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Roviditések jegyzéke

B black / fekete

CFU colony forming unit / telepformalé egység
NAD nikotinamid-adenin-dinukleotid

OE otitis externa / kiils6 hallojarat gyulladas
TGE tripton, gliikoz, élesztdkivonat

W white / fehér



Bevezetés

Az allatorvosi bakteriologia, infektologia és élelmiszer-mikrobiologia teriiletén is sok esetben

sziikség van egy mintaban, vagy levestenyészetben az €l0csiraszam meghatarozasra.

A legtobb baktérium (néhany kivételtdl eltekintve) taptalajokon tenyészthetd mesterséges
viszonyok kozott. Ezeknek a taptalajoknak viz és dsvanyi sok mellett tartalmazniuk kell
szilkséges tapanyagokat, vitaminokat, valamint kiegészitd anyagokat. Ezek mellett
izotoniasnak is kell lenniiikk a megfelelé pH és sterilitas mellett. A taptalajok kiilonféle
nitrogénforrasként fehérjéket, fehérjehidrolizdtumokat, aminosavakat, vagy ammoniumsokat,
szénhidratforrasként pedig poliszacharidokat, cukrokat, cukoralkoholokat, glikozidakat,
szerves savakat, stb. tartalmazhatnak. Vitaminforrasként a téptalajokhoz rendszerint

¢lesztOkivonatot, és (a kényesebb torzsek esetén) egyéb anyagokat is adhatunk.

A taptalajok konzisztenciajukat tekintve folyékony, félfolyékony vagy szilard kategdridkba
sorolhatok. Tapanyagaik lehetnek természetes anyagok, de sokszor eléfordul, hogy kémiai
anyagokbol allitjak el6. Az ugynevezett minimalis taptalajok esetében a taptalaj csak a
baktériumok 4altal még hasznosithatd legegyszerlibb anyagokat tartalmazza. A
baktériumoknak a téptalajokkal szembeni igénye igen sokrétli, ennek megfeleléen sokféle,
véltozatos Osszetételli taptalajt haszndlunk. A téptalajokat kiilonb6z6 komponenseibdl
rendszerint magunk allitjuk el6 laboratoriumi koriilmények kozott, azonban manapsag egyre
elterjedtebb a kereskedelmi forgalomban el6fordulo eldre elkészitett taptalajok megvasarlasa

is. A Petri-csészékbe frissen kiontott taptalajok hiitészekrényekben néhany napig eltarthatok.

Kisérletiinkben kizardlag szilard taptalajokra torténd szélesztések keriiltek dokumentacidra. A
szilard taptalajok gélek, alapanyaguk olyan tapfolyadékok, amelyekbe rendszerint agar-agart,
vagy ritkabb esetben zselatint kevernek. A zselatin csak szobahOmérsékleten szilard,
testhdmérsékleten mar folyékony halmazéllapotll, igy csak szobahén hasznalhato. Az agar-
agar tengeri moszatokbol eléallitott, szalas szerkezetli anyag, amelyet ha 1-2%-ban a
taptalajhoz adunk, 80-100 °C k&zott megolvad, 40-45 °C kdzott pedig szilard géllé dermed. A
baktériumok izolalasara alkalmasak a szilard taptalajok, rajtuk a baktériumok 6nallo telepeket

képeznek.

Bakterioldgiai vizsgalatok végzése sordn a vizsgalandd anyagokbol minimalis mennyiséget a

szilard taptalajok felszinére keniink (szélesztés), igy a taptalajok feliilletén az inkubaciot



kovetden a beoltott baktériumok telepeket képeznek. A szilard taptalaj feliiletén kinott
baktériumtelepek 0sszességét nevezziik tenyészetnek. Primer tenyészet esetében a taptalajok
feliiletén tobb baktériumfaj is megjelenhet egyszerre, igy az adott baktérium fajanak
meghatarozasara (alaki, tenyésztésbeli, anyagcsere, stb. sajatsagok vizsgalata) szintenyészetet
allitunk eld. A szintenyészetek eldallitasat megkonnyiti a szelektiv taptalajok alkalmazasa,
mely olyan anyagokat tartalmaz, amely csak bizonyos fajok szaporodasat teszi lehetévé.
Tovabba alkalmazhatunk differencialo taptalajokat is, melyek olyan anyagokat tartalmaznak,
amelyek felhasznéalasa sordn a kinott baktériumtelepek egymastol megkiilonbdztethetdek
lesznek. Szilard taptalajokon inkubaciot kovetden képzodott telepek rendszerint egy, ritkan
tobb (higitasi foktol fiiggden) baktériumbol indultak fejlédésnek. Az egy telepbdl tovabboltott
tenyészetet nevezziikk torzsnek. A taptalajok felszinén képzodott telepek szine, alakja,

nagysaga, konzisztencidja, stb. jellemz0 az egyes fajokra.

A megfigyelni kivant baktériumokat rendszerint 37 °C-on tenyésztjiik termosztitban par
napig, leggyakrabban kozonséges levegon, esetenként oxigén kizarasaval, anaerob viszonyok
kozott. A taptalajoknak az anaerob baktériumok tenyésztésekor megfeleléen kis
redoxipotencidliinak kell lenniiik, mely fenntartasa végett a taptalajokba konnyen redukélhato
anyagokat kevernek (pl. szulfatok, cisztein, tioglikolat). Tovabba kell6 mennyiségben kell
tartalmazniuk konnyen fermentalhatd tapanyagokat. Az inkubalds soran tobb lehetdség is
rendelkezésre all anaerob viszonyok létesitésére, tobbek kozott a tenyészetek folotti 1€gtérbol
kémiai uton elvonjuk az oxigént, vagy ha a taptalajokat vastag falu edénybe tessziik
(anaerosztat), és beldle a leveg6t kiszivattylizzuk, vagy katalizatorral a levegd oxigénjét vizzé
alakitjuk. A szigorGan anaerob fajok oltdsakor ¢és tenyésztésekor tovabbi specialis

berendezések és eljarasok is igénybe vehetok.

A baktériumok egyszerii, harant irdnyu kettéosztodassal szaporodnak. Osztodas eldtt a
baktérium teste megnd, palcika alakt baktériumok esetében megnyulik, a cytoplasmahartya
betiiremkedik a sejttest egyik pontjan, majd ez a betiiremkedés fokozatosan lefiizi az igy
keletkez6 két 1) sejtet. A sejtfalképzodés a leflizddéssel egy idoében megindul a

cytoplasmahartya kiilsé feliiletén, a sejtosztddas folyamata e sejtfal kialakulasaval ér véget.

Szaporodas kozben, optimalis viszonyok kozott, in vitro, a baktériumok szama bizonyos
torvényszerliséget kovetve valtozik. Ez akkor érzékelhetd jol, ha iddkozonként ujra és Ujra
meghatarozzuk egy folyékony téptalajba oltott baktériumok szamat. Megkiilonboztetliink

Osszcsiraszamot (€16 és elpusztult baktériumok Osszessége), ¢és ¢€ldcsiraszamot. Az
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Osszcsiraszam meghatarozhatd a vérsejtszamlalashoz hasonlé modokon (pl. Biirker-
kamraban), ha a baktériumokat eldzetesen megfestettilk, vagy akar a baktériumtenyészet
striségének fotoelektromos uton torténd mérésével is. Az éldcsiraszam meghatirozéasara a
gyakorlatban leggyakrabban a higitasos moddszert alkalmazzuk. A vizsgalni kivant
baktériumszuszpenzid egységnyi mennyiségébol higitasi sort készitiink, és a kiilonbozo
higitasokbdl egységnyi mennyiségeket mériink az agarlemezekre, és azt szélesztjiik, vagy a
lehiilé agarba keverjiik, ¢és az igy képzddott telepeket megszdmoljuk. A képzodott telepek
szamabol tobbé-kevésbé pontosan kiszamolhat6 az eredeti szuszpenzio élécsiraszama. Ennek
soran azt a Petri-csészét valasztjuk ki, amelyen 30-300 kozotti baktériumtelep lathato. Ezeket
a baktériumtelepeket kell szabad szemmel megszamolni és ebbdl lehet visszakdvetkeztetni az

eredeti baktériumszuszpenzio6 éldcsiraszamara (Tuboly et al., 1999).

Eldcsiraszam meghatarozas a mikrobiologia szamos teriiletén sziikséges. Megemlithetjiik
tobbek kozott az élelmiszerhigiénia teriiletét, szaporodasi kisérleteket (annak vizsgalata, hogy
melyik taptalajon képes az adott baktériumfaj a gyorsabb ndvekedésre: a vizsgalando
taptalajok mindegyikébe beleoltjuk a baktériumtorzset, majd a megfeleld idokozonként
kioltva és megszamolva a telepeket eldontjiikk melyik taptalajban nétt a leggyorsabban), vagy
a fertdzési kisérleteket (egy allat adott baktériumtorzzsel torténd fertézésekor sziikséges
tudnunk a fert6z6 szuszpenzid éldcsiraszamat, ezzel egységesitve a vizsgalatot). Kutatasunk

végcelja ennek a folyamatnak az egyszeriisitése, €s az ¢ldmunkaigényének lecsokkentése.



Szakirodalmi attekintés

A kiilonboz6 képletek és objektumok szamlalasa mindig fontos eleme volt az adatgyijtésnek
a biologia szamos teriiletén. Gyakran eléfordul, hogy sziikséges megszamolni pollent (Costa
& Yang, 2009), petéket (Mello et al., 2008; Slusarewicz et al., 2016), magvakat (Severini et
al.,, 2011), sejtmagokat (Forero et al., 2010), sejteket (Kachouie et al., 2009), vagy
mikroorganizmusokat (Yati & Dey, 2011). Mivel az efféle feladat sok idébe keril, és
bizonyos szintig szubjektiv is, meglepd, hogy az ilyen feladatok automatizacidoja még nem
sz¢les korben elterjedt megoldas. Komponensek megszadmlalasa leegyszeriisitve két 1épésben
zajlik: képfelvétel, és képelemzés. Manapsag az olyan technoldgidk, mint a digitalis kamera,
vagy webkamera egyre nagyobb felbontast és jobb képmindséget kinalnak, és egyre inkabb

elérhetéek barmilyen felhasznald szdmara.

A mikrobioldgia, sejtbioldgia, immunoldgia és sok mas tudomanyag rengeteg teriiletén
rutinfeladat a taptalajokon nové baktériumtelepek szamolasa. Az ilyen szamolasi eljarasok
automatizalasa nem egyszerli feladat, mivel eldszor izoldlni kell a telepet a kornyezetétdl,
illetve ha 6sszefolynak, akkor elkiiloniteni 6ket egymastol. Tovabba az eljarasnak képesnek
kell lennie mitermékek kisziirésére, mint példaul az agar folytonossagi hianyai, esetleges
szennyezO0dés, vagy a Petri-csésze széle, esetleg visszatliikr6z6dd fény csillandsa. Mivel a
baktériumtelepek topologiailag relativ egyszerii objektumoknak vehetok, képrdl torténd
megszamlalasukkal kapcsolatban régota folytak kisérletek (Mansberg, 1957; Mukherjee et al.,
1995). Kereskedelmi eszkozoket is sikeriilt kifejleszteni (Putman et al., 2005), melyek
azonban dragdk maradtak. Valamint a tény, hogy az altaluk kindlt programok
szabadalmazottak (nem nyilt forraskoduak), nagyon korlatozé a program modositasa vagy
megosztasa szempontjabol, mert ritkan ismert az analizis folyamatanak pontos menete. Ezzel
ellentétben néhanyan megjelentettek cikkeket nyilt forraskodi modszerekrdl, melyek
alkalmasak digitalis képekrdl torténd sejtkoloniak szamlalasara (Niyazi et al., 2007; Bewes et
al., 2008; Sieuwerts et al., 2008; Vokes & Carpenter, 2008; Clarke et al., 2010; Cai et al.,
2011; Brugger et al., 2012). Ezek vagy 6nallo programként valosulnak meg, melyek képesek a
képfajlok analizisére (Niyazi et al., 2007; Bewes et al., 2008; Kachouie et al., 2009; Clarke et
al., 2010), kiegészitenek egy mar létezd képfeldolgozo programot (Cai et al., 2011; Sieuwerts
et al., 2008; Vokes & Carpenter, 2008), vagy pedig 6nallo szamlalé rendszerek (Brugger et
al., 2012).



Ezen modszerek mindegyike a szabad szemmel szamolt értékeket megkozelité eredményeket
produkalnak, javitva az objektivitast és megsporolva rengeteg id6t. Viszont a moddszerek
egyike sem lett széleskortien elterjedt. Azon tul, hogy sok biologus és kutatdo sosem hallott
efféle programok létezésérdl, a mindennapi munkaba vald beépiilésiik meggatolasdhoz
hozzajarultak teljesitménybeli hibak, mint példaul az Osszefolyt telepek elkiilonitésére vald
képtelenség, vagy az adatfeldolgozasra forditott idé elnyulasa. Az is fontos egy moddszer
kidolgozédsakor, hogy a program legyen erds és sokoldalu: jol kell, hogy teljesitsen a
paraméterek modositasa nélkiil akkor is, ha az optimalis koriilmények enyhén valtoznak, és
esetleges mitermékek jelenléte csak minimalis kovetkezménnyel jarjon az eredmény
szempontjabol. Masik oka a moddszerek el nem terjedésének az volt, hogy minimalisan
felhasznalobaratok: még egy tokéletes programot sem alkalmaznénak a gyakorlatban, ha az
nem biztosit egy modern, kdnnyen kezelhetd, és egyszerlien megérthetd feliiletet. Az sem
ritka, hogy a szerz6 letoltési link nélkiil jelentet meg egy cikket egy modszerrdl, vagyis a
nyilvanos hozzaférés hianya az, amely szintén gatolja az adott modszer elterjedését. Raadasul
a programnak a jovében nagy valdsziniiséggel sziiksége lesz frissitésekre is elore nem lathatod

hibak miatt, illetve hogy ne valjon elavultta (Geissmann, 2013).

A kozelmultban megjelent egy ingyenes és nyilt hozzaférésti telepszamlald szoftver, az
OpenCFU (Geissmann, 2013). Ez egy szamitogépre fejlesztett program, mely alkalmas
baktériumtelepek, vagy egyéb kor alaki objektumok automatizalt szamlalasara. Rendelkezik
egy kezeld feliilettel, ahol manualisan kell beallitani a feldolgozds paramétereit, valamint
miutan elvégezte a szamlalast, a feltoltott képen kiemeli (bekarikdzza) a szamolasba belevett
képleteket is. A szoftver gyorsan fut, azonban a megfelel6 paraméterek beallitasa nélkiil
pontatlan eredményeket k6zol, ami sokszor ahhoz vezet, hogy a kiilonb6z6é paramétereket
allitgatva és probalgatva jutunk csak a valdsagot megkozelité értékhez. Tovabba ezzel

kiszamithatatlanna is teszi az esetleges miitermékek kizarasat.

Az altalunk létrehozott algoritmus fejlesztésekor arra torekedtiink, hogy a kisérletben
résztvevd fajok mindegyike esetében megtalaljuk azt a hatarérték paramétert, ahol a lehetd
legpontosabban legyen képes a szoftver szamolni a képeken lathatdo telepeket, ezzel

lehetdséget adva a jovOben esetleges tovabbi fejlesztésekre.



Célkituzések

Manapsag mobiltelefonjaink egyre nagyobb teljesitményre képesek, megkozelitik a
szamitogépek teljesitményét is, mégsem elérhetetlenek az atlagos felhasznalok szdmara. A
laboratoriumban végzett munkat és adatrogzitést kovetéen az eredményeket fel kell vinni a
szamitogépes rendszerbe, esetleg haza kell vinni és ott elvégezni a tovabbi munkalatokat.
Azonban egy okoseszkozre fejlesztett applikacid egyik elonye lehetne, hogy barhova
magunkkal tudjuk vinni, amellett, hogy konnyen attekintheto feliilet fejlesztésével és egyszerii
kezelhetdség kialakitdsaval igencsak felhasznaldbaratta valhatna. A jelenleg hasznalt
mobiltelefonok rendelkeznek a magas felbontast fényképezés Ilehetségével, mely
Osszekapcsolodhat az adatfeldolgozd alkalmazassal, szintén gyorsitva a folyamatot.
Bemutatott munkank célja egy olyan alkalmazas kifejlesztése és tesztelése volt, mely pontos
¢s gyors képfeldolgozast tesz lehetdvé, mikdzben konnyen kezelhetd, felhaszndlobarat, és
melyet a késébbieckben akar mobiltelefonokra optimalizalt fejlesztésként lehet folytatni. A
végs6 cél egy olyan mobiltelefonos applikacio kifejlesztése lenne, mely az adatrogzitést
(baktérium neve, higitas, egyéb sziikséges adatok) kdvetden lehetdséget ad a Petri-csésze
fényképezésére, és ezt kovetden a rajta lathatod telepeket megszamlalva kiirnd a szédmolt
értéket, anélkiil, hogy a felhasznalonak a képfeldolgozas barmely Iépésébe bele kelljen
avatkozni, ezzel jelentdsen felgyorsitva a laboratériumi munkalatokat, és lecsokkentve a

vizsgalatok ¢lémunka igényét.



Anyag és modszer

A baktériumok és gombak tenyésztési folyamata

A Jarvanytani és  Mikrobiologiai  Tanszék  Bakteriologiai  Laboratériumanak
torzsgylijteményébdl végeztem kioltast, majd lefagyasztottam a torzseket -80 °C-ra, és igy
taroltam felhasznalasig. A tenyésztés ¢és szélesztés folyamata Gsszesen négy napot vett
igénybe baktériumonként. A fajok kivalasztasakor figyelembe vettiik, hogy milyen
morfoldgiaju telepet képeznek (pl.: alak, szin, méret), illetve milyen tdptalajon képesek
novekedni (k6zonséges agar, véresagar, csokoladé agar, MacConkey agar, Sabouraud agar),
ezzel varidlva a telepek hatteréiil szolgald szinviszonyokat. Arra voltunk kivancsiak, hogy

sOtét ¢és vildgos hattér eldtt, kiilonbozd arnyalatd taptalajokon tenyésztett valtozatos

[ SN4

Els6é napon a mélyhiitott torzsekbdl szélesztettem megfeleld taptalajra bakteriologiai kacs
segitségével, laminaris boxban. Masodik napon az itt kin6tt telepek egyikét tovabboltottam
egy masodik taptalajra, és szélesztettem. Ez a 1€épés egy esetleges mas faj (szennyezddés)
elszaporitdsanak meggatlasa miatt volt sziikséges, igy biztosan az altalam valasztott
baktérium-, vagy gombafaj keriilt szaporitasra. A harmadik napon a baktériumok TGE-
levesbe lettek oltva (tripton: 5,0 g; gliikkoz: 1,0 g; élesztékivonat: 2,5 g; agar: 10 g; viz: 1000
cm’®), majd 4, 6, vagy 12 6ra mulva (eldzetesen vizsgalt inkubacids id6t kovetden) készitettem
el beldliik a higitasi sort. A levestenyészetben elszaporodott baktériumokkal és gombékkal
végeztem el 3 parhuzamos tenyésztést a -3, -4, -5, -6-o0s higitasokbol a megfeleld taptalajra. A
higitasi sor els6 1épése: 9,9 ml fizioldgias konyhasooldat mellé 0,1 ml baktériumszuszpenziot
kevertem (-2. higitas). A megfelelé homogenizalas utan az igy kialakitott szuszpenzidbol
mértem 0,5 ml-t 4,5 ml fiziologias konyhasoéoldathoz (ezzel kialakitva -3. higitast). Ujabb 0,5
ml atmérésével létrehoztam a -4. higitast, tovabb ismételve a miiveletet pedig a -5. és -6.
higitasokat is. Ezek kell6 homogenizacidjat kovetéen -6. higitastol kezdve 50 pl-t mértem
higitasonként 3-3 taptalajra, és szélesztettem (el6zetesen alkohollal torténd, majd lang felett
sterilizalt) tivegbottal. Fajtol fliggéen 24-48 oras inkubaciot kovetden (negyedik nap) sor
kertilt a digitalizaciora (mobiltelefonnal torténd fényképezés), illetve a hagyomanyos modon
torténd (szabad szemmel, filctollal végzett) telepszamlalasra, és az igy kapott adatok
rogzitésére. A digitalizacio sordn torekedtem arra, hogy a telepeket azonos magassagbol és

megvilagitas mellett fényképezzem.
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A fajok kodolasa

Minden kisérletben részt vevé baktériumfajt és gombat szamkoddal jeloltem (a mélyhiitott

torzsallomany-gytjteménybe torténd felvétel sorrendje szerint):

Actinobacillus equuli: 27; Actinobacillus pleuropneumoniae: 18; Aeromonas hydrophila: 31;
Bacillus cereus: 1; Bibersteinia trehalosi: 21; Bordetella bronchiseptica: 26; Brucella ovis:
22; Candida albicans: 28; Clostridium perfringens: 10; Corynebacterium pseudotuberculosis:
12; Erysipelothrix rhusiopathiae: 8; Escherichia coli: 13; Glaesserella parasuis: 17;
Histophilus somni: 16; Klebsiella pneumoniae: 24; Listeria monocytogenes: 7; Malassezia
pachydermatis: 29; Paenibacillus larvae: 2; Pasteurella multocida: 19; Proteus mirabilis: 25;
Pseudomonas aeruginosa: 23; Rhodococcus equi: 9; Salmonella enterica: 14; Serratia
marcescens: 15; Staphylococcus hyicus: 4; Streptococcus agalactiae; 5; Trueperella

pyogenes: 11.

Minden rogzitett felvételnek sajat kodja van. Példaul a telepszamlalds mechanikéjanak
szemléltetésére szolgald kép kodja 24 -6 101 B, melyben az els6 szamjegy jeloli a
baktériumtorzset, a masodik szam a higitasi fokot (jelen esetben 10'6), a harmadik szamjegy
az altalam szamolt telepek szamat, végén ,.B” jeloli a fekete hatteret (minden szélesztést

dokumentaltunk fekete és fehér hattér elott is, ,,B” és ,,W” jelolést kaptak).

Tovabba feltlinhet, hogy néhany szam kimaradt, nem rendeltiink hozzajuk baktérium vagy
gomba torzset. Ennek tobbek kozott tenyésztési nehézségek, szennyezddés, stb. kiilsd

tényezOk voltak az okai, igy bizonyos fajok nem keriiltek bele a végleges vizsgalatba.
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A Kisérletben részt vevé baktérium-, és gombafajok

A kisérletben részt vevod baktérium- €s gombafajok, és rovid ismertetésiik allategészségiigyi

szempontbol, eléfordulasukrol, morfoldgiai, illetve tenyésztésbeli tulajdonsagaikrol:

Actinobacillus equuli: A lovak szorvanyosan, vilagszerte eléforduld betegségét okozza, mely
jelentkezhet az T1jsziilott csikok vérfertézéseként ¢és a felndtt lovak ugynevezett
pyoseptikaemiajaként is. Az A. equulit Gjabb két alfajba soroljak, az egyik az A. equuli subsp.
equuli, a masik pedig az A. equuli subsp. haemolyticus, ez utobbi véresagaron tenyésztve erds
beta-haemolizist okoz. Mindkét alfajba tartozé torzsek természetes viszonyok kozott
megtalalhatok a lovak orr-, szaj-, és garatiiregének nyalkahartyajan, a manduldkban és az
emésztOcsatornaban. Mivel mindegyik korformat mindkét alfaj eldidézheti, igy nincs

kiilonbség patogenitasukban (Varga et al., 2018).

Actinobacillus pleuropneumoniae: A siildék és a felndtt sertések heveny, lazas altalanos
tiinetekkel, légszomyjjal, kifejezett nehézlégzéssel, vérzéses, elhaldsos tiid6-, és fibrines
mellhartyagyulladassal, jelentds elhulldssal jar6 betegségét okozza. lgényes baktérium,
legjobban élesztOkivonatot és vért, valamint fott vért tartalmazo taptalajokon tenyészthetd.
Két biotipusa van: az 1-es, amelybe tartozo torzsek a haemophilusokhoz hasonléan NAD-ot
igényelnek, ezek véresagaron Staphylococcus aureus telepek mellett fejlédnek a legjobban,

mig a 2-es biotipusba tartozoknak NAD-ra nincs sziikségiik (Varga et al., 2018).

Aeromonas hydrophila: Fakultativ patogén, féleg a hidegvériieket, alkalmanként halakat
betegit meg, de szorvanyosan megtelepedhet a haziallatokban is. Konnyen tenyészthetd,
tenyésztési optimuma 28 °C, de nd 37 °C-on is. Telepei kozonséges és véresagaron egyarant

nagyok, sargasfehérek, véresagaron beta-haemolizist okoz (Tuboly et al., 1999).

Bacillus cereus: Talaj-, viz-, takarmany-, élelmiszer-, és kornyezeti mintak vizsgalata soran
eléforduld szaprofita, aerob sporas baktérium, véresagaron erés beta-haemolizist okoz. A B.
cereus egyes torzsei azonban alacsony molekulatdmegii enterotoxint képesek termelni. Ezek,
ha a baktériumok élelmiszerekben, ételekben, altalaban szobahdmérsékleten tortént tarolas
kovetkezményeként nagyobb mértékben elszaporodnak, akkor emberekben hirtelen kialakulo,
a szennyezett ¢lelmiszerek elfogyasztasat kovetd 6-24 oran belill gastrointestinalis tiineteket

okozhatnak (Varga et al., 2018).
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Bibersteinia trehalosi: Fakultativ patogén, gyakran megtalalhaté a klinikailag tiinetmentes
kiilonféle emlds- és madarfajok légutainak, emésztdcsatornajanak, €s nemi szerveinek
nyalkahartyajan. Gram-negativ, coccoid vagy rovid palcika alaka baktériumok. Véres agaron
finom beta-haemolizist okoznak, feliiletiikon vékony poliszacharid burok van. Kiskérédzék
pasteurellozisainak eldidézésében jatszik szerepet ritkdn Onalldan, tobbnyire mas fajokkal

kombinalodva (Varga et al., 2018).

Bordetella bronchiseptica: Fakultativ patogén, természetes viszonyok kozott megtalalhato a
legtobb haziallatfaj orriiregében, ritkabban felso 1€guti nyalkahartyain. Sertésben rhinitist, a P.
multocida térzsekkel egylitt torzitd orrgyulladast, esetenként tiidégyulladast okozhat.
Kutyaban, és macskaban Onalloan vagy mas virusoS betegségekhez tarsulva o0koz
megbetegedést.  Tovabba  hazinytl-dllomanyokban  nathas  tiineteket,  bronchitist,
bronchopneumoniat okozhat. Rovid, palcika alakti, Gram-negativ, obligat aerob baktériumok.
Kozonséges agaron, 48 ora alatt a virulens térzsek apro, dombort, kerek, fényld telepeket
képeznek. A telepek néhany nap alatt megnagyobbodnak, sziirkésfehér vagy porcelanfehér

szintiek lesznek (Tuboly et al., 1999).

Brucella ovis: Coccoid, rovid palcika alaktl baktériumok. 0,6-1,5 pm hosszu palcikak, csilldik
nincsenek, burkot nem képeznek. Obligat aerobok, 37 °C-on szaporithatok. A szervekbdl,
valadékokbol valod kitenyésztésiikhoz 5-10% CO,-ot tartalmazo 1égkort igényel. A B. ovis a
kosok fert6z6 mellékhere- és heregyulladasat, ritkan vemhes juhok vetélését idézi elé (Tuboly
etal., 1999).

Candida albicans: Candidiasis, moniliasis, soor néven leirt human- és allat-megbetegedéseket
idézheti el6, de egészséges egyedekben is gyakran megtalalhatdo. A gomba valddi és
pseudomyceliumot, illetve jellegzetes clamydosporat is képez. Laboratoriumi
gombataptalajokon (pl. Sabouraud agar) a baktériumoktol némileg eltérd, rendszerint kenhetd

konzisztenciaju, tipikus €élesztészerii telepeket képeznek (Szigeti, 1997).

Clostridium perfringens: A patogén Clostridium fajok koziil az egyetlen, amely nem csillos.
Az allati testben ¢és néha tenyészeteiben is burkot képez. Kozonséges agaron lapos,
sziirkésfehér szinli, kerek vagy csipkézett szélii telepekben nd. Telepei véresagaron
nagyobbak, koriilottiikk szennyesbarna szinli haemolitikus zona keletkezik. A C. perfringens A

torzsek természetes el6fordulasi helye a talaj, a B, C, D és E torzsek viszont féleg a
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bélcsatornaban élnek, a talajban csak atmenetileg talalhatok meg. A C. perfringens torzsek a

haziallatokban enterotoxaemiakat idéznek el6 (Tuboly et al., 1999).

Corynebacterium pseudotuberculosis: Hajlott, 1-3 pm hosszu, bunkos végil, egyenetleniil
festodd palcikak, feliiletiikon fimbridkkal. Kozonséges agaron 37 °C-on, 48 ora elteltével
apro, kerek, fehér telepeket képez, amelyek néhany nap mulva megnagyobbodnak, és sargas
szinliek lesznek. Véresagaron a torzsek tobbsége beta-haemolizist okoz. Juhokban,
kecskékben, elsajtosodédssal jaré nyirokcsomoé-gyulladast (pseudotuberculosist), lovakban
fekélyes nyirokérgyulladast, a mellkas és a has bor alatti kotészovetében talyogosodast okoz,
de a nyirokcsomdk és a nyirokerek gyulladasaval, beolvadasaval jar6 idiilt folyamatokat

eléidézhet szarvasmarhaban és szorvanyosan mas allatfajokban is (Tuboly et al., 1999).

Erysipelothrix rhusiopathiae: Természetes viszonyok kozott megtalalhato a  sertés,
szarvasmarha, juh, a hazi- és vadon ¢l6 madarak emésztdcsatornajaban, de el6fordul a halakat
¢s a puhatestiieket boritd nyalkaban, tovabba szennyvizekben, tavi iszapban is. Aerob,
fakultativ anaerob, véresagaron 37 °C-on a virulens torzsek apro, harmatcseppszert, fénylo S-
telepeket képeznek. Az avirulens torzsek nagyobb, matt, egyenetlen sz¢élii R-telepeket
képeznek. Fakultativ patogén baktérium, leggyakrabban a sertést betegiti meg, de eléfordul
juhokban, hazi- és vadon ¢él6 madarakban (féleg liba-, kacsa- és pulykaallomanyokban) is
(Tuboly et al., 1999).

Escherichia coli: Az E. coli baktériumok természetes viszonyok kozott megtalalhatok az
ember ¢s az allatok bélcsatorndjaban, ahol az aerob, fakultativ anaerob baktériumflora részét
képezik. Rendszerint koriilesillos, ritkan csilld nélkiili, 2-3 um hosszl palcikédk. Kozonséges
agaron, aerob és anaerob viszonyok kozott egyarant, 24 6ra alatt 1-2 mm atmérdji telepeket
képeznek. Az E. coli baktériumok fakultativ patogének, leggyakrabban a fiatal allatok
megbetegedését okozzak (Tuboly et al., 1999).

Glaesserella parasuis: Korabbi nevén Haemophilus parasuis, csokoladéagaron 5-10% CO,-ot
is tartalmaz6 levegd jelenlétében tenyészthetd. NAD-ot igényel. Fakultativ patogén,
megtalalhatd az egészséges sertések orriiregében. Fiatal, 2-6 hetes malacokban a
savoshartyak, az iziiletek és esetenként az agyburok gyulladasaval jaro betegséget (Glasser-

féle betegség) idéz eld (Tuboly et al., 1999).

Histophilus somni: Véresagaron is, de még jobban csokoladéagaron, 10% CO,-ot is

tartalmazo 1égtérben tenyészthetd. Telepei 48 ora multdn is aprok, sargas szintiek.
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Természetes viszonyok kozott eléfordul a szarvasmarha urogenitalis nyalkahartyain, bikdkban
foként a tasak nyalkahartydjan, ndivaruakban a hiivelyben, de el6fordul a légutak
nyalkahartyajan is, valamint megtalalhatdo juhokban is. A H. somni fakultativ patogén,
novendék ¢és felndtt szarvasmarhaban tromboembolids meningoencephalitist, léguti
fertozéseket, iziiletgyulladast, a nemi szervekbe beszaporodva reprodukcios zavarokat,
borjakban elhtiz6dé tiido- és iziiletgyulladast idéz eld. Juhok koziil kosokban mellékhere- és
heregyulladast, anyajuhokban szdérvanyosan vetélést, tdégygyulladast, baranyokban pedig
septikaemiat ¢és iziiletgyulladast okozhat (Tuboly et al., 1999).

Klebsiella pneumoniae: Kozonséges agaron és az enterobacteriumok tenyésztésére hasznalt
szelektiv és differencialé taptalajokon 1is tenyészthetd. A torzstél ¢€s a taptalaj
szénhidrattartalmatol fiiggéen erdsen domboru, atlatszatlan, nyulés, nyalkas telepeket
képez. A K. pneumoniae a bélcsatorna természetes lakdja. Saprophyta, illetve fakultativ
patogén, alkalmanként azonban emberben léguti fertdzéseket, tiidogyulladast, hugyuti
fertdzéseket, az allatok koziil pedig szarvasmarhaban tégygyulladast, 16ban pedig metritist
okoz. Gyakran kitenyészthetok klinikailag egészséges mének onddjabol is (Tuboly et al.,
1999).

Listeria monocytogenes: Rovid, palcika alaku, csillos, Gram-pozitiv
baktériumok. Megtalalhato a talajban, a természetes vizekben, a szennyvizekben, a
novényzeten, folddel szennyezett, romlott szilazsokban, az egészséges emberek és allatok
(szarvasmarha, juh, madarak stb.) bélcsatorndjaban, kiilonféle élelmiszerekben, igy pl.
sertéshusbol késziilt nyers kolbdszokban, nyers baromfihusban, tejben. Kozonséges agaron
apro, kerek, kékesfehér fényli telepeket képez. Virulens torzseinek telepeit véresagaron
keskeny beta-hemolitikus udvar 6vezi. Fakultativ patogén, megbetegitheti az embert, valamint
fogékony az Gsszes hazi- és vadon €16 emlds és a madarak is. Féleg a fiatal allatokat, koziiliik
is elsGsorban a juhot, a szarvasmarhat, a nyulat, egyéb prémesallatokat és a baromfifajokat is

megbetegiti (Tuboly et al., 1999).

Malassezia pachydermatis: Gyakran kitenyészthet6 egészséges kutyak és macskak borébél,
valamint kiils6 hallojaratabol. Malassezia élesztégomba jelenléte esetén erythematosus-
ceruminosus tipust OE alakul ki. Az élesztdsejtek palack, vagy kuglibabt formadjtak,
atlagosan 3-5 pm nagysaguak. Telepeik Sabouraud agaron 37 °C-on két nap alatt fejlédnek ki
(Kiss & Papp, 1994).
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Paenibacillus larvae: Palcika alakt, Gram-pozitiv, aerob, sporas, csillos baktériumok.
Természetes eldforduldsi helyiik a talaj, de megtalalhatok a levegdben, a természetes
vizekben, a novényzeten. A P. larvae a mézel6 méhek nyalos (amerikai) koltésrothadasat

okozza (Tuboly et al., 1999).

Pasteurella multocida: Apro, 0,5-2 um atméréji, coccoid alaku baktériumok, vagy rovid
palcak, csilloik nincsenek, sporat nem képeznek. Gram-negativ, aerob, fakultativ anaerob
baktériumok, a taptalajok irant igényesek. A P. multocida véresagaron nem okoz haemolizist,
az eml6sokbdl kitenyésztett virulens P. multocida torzsek egy része azonban er6sen nyalkas,
nyulés (mukoid) telepeket képez. A pasteurellak fakultativ patogének, a torzsek virulencidja
azonban tag hatarok kozott valtozik. A virulens P. multocida torzsek, foleg az A, kisebb
részben a D buroktipusba tartoznak. Szarvasmarhaban, juhban, kecskében, ritkan allatkerti és
vadon ¢él16 kérédzokben bronchopneumoniat, esetenként septikaemiat, mastitist, stb. okoz.
Sertésben szorvanyosan pneumoniat, nyulakban nathaval, orrfolydssal jar6 tiineteket,
bronchopneumoniat, tiidégyulladast, septikaemiat idéz elé. A baromfifajokban (fOleg
kacsaban, libaban, pulykaban) pedig heveny septikaemiaval jaré baromficholerat okoz.
Sertésben a citotoxinokat termelé D buroktipusu torzsek idézik eld a torzitd orrgyulladast. A
P. multocida gyakran masodlagos korokozoként tarsul kiilonféle 1éguti virusos betegségekhez
(Tuboly et al., 1999).

Proteus mirabilis: Az ember és az allatok bélcsatornajanak természetes lakoi, megtalalhatok
azonban szennyvizben, rothadd anyagokban is. Az aerob rothasztok {6 képviseldi.
Koriilesillosak, élénken rajzanak, a nedves taptalajok feliiletét leheletszer(i, vékony rétegben
bendvik. A Proteus nemzetség tagjai saprophytak, korfolyamatokban ritkan vesznek részt,

akkor is csupan masodlagos szereppel birnak (Tuboly et al., 1999).

Pseudomonas aeruginosa: Igen széles korben elterjedt baktérium, megtalalhato a természetes
vizekben, szennyvizekben, a talajban, a novényzeten, de alacsony szamban az emldsok és a
madarak bélcsatornajaban, valamint alkalmanként a boron is. Egyetlen csilloja van, amellyel
¢lénken mozog. Levegd jelenlétében barmely taptalajon, 5-42 °C kozott szaporodik, de
szaporodasi maximuma 37 °C-on van. Gyorsan ¢s béségesen szaporodik, nedves, lapos, sima
sz¢éli telepeket képez. Véresagaron beta-haemolizist okoz. Fakultativ patogén, megbetegitheti

valamennyi allatfajt és az embert is (Tuboly et al., 1999).
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Rhodococcus equi: 1-3 um méretii polimorf baktériumok. Aerob, k6zonséges agaron is jol
szaporodik, 24-48 ora alatt apro, attetszo, cseppszerl, nyalkas telepeket képeznek, amelyek
né¢hadny nap mulva megnagyobbodnak, siiri tenyészetben gyakran Ossze is folynak, s
pigmenttermelésiik kovetkeztében rézsaszinliek (lazacszintiek). Természetes el6fordulasi
helye a talaj, a novényevl allatok tragyaja, ritkdn a 16, szarvasmarha, juh, sertés
emésztOcsatorndja. Fiatal, 1-4 honapos csikokban okoz talyogképzddéssel jarod
bronchopneumonidt, ritkabban a bélfal és a bélfodri nyirokcsomodk gennyes gyulladasat, de
megbetegitheti a szarvasmarhat, a sertést és az immunszuppresszionak kitett embert is

(Tuboly et al., 1999).

Salmonella enterica: A salmonellak patogén vagy fakultativ patogén baktériumok. Egyes
szerotipusok kizardlag emberi korokozok, legtobbjiik azonban egyarant képes megbetegiteni
az embert és az allatokat is, illetve van néhany szerotipus, amely gyakorlatilag csak az
allatokat Dbetegiti meg. Egyszerli taptalajokon is jol szaporodnak ¢és a tobbi

enterobacteriumhoz hasonlo telepeket képeznek (Tuboly et al., 1999).

Serratia marcescens: Megtalalhatok a talajban, a vizben, a szennyvizekben, ritkabban az
ember és az allatok bélcsatorndjaban. Foleg 30 °C alatt, vizben nem old6do, vords; vagy
vizben oldodo, igy a kornyezetet is elszinezd rozsaszinli pigmenteket termelnek. Saprophyta,
megtalalhato élelmiszerekben (sajtokban és mas tejtermékekben stb.). Alacsony (4-5 °C)
homérséekleten is képesek szaporodni, ezért hiitdszekrényben tarolt élelmiszerek megromlasat

is eldidézhetik (Tuboly et al., 1999).

Staphylococcus hyicus: Gram-pozitiv, gomb alakt baktériumok. Megtalalhatok az ember és
az allatok borén, a fels¢ légutakban, az urogenitalis szervek nyalkahartyajan, valamint az
emésztdcsatornaban. 1 pm atmérdji, szabalyos gomb vagy kissé ovalis alaku baktériumok.
Csillojuk, spordjuk nincs, burkot nem képeznek. Igénytelen, aerob, fakultativ anaerob
baktériumok. Kozonséges agaron, 37 °C-on tenyésztve, 1-3 mm atmérdji, kerek, fényld,
domboru, kenhetd konzisztenciaji telepeket képeznek. Véresagaron a patogén torzsek
rendszerint erés haemolizist okoznak. A S. hyicus sertésben exsudativ bérgyulladast okoz
(Tuboly et al., 1999).

Streptococcus agalactiae: Gram-pozitiv, gomb alaku, folyékony taptalajokban tenyésztve
gyakran hosszabb-rovidebb lancokat formald baktériumok. Aerobok, fakultativ anaerobok,

kitenyésztésiikre legalkalmasabbak a gliikozt, vérsavot vagy vért is tartalmazé taptalajok. A
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togygyulladasok eléidézésében leggyakrabban szerepet jatszo baktériumok egyike (Varga et
al., 2018).

Trueperella pyogenes: Egyenes vagy kissé hajlott 0,5-2 um hosszl palcikak. Véresagaron,
37 °C-on, levegd jelenlétében 1-2 nap alatt apro, tliszarasnyi telepeket képez. A telepek koriil
beta-haemolizis lathatd. A T. pyogenes a kiilonféle allatfajok nyalkahartyainak a természetes
lakdja, sertésben, szarvasmarhdban, juhban, kecskében gennyesedéssel jard helyi
folyamatokat  (sebfertdzést, csiilokbantalmakat, iziiletgyulladast, koldokgyulladast,
méhgyulladast, mellékhere- és heregyulladast stb.) okoz. Tovabba gennyes, elhalasos,
talyogképzddéssel jaro tiidogyulladast, togygyulladast, esetenként septikaemiat, a magzatokba
jutva pedig vetélést idéz eld. Alkalmanként izolalhaté lovak, baromfi, ritkdbban mas
allatfajok talyogosodassal jar6 folyamataibol is. Ritkdn megbetegitheti az embert is (Tuboly et
al., 1999).

18



Képfeldolgozas

A vizsgalatokban az EBImage R-csomag fliggvényeit hasznaltuk (Pau et al., 2010). A
képfeldolgozas 1épései:

1. lépes (1. abra):
library(EBImage)

f="24 -6 101 B.jpg’
kep = rotate(readImage(f),90)

2. lépés (2. abra):
telepekl = getFrame(kep, 2)
3. lépés (3. abra):

th = 36
telepek2 = thresh(telepekl, w=th, h=th, offset=0.001)

4. lépés (4. abra):

telepek3 = opening(telepek2, makeBrush(th+1, shape="disc’))
telepek3 = opening(telepek3, makeBrush(th+1, shape="box”))

5. lépés (5. abra):
telepek4 = fillHull(telepek3)
6. lépés:

telepek5 = bwlabel(telepek4)
max(telepek5)
[1] 101
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2. ébra: 2. 1épés
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4. abra: 4. 1épés
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5. abra: 5. lépés
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Hatarérték paraméter

Sziikséges volt meghatarozni minden torzs esetében azt a kiiszobérték/hatarérték (threshold)
paramétert, amely alkalmazéasakor az algoritmus altal szamolt, és az altalam leszamolt érték
kozotti relativ eltérés a lehetd legalacsonyabb. Ez egy szélesség és hosszisag paraméter,
illetve ettél lehetséges minimalis eltérés szamszerli rogzitése a programban. Ez a

kovetkezOképp fest R kdrnyezetben:

library(EBImage)
paths = list.files(pattern="jpg$")
ths = seq(10, 40, by=2)

res.Ist = list()
for(f in paths){
v=c()

for(th in ths){
kep = rotate(readlmage(f),90)
telepek = getFrame(kep, 2)
telepek = thresh(telepek, w=th, h=th, offset=0.001)
telepek = opening(telepek, makeBrush(th+1, shape="disc’))
telepek = opening(telepek, makeBrush(th+1, shape="box"))
telepek = fillHull(telepek)
telepek = bwlabel(telepek)
v = ¢(v, max(telepek))
}
res.Ist[[length(res.Ist)+1]]=v
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Eredmények

Célunk a kisérlet soran az volt, hogy a fent felsorolt és ismertetett tdrzsekre hatarkeresés
metodikaval taldljuk meg azt a hatarérték paramétert, amivel az algoritmus a lehetd
legpontosabban képes megszamolni a képeken lathatd telepeket Osszevetve az altalam
szamoltakkal. Minden faj esetében megvizsgaltuk, hogy melyik hatarérték paraméter mellett
az algoritmus mennyi telepet képes megszamolni, és igy ki tudtuk vélasztani azokat a

hatarértékeket, ahol a relativ hiba a legkisebb volt (1. tablazat).

Faj Hatarérték  Relativ hiba (%)

1 28 1.8
2 20 2.3
4 32 1.4
5 28 2.8
7 26 2.0
8 30 3.4
9 28 0.7
10 12 1.3
11 26 1.1
12 12 1.1
13 26 9.2
14 32 2.5
15 36 0.0
16 34 1.3
17 26 1.3
18 22 1.7
19 28 0.0
21 38 0.7
22 16 3.5
23 22 0.4
24 36 0.0
25 24 0.0
26 18 2.0
27 34 0.0
28 24 21.6
29 20 5.6
31 38 0.0

1. tablazat: A legkisebb relativ eltérést eredményezd hatarértékek, fajonként.

6 alkalomtol eltekintve a relativ hiba 2,5% alatti volt. Tovabba a kisérlet soran észrevettiik,
hogy fekete hattéren fényképezett Petri-csészék pontosabb eredményt adnak, igy a kisérletet
azokkal folytattuk (6-7-8. abra). Megallapithato, hogy a fehér hattér nem alkalmas hatarérték-

keresésre ezzel a metodussal.
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6. abra: A leszdmlalashoz viszonyitott eltérés kisebb vagy nagyobb, mint 20%, fehér

hattér.
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7. abra: A leszdmlalashoz viszonyitott eltérés kisebb vagy nagyobb, mint 20%, fekete
hattér.
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8. abra: Fekete hattér, fajonkénti relativ eltérés a leszdmlalashoz képest.

A részletes eredményeket az 2. tablazat szemlélteti. Ebben megtaldlhatéak: minden faj
sorszama, azon higitasi fok, amelynél a leszamolt érték 30 és 300 koz¢ esik, a hozza tartozo
leszamlalt érték, és az algoritmus altal kalkulalt szamadat, mindez mar csak a fekete hatterti

képeket felhasznalva.
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Faj Higitas Leszamlalas Algoritmus

-5 57 37

1

1 -5 66 54
1 -5 80 28
2 -4 133 124
2 -4 146 143
2 -4 147 159
4 -5 241 209
4 -6 35 41
4 -6 71 71
5 -6 44 47
5 -6 72 63
7 -6 125 139
7 -6 149 145
7 -6 172 140
8 -6 118 92
8 -6 119 110
8 -6 134 109
9 -6 123 117
9 -6 126 121
9 -6 139 128
10 -5 75 59
10 -5 80 94
10 -5 88 151
11 -4 109 75
11 -4 91 82
11 -4 93 61
11 -5 38 54
11 -5 41 45
12 -4 167 127
12 -4 182 125
12 -4 86 219
13 -5 220 196
13 -5 260 230
14 -5 193 156
14 -5 268 216
14 -5 282 238
14 -6 40 38
14 -6 55 55
15 -5 68 76
15 -5 71 68
15 -5 90 78
16 -5 214 159
16 -5 280 218
16 -6 44 46
16 -6 77 75
16 -6 82 53
17 -4 114 93
17 -4 45 62
17 -4 79 77
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18 -5 188 186

18 -5 232 225
18 -6 32 65
18 -6 38 58
19 -4 220 74
19 -4 256 124
19 -5 32 31
19 -5 35 37
21 -5 151 146
21 -5 64 75
21 -6 49 68
22 -4 154 61
22 -4 256 81
22 -4 86 60
23 -5 158 174
23 -5 241 184
23 -5 252 238
24 -6 101 101
24 -6 158 137
24 -6 86 84
25 -6 155 88
25 -6 50 38
25 -6 68 41
26 -6 254 190
27 -5 54 54
27 -5 56 48
27 -5 71 67
28 -3 230 20
28 -3 255 12
28 -4 51 36
29 -3 152 143
29 -3 167 160
29 -3 186 185
31 -4 47 44
31 -4 70 60

2. tablazat: A fajra meghatarozott legkisebb hibaju hatarértékkel becsiilt és a
leszamlalassal kapott CFU-értékek.
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Megbeszélés

Szamos alkalommal el6fordult, hogy az algoritmus a képen szerepld telepeket helyesen
felismerte és megszamolta, igy az altala produkalt eredmény azonos / kozel azonos lett a

leszamolt adattal (9-10-11. abra).

9. 4bra:2 -4 133 B

10. abra: 24 -6_101 b
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11. &bra: 27 -5 56 _B

A kisérlet korlatait a kovetkezOkben szeretném ismertetni:

A leggyakrabban el6forduld hiba, amely a kézi szdmlalas és az algoritmus altal produkalt
értek kozotti legnagyobb kiillonbséget eredményezi, az a Petri-csésze oldaldn tiikr6z6do

fénysav. Valamilyen szinten a legtobb kép esetében hibaforrasként szolgalt.

Leggyakrabban két modon vezette félre az algoritmust: bizonyos esetben megtévesztd
eredményt kaptunk, hiszen latszélag az algoritmus szamadata kozel azonos a leszamolt
szammal, de ezt nem csak a telepek szamabol kapta, hanem hibasan a csésze oldalanak
csillogasat is értékként vette. Véletlenszerlien a szamadatok egyezhetnek ekkor is (12-13.

abra).

12. 4bra: 9_-6_126_B
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13. ébra: 18 -5 188 B

El6fordult, hogy bar az algoritmus helyesen felismerte és megszdmolta a telepeket, a
végeredménybe beleszamolta az altala telepnek vélt miiterméket is, igy nagyobb értéket

eredményezve a leszamoltnal (14. abra).

14. dbra: 17 -4 45 B

A kovetkezd hibaforras abbol adddott, hogy a taptalajon képzddd telepek annyira aprok
voltak, hogy az algoritmus képtelen volt felismerni Oket (15-16. abra), vagy azokat csak

részben sikeriilt felismerni, igy kihagyva a képzddott telepek egy részét a végeredménybol
(17-18. abra).
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15. ébra: 22_-4 256 B

17. bra: 17 -4 114 B
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18. ébra: 26 -6 254 B

Néhany esetben a fentiekkel ellentétben a magas telepszamu higitdsok alkalméval a szorosan
egymas mellett helyezkedd telepeket egyként értelmezte a program, igy azokat egybe

szamolva kevesebbet mutatott ki a leszamoltnal (19. abra).

19. abra: 4_-5 241 B

34



Osszefoglalas

A digitalis-, és az informdaciotechnologiai fejlédés szamos teriileten segiti az orvosi,
allatorvosi tevékenységet. Az allatorvosi bakteriologia, infektologia ¢és élelmiszer
mikrobiologia terliletén is sok esetben sziikség van egy mintdban vagy levestenyészetben az
¢lécsiraszam meghatarozasra, mely meglehetdsen munka-, és iddigényes folyamat. A
bemutatott munkank célja egy olyan digitdlis modszer kifejlesztése és tesztelése, mely
segitséget nyajthat a baktérium levestenyészetek éldcsiraszamanak meghatarozasaban, ezzel

jelentésen megkonnyitve és felgyorsitva a laboratériumban dolgozok munkéjat.

A kutatasunkhoz kivalasztottunk 25 olyan baktériumfajt (Gram-pozitiv, Gram-negativ, aerob
¢s anaerob fajok), illetve 2 gombafajt, amelyek altal okozott korfolyamatok jelentés gazdasagi
kartételt okoznak a gazdasagi haszonallat tartasban, de egyesek betegségeket okozhatnak a
kedvtelésbdl tartott allatokban is. A fajok kivalasztasakor figyelembe vettiik, hogy milyen
morfologiaju telepet képeznek (pl.: alak, szin, méret), illetve milyen taptalajon képesek
novekedni (k6zonséges agar, véresagar, csokoladé agar, MacConkey agar, Sabouraud agar).
Az adott baktériumtorzsbdl tizes alapu higitasi sort készitettiink, majd harom parhuzamos
szélesztést végeztink a 103-10° kozotti higitasokbol. A tenyésztések digitalizalasara
(fényképezésére) 24-48 oras inkubacidt kovetden keriilt sor. Ezt kovetden a taptalajok
feliiletén kifejlodott telepeket a hagyomanyos méddon (szabad szemmel) megszamoltuk, és a

kapott eredményeket rogzitettiik.

A digitalis képelemzést R-kornyezetben végeztiik, az EBImage-csomag segitségével. A
kiilonboz6 baktériumoknak, higitdsoknak és taptalajoknak a telepek automatizalt azonositasra
gyakorolt befolyasolo hatasanak vizsgalata céljabol nagyszamu futtatast hajtottunk végre.
Ezek soran a telepazonositashoz hasznalt fliggvények paramétereit Szisztematikusan

valtoztattuk.

A hagyomanyos moddon, és az altalunk kifejlesztett R-kod éltal szdmolt végeredmények
kozotti relativ eltérés 0% és 2,5% kozott volt (6 torzset leszamitva). A kovetkezd
eredményeket kaptuk: Actinobacillus equuli: 0,0% (relativ hiba); Actinobacillus
pleuropneumoniae: 1,7%; Aeromonas hydrophila: 0,0%; Bacillus cereus: 1,8%;
Bibersteinia trehalosi: 0,7%; Bordetella bronchiseptica: 2,0%; Brucella ovis: 3,5%;
Candida albicans: 21,6%; Clostridium perfringens: 1,3%; Corynebacterium

pseudotuberculosis: 1,1%; Erysipelothrix rhusiopathiae: 3,4%; Escherichia coli: 9,2%;
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Glaesserella parasuis: 1,3%; Histophilus somni: 1,3%; Klebsiella pneumoniae: 0,0%;
Listeria monocytogenes: 2,0%; Malassezia pachydermatis: 5,6%; Paenibacillus larvae:
2,3%; Pasteurella multocida: 0,0%; Proteus mirabilis: 0,0%; Pseudomonas aeruginosa:
0,4%; Rhodococcus equi: 0,7%; Salmonella enterica: 2,5%; Serratia marcescens: 0,0%;

Staphylococcus hyicus: 1,4%; Streptococcus agalactiae: 2,8%; Trueperella pyogenes: 1,1%.

A vizsgélataink eredményeként sikeriilt kifejleszteni egy olyan R-kodot, melynek segitségével
csokkenthetd a telepszamolds élémunka igénye, amellett, hogy a hagyomanyos modon

szamolt értékeket szinte tokéletesen képes reprodukalni.
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Summary

Development and test of a new digital imaging technique for the determination of viable

cell count of different bacterial and fungal broth cultures with veterinary importance

Advances in digital- and information technology assist medical and veterinary activities in
many areas. In several cases in the field of veterinary bacteriology, infectious and food
microbiology there is also a need to determine the number of live bacteria in a sample or the
viable cell count in a broth culture, which is a rather labour-intensive and time-consuming
process. The aim of our work presented is to develop and test a digital method that can
provide aid in determining the viable bacterial cell count of broth cultures, thus greatly
simplifying and speeding up the laboratory work.

We selected 25 bacterial species (gram-positive, gram-negative, aerobic and anaerobic
species) and 2 fungal species that cause diseases inducing significant losses to economic
livestock keeping, while some may also cause illnesses in pets. When selecting the species,
we have taken into account the colony morphology (eg.: shape, colour, size) and kind of
growth medium they can develop in (nutrient agar, blood agar, chocolate agar, MacConkey
agar, Sabouraud agar). Tenfold dilution were prepared from the bacterial broth cultures and
three parallel platings were performed from dilutions of 10-10°. The cultures were digitized
(photographed) after 24 to 48 hours of incubation. The colonies developed on the surface of
the culture media were then counted using conventional method (with naked eye) and

recorded.

Digital image analysis was done in R-environment using the EBImage package. Numerous
runs were performed to assess the influence of a variety of bacterium species, dilution rate
and media on automated identification. In these, the parameters of the functions used for

colonial identification were systematically changed.

The relative deviation between the final results reported in the traditional way and the R-code
we developed was between 0% and 2.5% (except for 6 species). The following results were
obtained:

Actinobacillus equuli: 0.0% (relative error); Actinobacillus pleuropneumoniae: 1.7%;
Aeromonas hydrophila: 0.0%; Bacillus cereus: 1.8%; Bibersteinia trehalosi: 0.7%;

Bordetella bronchiseptica: 2.0%; Brucella ovis: 3.5%; Candida albicans: 21.6%;
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Clostridium perfringens: 1.3%; Corynebacterium pseudotuberculosis: 1.1%; Erysipelothrix
rhusiopathiae: 3.4%; Escherichia coli: 9.2%; Glaesserella parasuis: 1.3%; Histophilus
somni: 1.3%; Klebsiella pneumoniae: 0.0%; Listeria monocytogenes: 2.0%; Malassezia
pachydermatis: 5.6%; Paenibacillus larvae: 2.3%; Pasteurella multocida: 0.0%; Proteus
mirabilis: 0.0%; Pseudomonas aeruginosa: 0.4%; Rhodococcus equi: 0.7%; Salmonella
enterica: 2.5%; Serratia marcescens: 0.0%; Staphylococcus hyicus: 1.4%; Streptococcus

agalactiae: 2.8%; Trueperella pyogenes: 1.1%.

As a result of our investigations, an R-code was developed that could reduce the need of
workload for colony counting, beside the fact that it is able to almost perfectly reproduce the

values calculated in the traditional way.
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Jelen megéllapodas elfogaddsaval a szerzd, illetve a szerzdi jogok tulajdonosa nem kizarélagos
jogot biztosit a HuVetA szamara, hogy archivalja (a tartalom megvaltoztatasa nélkiil, a megdr-
Z€s €s a hozzaférhetéség biztositisanak ¢rdekében) és masoldsvédett PDF formara konvertalja
¢s szolgéltassa a fenti dokumentumot (beleértve annak kivonatt is).

Beleegyezik, hogy a HuVetA egynel t6bb (csak a HuVetA adminisztrdtorai szaméra hozzafér-

het8) masolatot taroljon az On 4ltal atadott dokumentumbol kizar6lag biztonsagi, visszadllitasi
€s megdrzési célbol.

Kijelenti, hogy az atadott dokumentum az On muve, és/vagy jogosult biztositani a megallapo-
dasban foglalt rendelkezéseket arra vonatkozdan. Kijelenti tovabba, hogy a mii eredeti és leg-
jobb tudomésa szerint nem sérti vele senki més szerz6i jogat. Amennyiben a mii tartalmaz olyan
anyagot, melyre nézve nem On birtokolja a szerzéi jogokat, fel kell tiintetnie, hogy korlatlan
engedélyt kapott a szerzdi jog tulajdonosatol arra, hogy engedelyezhesse a jelen megéllapodas-

ban szereplé jogokat, és a harmadik szemely 4ltal birtokolt anyagrész mellett egyértelmiien fel
van tiintetve az eredeti szerzé neve a miivén beliil.

A szerz6i jogok tulajdonosa a hozzaférés korét az aldbbiakban hatarozza meg (egyetlen, a meg-
feleld négyzetben elhelyezett x jellel):

engedelyezi, hogy a HuVetA-ban -ban tarolt mitvek korlatlanul hozzaférhetsvé valjanak

K| avilighdlen,

az Allatorvostudoményi Egyetem belsd hélézatara (IP cimeire) korlatozza a feltoliott

dokumentum(ok) elérését,

a Konyvtarban talalhat6, dedikalt elérést biztosito szamitogépre korlatozza a feltsltott

dokumentum(ok) elérését,

csak a dokumentum bibliografiai adatainak és tartalmi kivonaténak feltsltéséhez jérul
hozza (korlatlan hozzaféréssel),




Kérjiik, nyilatkozzon a négyzetben elhelyezett jellel a helyben hasznalatrél is:

N Engedélyezem a dokumentum(ok) nyomtatott valtozatanak helyben olvasasét a konyv-
tarban.

Amennyiben a felt6ltés alapjat olyan mi keépezi, melyet valamely cég vagy szervezet tdmoga-

tott illetve szponzoralt, kijelenti, hogy jogosult egyetérteni jelen megallapodassal a miire vo-
natkozdan.

A HuVetA tizemeltet6i a szerzo, illetve a jogokat gyakorlé személyek és szervezetek iranyaban
nem vallalnak semmilyen feleldsséget annak Jogi orvoslaséra, ha valamely felhasznalé a Hu-
VetA-ban engedéllyel elhelyezett anyaggal torvénysérté médon visszaélne.

Budapest, 202, év ... /(... .. hé ...{3...nap
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alairas
szerz0/a szerzéi jog tulajdonosa

4 HuVetAMagyar A’llatorvos-tudomtinyi Archivum — Hungarian Veterinary Archive az Al-
latorvostudomdnyi Egyetem Hutjra Ferenc Konyvtdr, Levélidr és Mizeum dltal miikodtetett
egyetemi és szakteriileti online adattdr, melynek célja, hogy a magyar dllatorvos-tudomdny és
~torténet dokumentumait, tuddsvagyondt elektronikus formdban osszegyiijise, rendszerezze,

megorizze, kereshetdvé és hozzdaférhetdvé tegye, szolgdltassa, a hatdlyos jogi szabdlyozdsok
figyelembe vételével.

A HuVet a korszerdi informatikai lehetdségek felhaszndldsdval biztositia a kénnyii, (internetes
keresSgépekkel is miikidd) kereshetdséget és lehetdség szerint a teljes szoveg azonnali elérését.
Célja ezek révén

- amagyar dllatorvos-tudomdny hazai és nemzetkizi ismertségének novelése;

= amagyar dllatorvosok publikdcidira torténd hivatkozdsok szdmdnak, és ezen
keresztil a hazai dllatorvosi folyéiratok impakt faktordnak novelése;
az Allatorvostudomdnyi Egyetem és az egyuntmiikods partnerek tuddsvagyond.-
nak koncentrdlt megjelenitése révén az intézmények és a hazai dllatorvos-ru-
domdny tekintélyének és versenyképességének nivelése;
- aszakmai kapcsolatok és egyiittmiikodés elésegitése,
= anyilt hozzdférés tdmogatdsa.



