUDOMONAS AERUGINOSA 182, 000 954, 000 9.584 50.237
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11. tablazat: Adott patogénnel kontaminalt nagy tejtermelésii telepeket tartalmazd poolok

térfogata
Patogén faj Min. térf. (I) Max. térf. (I) Min. térf. (%) Max. térf. (%)
STREPTOCOCCUS UBERIS 25, 000 100, 000 2.133 8.532
STREPTOCOCCUS AGALACTIAE 200, 000 1,172,000 17.065 100
STREPTOCOCCUS DYSGALACTIAE 64, 000 346, 000 5.461 29.522
STAPHYLOCOCCUS AUREUS 200, 000 1,172,000 17.065 100
STAPHYLOCOCCUS EPIDERMIDIS 83, 000 407, 000 7.082 34.727
STAPHYLOCOCCUS HYICUS 0 0 0 0
STAPHYLOCOCCUS
CHROMOGENES 0 0 0 0
STAPHYLOCOCCUS SIMULANS 0 0 0 0
STAPHYLOCOCCUS WARNERI 111, 000 580, 000 9.471 49.488
STAPHYLOCOCCUS XYLOSUS 25, 000 100, 000 2.133 8.532
STAPHYLOCOCCUS SCIURI 0 0 0 0
CORYNEBACTERIUM BOVIS 200, 000 1,172,000 17.065 100
PROTOTHECA ZOPFII 0 0 0 0
ESCHERICHIA COLI 200, 000 1,172,000 17.065 100
KLEBSIELLA PNEUMONIAE 26, 000 132, 000 2.218 11.263
PSEUDOMONAS AERUGINOSA 75, 000 446, 000 6.399 38.055

A 2. 4bra a tégypatogénekkel szennyezett poolok szamat mutatja meg, a 3., 4., 5., 6. és 7.

abrak pedig ugyan ezen eredmények egyes patogénjeit, patogén csoportjait mutatjak be.

Erintett poolok szama (db)
50 75 100 125

o
N
(6)]

Corynebacterium bovis
Escherichia coli

Klebsiella pneumoniae
Prototheca zopfii
Pseudomonas aeruginosa
Staphylococcus aureus
Staphylococcus chromogenes
Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus hyicus
Staphylococcus sciuri
Staphylococcus simulans
Staphylococcus warneri
Staphylococcus xylosus
Streptococcus agalactiae
Streptococcus dysgalactiae
Streptococcus uberis

Togypatogén baktériumfajok

2. dbra Egyes patogénekkel szennyezett poolok szama
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Erintett poolok szama (db)
25 50 75 100 125

o

Escherichia coli

Klebsiella pneumoniae

Prototheca zopfii

gypatogén baktériumfajok

(0]

Pseudomonas aeruginosa

T

3. abra Gram- baktériumokkal és Profothecdval szennyezett poolok szama

Az E. coli szennyezettség 120 db poolbdl volt kimutathat6. A Klebsiella pneumoniae 35 db, a

Prototheca zopfii 5 db, a Pseudomonas aeruginosa pedig 90 db poolt kontaminalt.

Erintett poolok szama (db)

0 25 50 75 100 125
Corynebacterium bovis |
S Staphylococeus aureus |
ug Staphylococcus chromogenes l
2 staphylococous epidermicis |
—
:,i_% Staphylococcus hyicus I
© Staphylococcus sciuri _
Q
g Staphylococcus simulans .
g  Staphylococcus wameri |
g Staphylococcus xylosus -
&  Streptococous agalactize [
;.9 Streptococcus dysgalactiae _
Streptococcus uberis -

4. abra Gram + baktériumokkal szennyezett poolok szama

Corynebacterium bovis a vizsgalt poolok koziil 131-ben volt detektalhato. A Staphylococcus
fajok koziil Staphylococcus aureus 119 db, Staphylococcus chromogenes 5 db,
Staphylococcus epidermidis 79 db, Staphylococcus hyicus 1 db, Staphylococcus sciuri 28 db,
Staphylococcus simulans 5 db, Staphylococcus warneri 107 db, Staphylococcus xylosus pedig
15 db poolt kontaminalt. Streptococcus agalactiae altal 78 db, Streptococcus dysgalactiae
altal 26 db, Streptococcus uberis altal pedig 7 db pool volt szennyezett.
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Erintett poolok szama (db)
0 25 50 75 100 125

Prototheca zopfii

Tégypatogeén baktériumfajok

5. abra Protothecdval szennyezett poolok szama

Prototheca zopfii 5 db poolbdl volt kimutathato.

Erintett poolok szama (db)
25 50 75 100 125

o

Staphylococcus aureus
Staphylococcus chromogenes
Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus hyicus
Staphylococcus sciuri
Staphylococcus simulans

Staphylococcus warneri

Togypatogén baktériumfajok

Staphylococcus xylosus

6. abra Staphylococcus fajokkal szennyezett poolok szama

A Staphylococcus fajok koziil Staphylococcus aureus 119 db, Staphylococcus chromogenes 5
db, Staphylococcus epidermidis 79 db, Staphylococcus hyicus 1 db, Staphylococcus sciuri 28
db, Staphylococcus simulans 5 db, Staphylococcus warneri 107 db, Staphylococcus xylosus

pedig 15 db poolt kontaminalt.



Erintett poolok szama (db)
25 50 75 100 125

o

Corynebacterium bovis

Streptococcus agalactiae

Streptococcus dysgalactiae

Tégypatogen baktériumfajok

Streptococcus uberis

7. ébra Corynebacterium és Streptococcus fajok altal kontaminalt poolok szama

Corynebacterium bovis a vizsgalt poolok koziil 131-ben volt detektalhato. Streptococcus
agalactiae altal 78 db, Streptococcus dysgalactiae altal 26 db, Streptococcus uberis altal

pedig 7 db pool volt szennyezett.

A kovetkez$ abrakon (8.-13. abra) a kimutatott baktériumok altal szennyezett térfogat
abrazolasa lathato, a teljes vizsgalt tejmennyiség szazalékban megadva, abc sorrendben. Piros
szinnel az adott patogén altal legnagyobb szennyezhetett tejmennyiség, kék szinnel pedig a

legkevesebb szennyezett mennyiség kertilt &brazolasra.

Erintett nyerstej térfogata (%)
00% 250% 500% 75.0%

Corynebacterium bovis
Escherichia coli

Klebsiella pneumoniae
Prototheca zopfii
Pseudomonas aeruginosa
Staphylococcus aureus
Staphylococcus chromogenes
Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus hyicus
Staphylococcus sciuri
Staphylococcus simulans
Staphylococcus warneri
Staphylococcus xylosus
Streptococcus agalactiae
Streptococcus dysgalactiae
Streptococcus uberis

Erintett térfogat (%)

. Maximum
B Minimum

Tégypatogén baktériumfajok
'rr'r'r'r'rr'rrr

8. abra Egyes patogén baktériumok altal kontaminalt minimalis és maximalis térfogat (%)



Erintett nyerstej térfogata (%)
0.0%  250%  50.0%  75.0%

Escherichia coli

Klebsiella pneumoniae

Erintett térfogat (%)

. Maximum
. Minimum

Prototheca zopfii

Tégypatogén baktériumfajok

Pseudomonas aeruginosa

9. abra Gram- baktériumok és Prototheca altal kontaminalt minimalis és maximalis térfogat
(%)
Az Escherichia coli altal szennyezett tej a teljes vizsgalt térfogatra vonatkoztatva minimum
16.001 %-ot, maximum pedig 86.226 %-ot tett ki. Klebsiella pneumoniae a poolok altal
reprezentalt tejmennyiség minimum 4.312 %-aban, maximum 21.730%-aban volt jelen.
Pseudomonas aeruginosa a teljes tejmennyiségre vetitve minimum 9.625 %-ban , maximum
pedig 51.571%-ban volt jelen. Prototheca zopfii a teljes tejmennyiségre vonatkoztatva

minimum 0.788 szdzalékbol, maximum pedig 3.554 szazalékbol mutathato ki.

Erintett nyerstej térfogata (%)

0.0% 25.0% 50.0% 75.0%
Corynebacterium bovis
Staphylococcus aureus
Staphylococcus chromogenes

i
Staphylococcus epidermidis __
Staphylococcus hyicus Erintett térfogat (%)
Staphy uri
ap yococu.ls sciuri I_ . R ——
Staphylococcus simulans g o
Staphylococcus warneri . . Minimum

Staphylococcus xylosus

Tégypatogén baktériumfajok

Streptococcus dysgalactiae

|

=

Streptococcus agalactiae S —

=

Py
Streptococcus uberis '-

10. abra Gram + baktériumok altal kontaminalt minimalis és maximalis térfogata (%)



Erintett nyerstej térfogata (%)
0.0% 25.0% 50.0% 75.0%

Erintett térfogat (%)

Prototheca zopfii Maximum

. Minimum

Togypatogen baktériumfajok

11. abra Prototheca altal kontaminalt minimalis és maximalis térfogat (%)

Prototheca zopfii a teljes tejmennyiségre vonatkoztatva minimum 0.788 szazalékbol,

maximum pedig 3.554 szézalékbol mutathat6 ki.

Erintett nyerstej térfogata (%)
0.0% 250% 50.0% 75.0%

Staphylococcus aureus
Staphylococcus chromogenes

Staphylococcus epidermidis

Erintett térfogat (%)

Maximum
Staphylococcus sciuri L
ol . Minimum

Staphylococcus simulans

Staphylococcus hyicus

Staphylococcus warneri

Togypatogén baktériumfajok

Staphylococcus xylosus

12. abra Staphylococcus fajok altal kontaminalt minimalis és maximalis térfogat (%)

Staphylococcus aureus a poolok altal reprezentalt tejmennyiség minimum 15.966%-aban,
maximum 86.080%-aban, Staphylococcus epidermidis minimum 10.193%-aban, maximum
50.687%-aban, Staphylococcus hyicus pedig minimum 0.255%-aban, maximum 1.530%-aban
volt jelen. Staphylococcus chromogenes a teljes tejmennyiségre vetitve minimum 0.955%-
ban, maximum pedig 3.876%-ban volt jelen. Staphylococcus simulans a teljes tejmennyiségre
vonatkoztatva minimum 1.134%-bol, maximum pedig 6.348%-bol mutathaté ki. A poolok

altal reprezentalt tejmennyiségnek a Staphylococcus warneri 13.820-71.778, a Staphylococcus
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xylosus 1.048-4.294, a Staphylococcus sciuri pedig 2.837-13.231 térfogatszazalékaban
fordulhatott el6.

Erintett nyerstej térfogata (%)
00%  250% 50.0%  75.0%

Corynebacterium bovis

Streptococcus agalactiae

Erintett térfogat (%)

. Maximum
- Minimum

Streptococcus dysgalactiae

Tégypatogén baktériumfajok

Streptococcus uberis

13. abra Corynebacterium és Streptococcus fajok altal kontaminalt minimalis és maximalis
térfogat (%)

Streptococcus uberis a poolok altal reprezentalt tejmennyiség minimum 1.229%-aban,
maximum 5.576%-aban volt jelen. Streptococcus agalactiae a teljes tejmennyiségre vetitve
minimum 13.261%-ban, maximum pedig 71.131%-ban volt jelen. Streptococcus dysgalactiae
a teljes tejmennyiségre vonatkoztatva minimum 4.805%-bol, maximum pedig 25.530%-bol
mutathaté ki. Corynebacterium bovis a poolok altal reprezentalt tejmennyiség 15.315-82.125

térfogatszazalékaban fordulhatott eld.
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A kovetkezd abrakon (14.-19. abra) a kimutatott baktériumok altal szennyezett térfogat
abrazolasa lathato, literben megadva, abc sorrendben. Piros szinnel az adott patogén éaltal
legnagyobb szennyezhetett tejmennyiség, kék szinnel pedig a legkevesebb szennyezett

mennyiség keriilt abrazolasra.

Erintett nyerstej térfogata (1)
0e+00 1e+06 2e+06 3e+06

Corynebacterium bovis
Escherichia coli

Klebsiella pneumoniae
Prototheca zopfii
Pseudomonas aeruginosa
Staphylococcus aureus
Staphylococcus chromogenes
Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus hyicus
Staphylococcus sciuri
Staphylococcus simulans
Staphylococcus warneri
Staphylococcus xylosus
Streptococcus agalactiae
Streptococcus dysgalactiae
Streptococcus uberis

Erintett térfogat

. Maximum
. Minimum

Tégypatogén baktériumfajok
'\'|I'||'r'||-||||'I'HI

14. dbra A patogén korokozok altal kontaminalt minimalis és maximalis térfogat (1)

Erintett nyerstej térfogata (1)
0e+00  1e+06  2e+06  3e+06

Escherichia coli

Klebsiella pneumoniae Erintett térfogat

. Maximum
. Minimum

Prototheca zopfii

Tégypatogén baktériumfajok

Pseudomonas aeruginosa

15. abra Gram- baktériumok és Prototheca altal kontaminalt minimalis és maximalis térfogat

0
Escherichia coli a szamitasok alapjan 690,150 liter és 3,719,200 liter koz6tti tejmennyiséget

szennyezett. A Klebsiella pneumoniae minimum 186,000 liter, maximum pedig 937,300 liter



kozotti  tejmennyiséget szennyezett. A Pseudomonas aeruginosa altal kontaminalt

tejmennyiség minimum 415,150 liter, maximum pedig 2,224,400 liter.

Erintett nyerstej térfogata (1)

0e+00 1e+06 2e+06 3e+06
Corynebacterium bovis
Staphylococcus aureus
Staphylococcus chromogenes
Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus hyicus
Staphylococcus sciuri

Erintett térfogat

. Maximum
. Minimum

Staphylococcus simulans

Staphylococcus warneri

Staphylococcus xylosus
Streptococcus agalactiae
Streptococcus dysgalactiae
Streptococcus uberis

Tégypatogén baktériumfajok

16. dbra Gram + baktériumok 4ltal kontaminalt minimélis és maximalis térfogat (1)

Erintett nyerstej térfogata (1)
0e+00 1e+06 2e+06 3e+06

Erintett térfogat
Prototheca zopfii . Maximum

- Minimum

Tégypatogen baktériumfajok

17. abra Prototheca zopfii altal kontaminalt minimalis és maximalis térfogat (1)

A Prototheca zopfii altal szennyezett tejmennyiség 34,000 liter és 153,300 liter kozotti

mennyiségre teheto.
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Erintett nyerstej térfogata (1)
0e+00  1e+06  2e+06  3e+06

Staphylococcus aureus
Staphylococcus chromogenes

Staphylococcus epidermidis

Erintett térfogat

. Maximum
. Minimum

Staphylococcus hyicus
Staphylococcus sciuri
Staphylococcus simulans

Staphylococcus warneri

Toégypatogén baktériumfajok

Staphylococcus xylosus

18. abra Staphylococcus fajok altal kontaminalt minimalis és maximalis térfogat (1)

A Staphylococcus fajok koziil a Staphylococcus aureus szennyezettség 688,650 liter és
3,712,900 liter kozotti mennyiségre tehetd. Staphylococcus chromogenes a kapott adatok
alapjan 41,200 liter és 167,200 liter kozotti tejmennyiséget kontaminalt. Staphylococcus
epidermidis minimum 439,650 liter, maximum 2,186,300 liter tejetben lehet jelen.
Staphylococcus hyicus 11,000 liter és 66,000 liter, Staphylococcus sciuri 122,350 liter és
570,700 liter, Staphylococcus simulans pedig 48,900 liter és 273,800 liter kozotti
tejmennyiséget szennyezhet a kapott eredmények alapjan. A Staphylococcus warneri
minimum 596,100 liter, maximum 3,096,000 liter, mig a Staphylocccus xylosus minimum

45,200, maximum 185,200 liter tejet szennyez.
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Erintett nyerstej térfogata (1)
0e+00  1e+06  2e+06  3e+06

Corynebacterium bovis

Streptococcus agalactiae

Erintett térfogat

. Maximum
. Minimum

Streptococcus dysgalactiae

Tégypatogén baktériumfajok

Streptococcus uberis

19. abra Corynebacterium és Streptococcus fajok altal kontaminalt minimalis és maximalis
térfogat (1)

Corynebacterium bovis 660,600 liter és 3,542,300 liter koz¢é tehetd tejmennyiséget
kontaminalt. A S. agalactiae minimum 572,000 liter, maximum pedig 3,068,100 liter tejet
szennyezett. A S. dysgalactiae szennyezettség 207,250 liter és 1,101,200 liter kozotti
tejmennyiséget érint. A S. uberis altal szennyezett térfogat 53,000 liter és 240,500 liter kozotti

mennyiségre teheto.
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6. Kovetkeztetések

A vizsgélatok eredményei hidnypotloak a magyarorszagi arutej termeld allomanyokbol
szarmazo6 tanktejekben el6forduld tégypatogén mikroorganizmusok jelenlétére vonatkozoan.
Adatokat kapunk az el6forduldé korokozok faji Osszetételérdl és a kontaminalt tételek
nagysagarol, megoszlasarol. A vizsgalt poolok mindegyike tartalmazott legalabb egyet a
relevans és vizsgalatra kivalasztott keresett korokozok koziil. A vizsgalat soran a tégypatogén
baktériumok jelenléte keriilt kimutatasra, az egyes mintakban talalhatd mennyiség
megallapitdsdhoz tovabbi vizsgédlatokra nem keriilt sor. Ezen adatok alapjan a
kozegészségiigyi vonatkozasokkal vagy a klinikai betegség prevalenciajaval kapcsolatban
nem lehet kovetkeztetést levonni, viszont az egyes baktériumok eléfordulasdnak gyakorisaga

kimutathato.

Az adatok az orszagos, vagy regionalis todgyegészségiigyi védekezési programok tervezésében

hasznos tdmpontot szolgéltatnak az allatorvosoknak ¢€s az éllattenyésztd szakembereknek.
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7.0sszefoglald

A tégygyulladas vilagszerte jelentds veszteségeket okoz a tejiparban, nem csak a
tejmennyiség csokkenése, hanem a megtermelt tej mindségének romlasa miatt is. A tejben
talalhato egyes baktériumok meggyorsitjak a tej romléasat, befolyasoljak a késziilo tejtermék

izét, allagat, egyéb organoleptikus tulajdonsagait és eltarthatosagat.

A kutatas célja a magyar arutejben eléforduld tégypatogén kérokozok kimutatdsa volt. A
mintavétel kevert mintabol, tanktejbol tortént az orszag tobb pontjan talalhato tehéntelepekrol.
A vizsgalat soran a poolozasnak kdszonhetden a magyarorszagi telepek jelentds részét, szinte
minden tejtermeld telepet sikeriilt lefedni. A vizsgalt koérokozok listajat a Streptococcus
uberis, S. agalactiae, S. dysgalactiae, Staphylococcus aureus, Staph. epidermidis, Staph.
hyicus, Staph. chromogenes, Staph. simulans, Staph. warneri, Staph. xylosus, Staph. sciuri,
Corynebacterium bovis, Prototheca zopfii, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa alkotja. A vizsgalt poolok mindegyiket tartalmazott legalabb egy

féle keresett korokozot.

A mintdk anonimitdsa és a koltségesokkentés érdekében a mintdk poolokban lettek
felhasznalva, melyeben 5-6 minta keriilt elegyitésre. A mintdk az atlagos napi tejmennyiség
alapjan lettek csoportositva. 86 poolt sikeriilt azonos atlagos napi tejterrmelésii telepekkel
feltolteni, a kimaradt mintak koziil pedig az 4tlagos napi termelésben egymashoz legkdzelebb

esd telepek mintai keriiltek egy poolba. Osszesen 141 pool keriilt kialakitasra.

A rendelkezésre allo adatokat a szamitasokhoz alapul véve meghatarozasra keriilt az adott
patogénekkel szennyezett lehetséges minimum €s maximum tejmennyiség. A vizsgalat soran
csak a korokozok szekvendldssal torténd azonositdsa, kimutatdsa tortént meg, nem tért ki a
mintdkban taldlhato baktériumok mennyiségi meghatarozasara, igy a klinikai korképrol és az

¢lelmiszerbiztonsagi jelentoségrol kovetkeztetés nem vonhato le.
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8.Summary

Mastitis causes huge losses to the dairy industry worldwide, not just because of the decreast
production in volume, but also because of the inferior quality of the affected milk. The
bacteria found in milk can not only facilitate spoilage, but also affect the taste, consistency
and other organoleptic properties and the shelf life of the milk products.

The purpose of this study was to identify the udder pathogens located in the hungarian
commercial milk. The samples were from mixed milk, tank milk from several farms located
all over the country. Because of the pooling method, most of the Hungarian farms could be
included. The list of the investigated pathogens involves Streptococcus uberis, S. agalactiae,
S. dysgalactiae, Staphylococcus aureus, Staph. epidermidis, Staph. hyicus, Staph.
chromogenes, Staph. simulans, Staph. warneri, Staph. xylosus, Staph. sciuri,
Corynebacterium bovis, Prototheca zopfii, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa. All of the checked pools contained at least one of the searched
pathogens. The analysis only consisted of sequencing and identifying the pathogens, it did not
involve the quantity of detected pathogens in the samples, so it cannot provide information

regarding the clinical picture and consequence to food safety.

To retain anonimity and be cost effective, the samples were examined in pools, where 3-6
sample was mixed in each pool. The samples were sorted according to the average daily milk
production. 86 pools were succesfully made by grouping samples with the same average daily
milk production, and the remaining samples were grouped by putting together the samples

with the most similar daily milk production. Including all, 141 pool was made.

Using the available data for the calculations, the minimum and maximum milk volume
contaminated by each pathogen was determined. In this research only the identification by
sequencing and determination of prescence was done, no attemp was made for quantitavive

determination, so it can’t be used to determine clinical or food safety indications.

36



9.Irodalomjegyz¢ek

Addis et al, The bovine milk microbiota: insights andperspectives from -omics studies Mol.
BioSyst., 2016,12, 2359-2372

Ambardar S, Gupta R, Trakroo D, Lal R, Vakhlu J. High Throughput Sequencing: An
Overview of Sequencing Chemistry. Indian J Microbiol. 2016;56(4):394-404.
d0i:10.1007/s12088-016-0606-4

Babay et al, Uj generacios szekvenalas és hasznélata az aneuploididk nem invaziv praenatalis
vizsgalataban, ORVOSI HETILAP 156. évfolyam, 26. szam 1041-1048. DOI:
10.1556/650.2015.30200

Balicza, Uj generacios szekvenalasi eljardsok klinikai alkalmazasa ritka neurologiai
betegségek diagnosztikdjadban Doktori értekezés 2018
http://dx.doi.org/10.14753/SE.2018.2145

Cummings PJ, Ahmed R, Durocher JA, Jessen A, Vardi T, Obom KM. Pyrosequencing for
microbial identification and characterization. J Vis Exp. 2013;(78):e50405. Published 2013
Aug 22. doi:10.3791/50405

Derakhshani, Hooman, Investigating the role of biotic and abiotic factors in modulating
bovine mammary gland microbiota: potential implications for udder health and mastitis
susceptibility, 2018-07-25, URI: http://hdl.handle.net/1993/33186

Guzvic, Miodrag. (2012). The history of DNA sequencing. Journal of Medical Biochemistry.
32.301-312. 10.2478/jomb-2014-0004.

Heather JM, Chain B. The sequence of sequencers: The history of sequencing DNA.
Genomics. 2016;107(1):1-8. doi:10.1016/j.ygen0.2015.11.003

N. C, JAIN, Common Mammary Pathogens and Factors in Infection and Mastitis, Journal of
Dairy Science Vol. 62:128-134, No. 1, 1979

Jakeen et al, Emerging of coagulase negative staphylococci as a cause of mastitis in dairy
animals: An environmental hazard, International Journal of Veterinary Science and Medicine
Volume 1, Issue 2, December 2013, Pages 74-78 https://doi.org/10.1016/j.ijvsm.2013.05.006

37



Kromker V, Reinecke F, Paduch JH, Grabowski N (2014) Bovine Streptococcus uberis
Intramammary Infections and Mastitis. Clin Microbial 3: 157. doi:10.4172/2327-
5073.1000157

Metzger, S.A. et al. Influence of sampling technique and bedding type on the milk microbiota:
Results of a pilot study Journal of Dairy Science, 2018, Volume 101, Issue 7, 6346 — 6356

Li N, Wang Y, You C, et al. Variation in Raw Milk Microbiota Throughout 12 Months and
the Impact of Weather Conditions. Sci Rep. 2018;8(1):2371. Published 2018 Feb 5.
d0i:10.1038/s41598-018-20862-8

Pang M, Xie X, Bao H, et al. Insights Into the Bovine Milk Microbiota in Dairy Farms With
Different Incidence Rates of Subclinical Mastitis. Front Microbiol. 2018;9:2379. Published
2018 Oct 16. doi:10.3389/fmicb.2018.02379

C. S. Petersson-Wolfe et al, Staphylococcus aureus Mastitis: Cause, Detection, and Control
VVCE Publications / 404 / 404-229, June 11, 2010

Quigley et al. The complex microbiota of raw milk FEMS Microbiol Rev. 2013
Sep;37(5):664-98. doi: 10.1111/1574-6976.12030. Epub 2013 Jul 24.

Samea F J, Felipe M D, Rodrigo C d S, Helio L. The Importance of Corynebacterium Bovis
Causing  Mastitis. Dairy and Vet Sci J. 2017; 1(3): 555561. DOI:
10.19080/JDVS.2017.01.555561

S. Janosi, F. Ratz, G. Szigeti, M. Kulcsar , J. Kerényi, T. Lauk6, F. Katona & G. Huszenicza
(2001) Pathophysiology: Review of the microbiological, pathological, and clinical aspects of
bovine mastitis caused by the alga Prototheca zopfii , Veterinary Quarterly, 23:2, 58-61, DOI.
10.1080/01652176.2001.9695082

Taponen, S., McGuinness, D., Hiitio, H. et al. Bovine milk microbiome: a more complex
issue than expected. Vet Res 50, 44 (2019) doi:10.1186/s13567-019-0662-y

Thorberg et al. Pheno- and genotyping of Staphylococcus epidermidis isolated from bovine
milk and human skin Veterinary Microbiology Volume 115, Issues 1-3, 15 June 2006, Pages
163-172 https://doi.org/10.1016/j.vetmic.2006.01.013

Valko, Corynebacterinae alrendbe tartoz6 togygyulladas-kérokozo baktériumok diagnosztikai

vizsgalatai, Szakdolgozat, 2014 http://hdl.handle.net/10832/1350

38


http://hdl.handle.net/10832/1350

Zadoks RN, Middleton JR, McDougall S, Katholm J, Schukken YH. Molecular epidemiology
of mastitis pathogens of dairy cattle and comparative relevance to humans. J Mammary Gland
Biol Neoplasia. 2011, 16 (4):357-372. d0i:10.1007/s10911-011-9236-y

39



10.K6szonetnyilvanitas

Koszonettel tartozom témavezetdmnek, Dr. Konyves Laszlonak, az Allathigiénia, Allomany
egészségtani tanszeék vezetdjének €s a tanszék munkatdrsainak, akik mingdig segitOkészek
voltak, tdmogattak diplomamunkam megirasaban. Szeretném megkoszonni dr. Seregi
Bernadett munkajat és segitségét, aki az eredmények kiértékelését végezte. Tovabba

szeretném megkdszonni csalddomnak és barataimnak az éveken at tartd timogatést.

A projekt az Europai Unid tdmogatasaval, az Eurdpai Szocidlis Alap (ESZA) tarsfinanszirozasaval
valosult meg (a tamogatasi szerz6dés szama: EFOP 3.6.1.-16-2016-00024, a projekt cime: Inteligens
szakosodast szolgalo fejlesztések az Allatorvostudomanyi Egyetem és a Széchenyi Istvan Egyetem

Mezdgazdasagi és Elelmiszertudoméanyi Karanak egyiittmiikodésében).

40



Mellékletek

4. melléklet Kanzalensi eller

Alulirott ... \/ x. %Weg J"‘: wb ..................... Igazolom, hogy

ve"‘?l‘s : B‘ S &“ aid A T‘.'.t‘}. ........................................ (a hallgaté neve)
Te .‘zéf.i?ﬁ. £ mdroerganitmas, profilugsadlde, bilénes detintellel ey
4 sc‘)\fpu, C‘JJ/! m-&vocfocghl T )O‘ reg

cimil szakdolgozatat ismerem, azt beadasra és védésre alkalmasnak tartom.

Budapest, 201 1. A% ..

41



HuVetA
ELHELYEZESI MEGALLAPODAS ES SZERZOI JOGI NYILATKOZAT*

Elérhetéség (e-mail c1m)‘°<"0‘05[°""£°\3(‘@‘3”NLW”‘ .........................................

A feltdltends mii cime:. T€h¥7teet e brooraanit rt'.\:\k..E.’.QJ?:LV.‘.Z.IB.Q%.(:&%. rkslgnes.
dekedelel egves  Hogypedoada mibreolanncemasotee T
A mi megjelenési adatai:.. 204 ...
Az atadott fijlok szama: .Adb..................

Jelen megdllapodas elfogadésival a szerzé, illetve a szerzéi jogok tulajdonosa nem
kizar6lagos jogot biztosit a HuVetA szdméra, hogy archivélja (a tartalom megvéltoztatdsa
nélkill, a megdrzés és a hozzaférhetdség biztositisanak érdekében) és masolasvédett PDF
formara konvertalja és szolgaltassa a fenti dokumentumot (beleértve annak kivonatat is).

Beleegyezik, hogy a HuVetA egynél tobb (csak a HuVetA adminisztratorai sziméra
hozzéférheté) masolatot taroljon az On 4ltal atadott dokumentumbél kizarolag biztonségi,

T oz

visszadllitasi és meg6rzési célbol.

Kijelenti, hogy az atadott dokumentum az On miive, és/vagy jogosult biztositani a
megallapodasban foglalt rendelkezéseket arra vonatkozéan. Kijelenti tovabb4, hogy a mi
eredeti €s legjobb tudomdsa szerint nem sérti vele senki més szerz8i jogat. Amennyiben a mi
tartalmaz olyan anyagot, melyre nézve nem On birtokolja a szerz6i jogokat, fel kell tiintetnie,
hogy korlatlan engedélyt kapott a szerzéi jog tulajdonosétdl arra, hogy engedélyezhesse a
jelen megallapodésban szerepl$ jogokat, és a harmadik személy &ltal birtokolt anyagrész
mellett egyértelmiien fel van tiintetve az eredeti szerzé neve a miivon beliil.

A szerzi jogok tulajdonosa a hozzaférés korét az aldbbiakban hatdrozza meg (egyetlen, a
megfelel6 négyzetben elhelyezett x jellel):

7l engedélyezi, hogy a HuVetA-ban -ban tarolt miivek korlatlanul hozzaférhetévé
>< véljanak a vilaghélon,

az Allatorvostudomé.nyi Egyetem bels6 héalézatara (IP cimeire) korldtozza a feltoltott
dokumentum(ok) elérését,

a Konyvtarban talalhaté, dedikélt elérést biztosité szdmitogépre korlatozza a feltsltstt
dokumentum(ok) elérését,

csak a dokumentum bibliogréfiai adatainak és tartalmi kivonatanak feltsltéséhez jarul
hozza (korlatlan hozzaféréssel),
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Kérjiik, nyilatkozzon a négyzetben elhelyezett jellel a helyben hasznalatrél is:

Engedélyezem a dokumentum(ok) nyomtatott valtozatinak helyben olvasasat a

konyvtarban.

Amennyiben a feltoltés alapjat olyan mii képezi, melyet valamely cég vagy szervezet
tamogatott illetve szponzordlt, kijelenti, hogy jogosult egyetérteni jelen megallapodassal a
miire vonatkozdan.

A HuVetA lzemeltetéi a szerzé, illetve a jogokat gyakorld személyek és szervezetek
irdnyédban nem vallalnak semmilyen feleldsséget annak jogi orvosldsira, ha valamely
felhaszndlé a HuVetA-ban engedéllyel elhelyezett anyaggal térvénysérté modon visszaélne.

Budapest, 201. év ........ AT ...h6 .0&...nap

Bends Blow ta,
aldiras
szerz6/a szerzéi jog tulajdonosa

A HuVetAMagyar Allatorvos-tudomanyt Archivum — Hungarian Vetermaty Archive az
Allatorvostudomdnyi  Egyetem Hutjra Ferenc Konyvtdr, Levéltar és Muizeum dltal
mitkodletett egyetemi és szakteriileti online adattdr, melynek célja, hogy a magyar dllatorvos-
tudomdny és -torténet dokumentumait, tuddsvagyondt elektronikus formdban Gsszegyijtse,
rendszerezze, megérizze, kereshelGvé és hozzdférhet6vé tegye, szolgdltassa, a hatdlyos jogi
szabdlyozasok figyelembe vételével.

A HuVetd a korszerd informatikai lehetéségek felhaszndldsdval biztositia a kénnyi,
(internetes kereségépekkel is mikodd) kereshetéséget és lehetbség szerint a teljes szoveg
azonnali elérését. Célja ezek révén

- amagyar dllatorvos-tudomdny hazai és nemzetkizi ismertségének novelése;

- a magyar dllatorvosok publikdcidira torténd hivatkozdsok szdmdnak, és ezen
keresztil a hazai dllatorvosi folydiratok impakt faktordnak novelése;

- az Allatorvostudomanyi Egyetem és az egyiittmikodS partnerek
tuddsvagyondnak koncentrdlt megjelenitése révén az intézmények és a hazai
dllatorvos-tudomdny tekintélyének és versenyképességének novelése;

- aszakmai kapcsolatok és egyiittmitkodés elGsegitése,

- anyilt hozzdférés tdmogatdsa.
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