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1. Introducere

Microscopul confocal cu scanare laser (CLSM) este un sistem electronic, alcatuit dintr-un
microscop optic, un computer si un sistem laser folosit pentru procesarea imaginilor.

Cu ajutorul microscopului cu scanare laser se pot ob{ine imagini realizate pe sectiuni foarte
subtiri, cu rezolutie foarte mare si de calitate inalta prin indepartarea interferentelor care
pot apdrea intre lumina provenita de la diferite campuri de emisie dealungul probei,
focusarea realizandu-se intr-un singur plan (confocal) (Herraiz et.al. 2012).

Microscopul confocal cu scanare laser este considerat un sistem de imagistica digitala sau
video care produce imagini electronice (Palmer et.al. 2006).

Microscopia confocala este o tehnica foarte populara si utilizata in ultimii ani, avand
aplicabilitate mare In multe domenii de interes actual dar si datorita obtinerii unor imagini
digitale de calitate superioara a diferitor specimene simplu, dublu sau triplu marcate
fluorescent. Se utilizeaza culorile rosu, verde si albastru (metoda RGB) si astfel se obtin
informatii cu privire la afisarea distributiei a pana la 3 probe fluorescente, efectul de
deteriorare, viteza de scanare, focalizarea axiala, stralucirea si dimensiunea orificiilor de
tip pinhole. In comparatie cu microscopul optic conventional, cel confocal permite
controlul adancimii de camp, eliminarea perturbatiilor imaginii din lipsa de focalizare,
precum si posibilitatea analizei din punct de vedere optic al unor sectiuni de esantioane
subtiri. In microscopia confocald se practici filtrarea spatiald pentru a elimina lumina
nefocalizata sau stralucirile in esantioanele mai subtiri decat planul de focalizare.

Prepararea probei de studiat nu necesita tratamente speciale, iar informatiile care se pot
obtine de la elemente tisulare transparente care reflecta lumina sunt usor de obtinut.
Metoda poate fi utilizata si in combinatie cu alte tehnici clasice de fluorescentd, precum in
cazul detectarii de celule nemarcate intr-o populatie de celule marcate fluorescent sau a
evidentierii interactiunilor intre celulele de cultura pe substrat opac, marcate fluorescent,
are de asemenea aplicatie in biologia celulara, prin studiul imaginilor obtinute de la
molecule, celule vii si tesuturi.

In prezent, in microbiologie existi numeroase metode de investigare experimentald a
formdrii biofilmului. In functie de modul in care biofilmele intrd in contact cu mediul
pentru crestere acestea pot fi: metode de studiu care folosesc sisteme de curgere in flux
continuu a mediului de crestere la nivelul biomasei sau metode care au la baza difuzia
simpla intr-un sistem static (Palmer, R.J. Jr. 2010).

Cele mai cunoscute metode de formare a biofilmului sunt: metodele de crestere in placi de
microtitrare, sistemele cu camera de flux, dispozitivul Robbins, sistemele PFR (reactorul cu
bujie flow), reactorul pentru biofilme in centrele de control ale bolilor, alte modele cu
curgere flux, sistemele microfluidice.
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Asocierea tehnicilor microbiologice, cu microscopia confocald cu scanare laser, este
singurul mod in care se poate obfine o reprezentare realistica a distributiei spatiale si a
dinamicii biofilmului, prin determinarea rolului diferitelor specii microbiene ca si agenti
microbieni coadezivi pe diferite suprafete de adeziune. (Al- Ahmad et.al. 2007, Jung et.al.
2010, Tomas et.al., 2010).

2. Descrierea experimentelor si colectarea imaginilor

Testarea capacitdtii de formare a biofilmelor monomicrobiene (Spahylococcus spp. si E.
coli) si testarea capacitatii de formare a biofilmelor polimicrobiene (Staphylococcus spp + E.
coli), s-a realizat prin metoda de crestere in placi de microtitrare elaborata de Djordjecvic
si colab. identificandu-se tulpinile bacteriene cu capacitatea cea mai mare de formare a
biofilmului In urma determindrii densitatii optice (DO) cu ajutorul spectrofotometrului,
cuantificarea ratei de crestere (biofilme mono - polimicrobiene). Asocierea Staphylococcus
aureus si E.coli s-a realizat din probe recoltate din aceeasi sursa biologica, respectiv din
secretie plaga si lichid cefalorahidian. S-a observat ca atat tulpinile din genul
Staphylococcus cat si E. coli, au capacitatea de a forma biofilme cu diferente intraspecifice
pentru anumite specii din cadrul celor doud genuri ceea ce releva rezistenta anumitor
specii bacteriene crescute in conditii optime pentru dezvoltarea proceselor patologice (vezi
raportul 2.3.1).

Vizualizarea biofilmului s-a realizat cu ajutorul microscopului confocal Zeiss LSM 700 care
este prevazut cu sursa externa UV pentru fluorescentd, si sursa de excitare laser pentru
microscopia confocala. Initial, probele au fost vizualizate in epifluorescenta dupa care au
fost supuse examinarii prin microscopie confocala.

Procedeul utilizat pentru cresterea mono- si duo - biofilmelor pentru vizualizarea la
microscopul confocal este asemanator cu cel descris in raportul 2.3.3. Dupa cresterea
biofilmelor, godeurile au fost spalate cu 150 mM NacCl si reumplute cu TSB si Film Tracer
LIVE/DEAD biofilm viability dyes (ThermoFisher), dilutie preparata din solutia stoc
conform protocolului de lucru. Kitul Film Tracer LIVE/DEAD biofilm viability contine un
marker specifc pentru celule vii care emite in verde fluorescent (SYTO 9) (480/500nm) si
iodura de propidiu (490/635nm) care emite in rosu si patrunde prin membrana afectata a
celulelor analizate, marcand ADN-ul celular. Placa a fost apoi incubata la intuneric la 30° C
pentru 20 min pentru marcarea fluorescenta a bacteriilor.

Pentru analiza placa de microtitrare a fost montata la nivelul suportului pentru placi al
microscopului confocal si examinata cu ajutorul obiectivelor de 10x si 40x. Ulterior
fluorescenta emisa a fost captata la 500 nm pentru a vizualiza fluorescenta fluorocromului
SYTO9 si 636 nm pentru iodura de propidiu. Viteza de scanare a fost de 400 Hz cu
frecventa de 1024x1024 pixeli pentru fiecare cAmp in parte. Scanarea s-a realizat pe trei
directii (%, y si z), numarul pasilor fiind variabil in functie de grosimea biofilmului.
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3. Metode si masuri utilizate In cuantificarea biofilmelor tri-
dimensionale

3.1. Pre-procesarea stivei de imagini

Imaginile de biofilme inregistrate folosind microscopia laser confocala sunt reprezentate ca
o stiva de imagini bidimensionale, fiecare imaginie bidimensionala reprezentand un nivel
din stiva. Pentru a facilita cuantificarea caracteristicilor biofilmului, stiva de imagini
trebuie in prealabil procesati. In continuare sunt descrise pe scurt principalele tipuri de
pre-procesari aplicate stivei de imagini.

Aliniere. Pentru a putea fi extrase informatii din stiva de imagini acestea trebuie sa fie
aliniate, astfel incat proiectia pe nivelul de baza (cel care reprezinta sub-stratul) a unei
regiuni din fiecare dintre nivele urmatoare sa corespunda aceleiasi arii din substrat. Daca
imaginile din stiva un sunt aliniate, atunci acest lucru trebuie facut in prealabil folosind
metode de aliniere a imaginilor (image registration).

Segmentare (orizontald). Aceasta etapa are ca scop transformarea fiecarei imagini din stiva
intr-o imagine binara care contine doar valorile 0 si 1. Un pixel care are valoarea 1
corespunde unei regiuni in care exista biomasa iar un pixel care are valoarea 0 corespunde
unei regiuni care nu contine biomasa. Dimensiunea regiunii asociate unui pixel din
imagine depinde de rezolutia la care este inregistrata imaginea. In imaginile prelucrate in
cadrul proiectului dimensiunea regiunii aferente unui pixel este de 1.07 x 1.07 pm.
Imaginile prelucrate sunt reprezentate pe nivele de gri, In sensul cda fiecare pixel are
asociata o valoare Intreaga cuprinsa intre 0 si 255, cu valorile extreme asociate astfel: 0
pentru negru si 1 pentru alb.

Segmentarea se realizeaza folosind algoritmi de binarizare. Cel mai simplu algoritm de
binarizare este cel care foloseste un prag constant: oricarui pixel din imaginea initiala care
are valoare mai mare decat pragul i se asociaza valoarea 1 si oricarui pixel care are
valoarea mai mica decat pragul i se asociaza valoarea 0. Intrucat conditiile de iluminare
pot varia, este dificil de identificat un prag adecvat pentru orice imagine. Din acest motiv au
fost dezvoltate metode de segmentare binara bazate pe valori adaptive ale pragului, cum
este metoda Otsu (Sezgin and Sankur, 2004) folosita in pachetul software ComStat. Metoda
Otsu se bazeaza pe ideea de a minimiza intra-varianta (varianta corespunzatoare valorilor
pixelilor care sunt inclusi In aceeasi clasda) si de a maximiza inter-varianta (varianta
corespunzatoare valorilor pixelilor care sunt inclusi in clase diferite).

Filtrare (verticald). Una dintre problemele microscopiei confocale este faptul ca se pot
inregistra imagini de calitate buna doar pana la o anumita adancime care depinde de
diferiti factori (densitatea biofilmului, intensitatea radiatiei laser, senzitivitatea
fotomultiplicatorilor, apertura obiectivului etc) (Heyborn et al., 2000). Din acest motiv, pe
langa segmentarea fiecarei imagini din stiva (procesare pe orizontald) este necesara si o
filtrare pe verticala al carui scop este excluderea pixelilor de biomasa care nu sunt
conectati la substrat. Metoda (denumita connected-volume filtering in ComStat) se bazeaza
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pe urmatoarea idee: se porneste de la pixeli de biomasa (cu valoarea 1) de la nivelul
corespunzator substratului si pixelii cu valoarea 1 care nu sunt conectati (invecinati) cu
pixeli de biomasa de pe nivelul anterior sunt setati pe 0. Ideea tehnicii de filtrare
implementata in Comstat este ilustrata in imaginea de mai jos.

Side view
Top view Not connected

..{—/ A

1. @

Connected Y

Fig. 1.Ideea metodei connected-volume filtering (Comstat 2.1, 2015)

Indreptare (smacking). In cazul in care substratul este deplasat si nu este captat in
intregime In primul nivel, stiva de imagini nu va reflecta corect structura biomasei si este
necesara o ,indreptare” a imaginii asa cum este ilustrat In imaginea de mai jos (Comstat 2.1
Manual, 2015). Functia implementata in Comstat 2.1. determina pentru fiecare pixel din
imaginea asociata substratului valoarea cea mai mare de pe pozitia corespunzatoare in
imaginile aferente celorlalte nivele si o plaseaza pe in pixelul respectiv. Transformarea se
aplica Tnainte de etapa de segmentare si afecteaza doar nivelul corespunzator substratului.

A B

Fig. 2. Ideea tehnicii de smacking (A. Inainte de smacking, B. Dupa smacking; rosu - biomasa, verde -
substrat, negru - pixeli corespunzatori diferitelor nivele din imagine) (Comstat 2.1, 2015)
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3.2. Biovolum

Biovolumul (bio-volume) este definit ca numarul de pixeli de biomasa continuti in toate
imaginile din stiva de imagini inmultit cu volumul unui voxel (dimensiune pixel (0x) x
dimensiune pixel (Oy) x dimensiune pixel (0z)) si impartit la area substratului din stiva de
imagini. Valoarea asociata biovolumului este exprimata in (pm3/ pm? ). Biovolumul
exprima volumul total dintr-un biofilm si furnizeaza o estimare a biomasei din biofilm. Pe
langa biovolum se poate calcula si aria ocupatd de bacterie in fiecare nivel care reprezinta
fractiunea din aria fiecarui nivel ocupata de biomasa. Acoperirea substratului (substratum
coverage) este aria acoperita din prima imagine a stivei si reflecta cat de eficient este
colonizat substratul de catre bacteria din populatie.

3.3. Distributia grosimii si grosimea medie

Grosimea (thickness) este definita ca o functie care asociaza fiecarui pixel (x,y) din nivelul
de baza (prima imagine din stiva) care corespunde biomasei (valoarea pixelului este 1) un
numar care corespunde celui mai inalt pixel ce are valoarea 1 (corespunde unei zone cu
biomasa) pe verticala ridicata in pixelul de coordonate (x,y), ignorand eventualii pori/
eventualele goluri din biomasa. Valoarea grosimii este exprimata in pum. Intrucat pentru
fiecare pixel al nivelului de baza este asociata o valoare, in cazul unui biofilm avand sectiuni
de 1024x1024 pixeli, se calculeaza 1024x1024 de valori pe baza carora se poate determina
distributia grosimii, valoarea medie a grosimii precum si alti indicatori statistici. Valoarea
medie a grosimii (mean biofilm thickness) furnizeaza informatii privind dimensiunea
spatiala a biofilmului.

3.4. Coeficientul de rugozitate

Coeficientul de rugozitate (roughness coefficient) este o marime adimensionala calculata
pornind de la distributia grosimii folosind relatia:

J"|I- —_—
15 |G, — G |
R=iye=Cl
N G
i=1

In relatia de mai sus, N reprezintd numairul de pixeli (dintr-o imagine a stivei), G,
reprezintd grosimea corespunzitoare pixelului i, iar G reprezinta valoarea medie a
grosimii. Rugozitatea furnizeaza informatii privind variabilitatea grosimii in stiva de
imagini, fiind un indicator al heterogeneitatii biofilmului. O alta masura a variabilitatii este
dimensiunea fractala

3.5. Analiza micro-coloniilor

Microcoloniile se identifica in substrat (prima imagine din stivd) ca regiuni separate de
pixeli corespunzatori biomasei folosind algoritmi de etichetare a componentelor conectate.
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Exista diferiti algoritmi pentru realizarea etichetarii, marea majoritate bazandu-se pe
principiul identificarii componentelor conexe in grafuri utilizdnd in contextul imaginilor
binare vecinatati de tip Moore (4-connected component labelling) sau de tip Neumann (8-
connected component labelling) (cap. 3 in (Shapiro and Stockman, 2002)) . Dupa
identificarea si etichetarea tuturor regiunilor, se aplica o etapa de filtrare in urma careia se
retin doar regiunile a caror arie depaseste o valoare prag (stabilita de catre utilizator).
Fiecare dintre regiunile selectate reprezinta o micro-colonie iar marimile ce rezulta din
analiza sunt de regula: (i) numarul micro-coloniilor; (ii) aria fiecarei microcolonii; (iii) aria
medie a micro-coloniilor. Numarul si aria micro-coloniilor din substrat furnizeaza
informatii utile in ceea ce priveste comunitatea din biofilm.

Pe langa arie, se poate estima si volumul unei microcolonii: se porneste de la pixelii unei
microcolonii din substrat si se contorizeaza toti pixelii conectati ce apartin biomasei in
imaginile urmatoare din stiva de imagini. Analiza distributiei volumelor micro-coloniilor
este utila in a stabili cum variaza micro-coloniile la schimbarea conditiilor de mediu si in a
stabili daca exista un volum optimi pentru o micro-colonie (la atingerea acestui volum
cresterea coloniei inceteaza).

3.6. Analiza distantelor de difuzie

Distanta de difuzie (diffusion distance) asociata unui pixel ce contine biomasa (pixel cu
valoarea 1) este cea mai scurta distanta (in graful definit pe baza vecinatatilor din imagine)
de la acel pixel la un pixel ce nu contine biomasa (pixel cu valoarea 0). Media si maximul
distantelor de difuzie corespunzatoare unei imagini furnizeaza informatii privind
distantele care trebuie strabatute de catre nutrienti si alte componente ale substratului
pentru a ajunge la microcolonii. Distanta de difuzie poate fi calculata atat la nivelul unei
imagini (cazul bidimensional - cum a fost descris mai sus) sau la nivelul unei stive de
imagini (cazul tridimensional) (Heydorn et al., 2000).

3.7. Raportul suprafata/volum

Pentru a calcula raportul suprafata/volum (surface to volume ratio) trebuie estimata
suprafata unui biofilm. Aceasta este definita ca fiind numarul de pixeli ce contin biomasa
care au cel putin un vecin care nu contine biomasa. In acest context, marginile din jurul
stivei de imagini sunt considerate ca fiind cu biomasa cu exceptia marginii de sus care este
considerata background. Doar suprafetele care sunt expuse la flux de nutrienti sunt incluse
in calculul suprafetei. In calculul propriu-zis al suprafetei fiecare pixel este de fapt
considerat a fi un voxel cu volumul dimensiune pixel (Ox) x dimensiune pixel (Oy) x
dimensiune pixel (0z), iar suprafata este suma ariilor voxelilor de pe frontiera (care sunt
invecinati cu voxeli ce apartin backgroundului).

Raportul suprafata/volum este calculat impartind suprafata estimata in modul descris mai
sus prin bio-volum (descris in sect. 3.2.). Acest raport reflecta fractiunea din biofilm care
este expusa la fluxul de nutrienti si indica modul in care biofilmul se adapteaza la mediu. O
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valoare mare a raportului poate indica existenta unei concentratii scazute de nutrienti:
suprafata de contact a crescut pentru a facilita accesul la o cantitate mai mare de nutrienti.

4. Instrumente software utilizate 1n cuantificarea biofilmelor

4.1. Motivatie

Parametrii care descriu structura biofilmului microbian se impart in doua categorii: prima
categorie este aceea a parametrilor care se refera la caracteristicile bidimensionale (2D),
iar cea de-a doua categorie este cea a parametrilor care se refera la caracteristicile
tridimensionale (3D) ale biofilmului microbian. Prima categorie cuprinde: aria, suprafata
de acoperire, porozitatea, distanta de difuziune si entropia texturala. Din a doua categorie
fac parte: biovolumul, raportul volum-suprafatd, dimensiunea fractala, dispersia spatiala,
aranjarea spatiald, grosimea medie si maxima, coeficientul de rugozitate si identificarea si
distributia spatiala a microcoloniilor pe substrat.

Imaginile obtinute prin microscopia in fluorescenta si microscopia confocald sunt
digitalizate, fapt ce sta la baza unor programe software. Imaginile 2D sunt formate din
puncte (pixeli) iar cele 3D din voxeli, ceea ce permite analiza imaginilor si transformarea
intensitatii fiecarui pixel sau voxel intr-o valoare matematici. In experimentele efectuate
vizualizarea si interpretarea parametrilor imaginii s-a realizat cu ajutorul programului
Comstat 2.1.

4.2. COMSTAT. Descriere generala si mod de utilizare
4.2.1. Descriere generala

ComStat ( www.comstat.dk ) este un pachet software dezvoltat in 2000 (Heyborn et al,
2000) care permite cuantificarea caracteristicilor biofilmelor fiind util in determinarea
diferentelor intre caracteristicile morfologice ale acestora. Este utilizat In principal pentru
analiza stivelor de imagini inregistrate folosind microscopia laser confocala (SCLM -
confocal laser scanning microscopy).

Comstat a fost initial implementat ca pachet pentru MatLab
(https://www.mathworks.com), prin urmare necesita instalarea in prealabil a acestui
paceht software. Matlab este un pachet software comercial pentru analiza datelor si
simulare, folosit in special in domeniul ingineriei si pentru care au fost dezvoltate
numeroase pachete, inclusiv in domeniul prelucrarii imaginilor.

Versiunea curenta a ComStat este 2.1 (Vorregaard, 2008) si este implementata ca plugin
pentru ImageJ, care este un software open-source implementat in Java avand ca scop
prelucrarea imaginilor si avand utilitate In diferite domenii stiintifice. Image] este o
platforma extensibila care ofera o suita bogata de functii pentru vizualizarea si prelucrarea
imaginilor: imbunatatirea calitatii imaginii (eliminare zgomot, accentuare contrast),
identificarea entitatilor in imagini (determinare muchii/contururi, segmentare),
transformarea imaginilor etc.
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Comstat2 a fost proiectat sa suport imagini obtinute folosind microscoape confocale Leica
si Zeiss (formatele TCD4D, LIF si LSM).

4.2.2. Instalare si mod de utilizare

Instalare. Pentru instalarea pachetului ComStat 2.1 se parcurg pasii:
1. Conectare la pagina web a pachetului: http://www.comstat.dk/
2. Inregistrare ca utilizator (click pe link sign up page si completare informatii
solicitate)
3. Descarcarea locala a arhivei (de exemplu Comstat64 pentru Windows OS pe 64 biti)
4. Dezarhivare - se va crea automat folder-ul Comstat 2.1

Utilizare. Pentru utilizare se parcurg pasii:
1. Se lanseaza Comstat: dublu click pe Image] (din folder-ul in care a fost instalat) si
click pe Comstat2 de la Plugins.

"'.'vl}p:| -
File Edt Image Process Analyze Window Help
I Ol c|ol &l s|Al¢ Macros

Magniyng glass for use “+" and “- keys) Shortcuts

Compile and Run
nstall Ctri+Shift+M

3D
Analyze
Bio-Formats

Graphics
put-Output
LOCI
Scnpts
Stacks
Tools

Fig. 3. Lansare in executie Comstat2 din Image]

Ca efect al acestei actiuni vor aparea 3 ferestre noi (Figura 4):
e (Comstat 2.1 - care contine lista de masuri ce pot fi estimate pentru una sau
mai multe stive de imagini
e Observed Directories - unde vor fi afisate directorul (folder-ul) sau
directoarele unde se afla fisierele de procesat
e Log - unde vor fi afisate statusul si rezultatele prelucrarilor
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Fig. 4. Ferestrele deschise la lansare Comstat

2. Se adauga directoarele de lucru prin click pe Add din fereastra Observed Directories,
efectul acestei actiuni fiind crearea ferestrei Images in Directories in care apare lista cu

fisierele continute In directoarele adaugate.

File Edt Image Process Amalyze Plugns Window Help

Fie  About
Bl OO A LGS A IO ]| Devite) &8 ‘
- J {
- B wihod ~ e c e N
i * Y Calor picker (255 265 255/0.0,0)
- Dr'contracte SioAMR 201 Prapontare 201 1 Stintifhc Raportimaged imagini

Area Ocaugeed In Layers |
Add | Remove

Fig. 5. Addaugarea directorului/directoarelor de lucru si vizualizarea listei de fisiere cu imagini
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3. Se selecteaza fisierele care vor fi procesate prin click pe icoana-cheie din dreptul
fiecarui fisier listat in fereastra Images in Directories. De exemplu este selectat
pentru procesare fisierul corespunzator canalulu 1 din fisierul Dual Biofilm 3
(Staphylococcus aureus + E. Coli) - series 001.

Sohim 2 (Slaptytoc Us Iure «F 1) 1024 x1024

flm Staphylococcus aureus 1024v1024 1
Senes001 1| 0]

Fig. 6. Selectarea imaginii/imaginilor de prelucrat

4. Se bifeaza in lista de prelucrari din fereastra Comstat2 toate prelucrdrile care se
doresc a fi efectuate si se da click pe Go. In imaginea de mai jos sunt selectate
urmatoarele prelucrari:

e Automatic thresholding (Otsu method) - specifica metoda folosita in etapa de
segmentare a imaginilor corespunzatoare nivelelor - este implicit selectata

e C(Connected Volume Filtering - specifica metoda utilizata pentru filtrarea pe
verticala - este implicit selectata

e BioMass, Thickness Distribution, Dimensionless Roughness Coefficient

Fée  Abowt

J [Sualiteoftm 2 (Staphylocootus aureus « E coll) 1024 x1024 #) BV Automatic thresholding (Otsa's method
eneadlZ ent | ( [ Overmide indhadual threshola

1 (when sulothres. off

1o8Im Ned] .3 »
¢ i Slag COCOUS Jureus +E oo 24 hraEho

I~ Sutace Area
Seeles001 ch110] Microcolones at Sudssalum
3 me af mecrocoinnias at SuUBEw Rl

I Avarage run leng®h of colonies (verhon

Loca heine

Fig. 7. Selectia tipurilor de pre-procesare a imaginilor si a marimilor de calculat
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Dupa efectuarea prelucrarilor rezultatele vor fi afisate in fereastra Log (la finalul
prelucrarilor apare: Done with selected images) si in fisiere text salvate in directorul de
lucru (cel in care se afla fisierul prelucrat). Rezultatele sunt afisate intr-un format
compatibil cu Excel astfel ca pot fi preluate in Excel prin Copy&Paste.

L Log

Spots Measured (%): 5500 045 0.44 0.40 0.39 0.40 0.41
Average thickness (Entire area) (um): 9575310

Average thickness (Biomass) (um) 21277935

AVERAGE THICKNESS

Image name dualbiofilm 3 (Staphylococcus aureus +E.coli) 1024 x1024 1if. Series001 ch1
Thickness (um). 95.75310

ROUGHNESS COEFFICIENT Ra*

Image name dualbiofilm 3 (Staphylococcus aureus +E.coli) 1024 x1024. lif: Series001 ch1
Roughness Coefficient (Ra*): 1.23466

Done with selected functionsfimages||

<

File prename:

Fig. 8. Exemplu de continut al ferestrei Log dupa efectuarea prelucrarilor specificate

Fluxul de prelucrari poate fi sumarizat dupa cum urmeaza:

1. Selectarea siincarcarea stivei de imagini

2. Selectarea/deselectarea individuala a fisierelor de prelucrat

3. Selectarea metodelor si a parametrilor folositi la preprocesare (segmentare si

filtrare)

4. Selectarea marimilor de investigat

5. Vizualizarea si analiza rezultatelor
Observatie. Pentru ca rezultatele prelucrarilor sa fie corecte este necesar ca substratul sa
fie in unul din primele doua nivele ale stivei de imagini.

4.3. Alte instrumente software

Comstat este cel mai popular instrument software pentru analiza imaginilor de biofilme,
insa are o serie de limite, printre care faptul ca nu permite efectuarea directa a analizei
statistice a marimilor estimate. In ultimii ani au fost dezvoltate si alte instrumente cum ar
fi: Daime (Daims et al.,, 2006), PHLIP (Mueller et al, 2006) si BiofilmQ (Hartmann et.al,
2019).

4.3.1. Daime (Digital Image Analysis In Microbial Ecology)

Daime se particularizeaza prin faptul ca integreaza analiza imaginilor bi si tri-dimensionale
si permite cuantificarea tiparelor de localizare spatiala a microorganismelor in biofilme.
Este un program de sine-statator (nu se bazeaza pe Matlab sau Image]J), este gratuit pentru
domeniul academic si poate fi descarcat de la http://www.microbial-ecology.net/daime .
Existd varianta atat pentru Windows cat si pentru Unix. Este implementat in C++ si necesita
cateva biblioteci specifice pentru a rula (Qt, Tiff, OpenGL). Contine module pentru
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segmentarea imaginilor (atat pe nivele de gri cat si color) precum si module pentru
cuantificarea proprietatilor obiectelor din imagini (estimare dimensiuni, suprafata, volum,
luminozitate etc). Permite cuantificarea fractiunii de biovolum a unei populatii relativ la
biovolumul corespunzator tuturor microbilor din biofilm). daime implementeaza o suita
de algoritmi care cuantifica aranjarea spatiala a populatiilor de microbi (care au fost in
prealabil etichetati folosind markeri fluorescenti). Acesti algoritmi pot fi aplicati atat pe
imagini bidimensionale segmentate cat si pentru stive de imagini.

Image segmentation
object editor

2-D and 3-D segmentation (thresholding,
edge detection); background elimination,
touching object separation; selaction of

individual objects for image analysis and
visualization
rd ! .
Image analysis = —

,ﬁg. y Images Visualization
populaion abuncance, spats | + | Singe images, sries of 2-D mages, | * | nteractve volum rendaring
arrangement; morphometry and 3-D image stacks; import and export raytracing; 3-D image clipping
object classification

i 3 ! /

Image manipulation

Noise reduction, median filter, per-pixal
(per-voxel) operations, extended focus,
boolean operations, mathematical
morphology, resolution upscale and
downscale

Fig. 9. Tipuri si module de prelucrare In Daime (Daims et al., 2006)

4.3.2. PHLIP (PHobia Laser scanning microscopy Imaging Processor)

Este o aplicatie bazata pe Matlab (pachet Matlab care necesita Matlab Tnsa nu se bazeaza pe
instalarea altor pachete) care a fost implementata in 2006 (in cadrul proiectului FP5 -
PHOBIA - Phototrophic Biofilms and Its potential Applications) si poate fi descarcata de la
https://sourceforge.net/projects/phlip/. Ultima actualizare a pachetului a fost realizata in
2013. PHLIP ofera suport pentru preluare imaginilor de la doua modele de microscoape
Leica (Leica TCS-NT and Leica TCS4D). Pentru partea de segmentare PHLIP ofera atat
varianta de setare manuala a pragului cat si o variant de determinare automata bazata pe o
extindere a algoritmului Otsu pentru stive de imagini. La fel ca in Comstat, este posibil sa se
realizeze eliminarea entitatilor flotante (care nu au conectivitate cu substratul).

Pentru analiza morfologiei biofilmelor, PHLIP permite estimarea urmatoarelor marimi: (1)
biovolumul, (2) acoperirea (raportul dintre aria acoperita cu biomasa si aria totala a
fiecarui nivel), (3) raportul arie pe volum, (4) Imprdstierea spatiald (variantele
coordonatelor pixelilor de biomasa - separat pentru fiecare dintre cele trei axe de
coordonate), (5) grosimea medie si rugozitatea (masoara variabilitatea grosimii), (6)
dimensiunea fractald (masoara rugozitatea frontierei biomasei pentru un nivel), (7) co-
localizarea in 3D (procentul de bio-volume care se suprapun si provin din doua canale), (8)
co-localizarea in 2D (procentul de pixeli cu biomasa care se suprapun si provin din doua
canale - se determina pe nivelele din stiva de imagini).
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Principalul avantaj al lui PHLIP in raport cu Comstat este faptul ca PHLIP poate opera cu
mai multe canale simultan permitiand analiza dinamicii spatiale si temporale. Dezavantajul
principal este faptul ca PHLIP pare sa nu mai fie intretinut.

4.3.3. BiofilmQ

Este cel mai recent (Hartmann et al, 2019) si mai sofisticat instrument software dedicat
analizei vizuale si statistice a imaginilor de biofilme. Poate fi descarcat de la
https://drescherlab.org/data/biofilmQ/ atat ca arhiva *.zip (caz In care e necesar sa existe
Matlab - versiunea MATLAB R2017b sau mai noua - pe calculatorul unde se instaleaza
BiofilmQ cat si ca pachet executabil (caz in care se va instala doar Matlab Runtime ceea ce
nu necesita existenta unei licente de Matlab). Principiul discretizarii imaginilor
tridimensionale si fluxul tipic de prelucrari sunt descrise in (Hartmann et al, 2019) si
ilustrate in urmatoarele imagini.

@ Segmentation overview b Cube (pseudo cell) parameters

Dissection of « Spatial features
biovolume into cubes - Location, distance, ...
(pseudo-cells) * Morphology

- Volume

- Surface areq, ...

* Local structure
- Density
- Roughness, ...

Binary data (3D)

* Fluorescence
- Intensity, texture, ...

* Correlation
- Autocorrelation
- Co-localization, ...

C Global biofilm parameters
" « Structure/morphology
- Size, Shape, ...
* Fluorescence

- Intensity, reporters,...

Fig. 10. Principiul discretizarii imaginii 3D in pseudo-celule (Hartman et al, 2019): imaginile din stiva de
imagini sunt preprocesate (filtrate si segmentate) pentru a se obtine o structura 3D de imagini binare;
aceasta structura este partitionata in pseudo-celule (cuburi sau voxeli) cu dimensiuni definite de catre

utilizator; fiecarei pseudo-celule i se ataseaza caracteristici spatiale (locatie), morfologice (volum biomasa),
de structura (rugozitate), de fluorescenta (intensitate, textura); pornind de la caracteristicile pseudo-
celulelor se estimeaza parametrii globali ai biofilmului.

Pachetul BiofilmQ se instaleaza usor parcurgand etapele descrise la
https://drescherlab.org/data/biofilmQ/docs/usage/installation.html. Pachetul este bine
documentat insa interfata este semnificativ mai complexa decat cea a pachetului Comstat.
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b A Biofilm experiments
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Fig. 11. Fluxul de prelucrari in BiofilmQ: (a) efectuarea experimentelor; (b) importul datelor in BiofilmQ; (c)
Pre-procesarea imaginilor (aliniere, selectie); (d) Segmentare; (e) Calculul marimilor; (f) - (g) exportul si
vizualizarea rezultatelor.

L1 it roalh el G B 4 od B TAMANAG OO T B

[V,

S e et e —
e L &

Ll Towme st —

EE Rl

Fig. 12. Interfata specifica prelucrarii imaginilor si calculului marimilor caracteristice
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5. Studiu de caz: analiza mono si dual - biofilme continand

Staphylococcus Aureus si Escherichia Coli

5.1. Stivele de imagini analizate

Toate imaginile analizate sunt de tip LIF, cu un singur canal - imagini pe nivele de gri, avand
rezolutia de 1024x1024 pixeli. Dimensiunea voxelului in fiecare dintre imagini este de 1.07
x 1.07 x 2.38, avand prin urmare un volum egal cu 2.7507 pm3.

Imaginile analizate contin mono biofilme si dual biofilme ce contin Staphylococcus aureus
(S.A.) si Escherichia Coli (E.Coli) dupa cum urmeaza:

Dual biofilm S.A. + E. Coli (series 006) - 64 nivele
Dual biofilm S.A. + E. Coli (series 002) - 161 nivele
Dual biofilm S.A. + E. Coli (series 001) - 179 nivele
Mono biofilm E. Coli (series 001) - 27 nivele
Mono biofilm S.A. (series 001) - 51 nivele

Mono biofilm S.A. 2 (series 001) - 69 nivele

Mono biofilm S.A. 2 (series 008) - 40 nivele

5.2. Rezultate

Toate cele 7 imagini de biofilme au fost analizate folosind Comstat 2.1 pentru estimarea
urmadtoarelor marimi:

Biovolum

Coeficient de rugozitate

Grosime medie (la nivelul suprafetei corespunzatoare biomasei, respectiv la nivelul
suprafetei totale)

Grosime maxima

Raportul suprafata / volum

Numarul, aria medie si volumul mediu al micro-coloniilor

Distanta medie de difuzie

Valorile obtinute pentru cele 7 imagini sunt prezentate in Tabelul 1 si vizualizate in
diagramele asociate tabelului.
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Tabel 1. Rezultate ale analizei cantitative a biofilmelor utilizand Comstat 2.1. (valorile specificate cu ERR nu au putut fi estimate de catre Comstat).

Grosime | Suprafata/ Distanta

Marime . Biovolum | Rugozitate Grosime medie maxima | volum Microcolonii difuzie

Nr nivele

stiva Total Arie Volum

imagini Biomasa | substrat Nr. medie mediu

Average Number
Average | thickness Surface to of Avg area Avg
Denumiri COMSTAT Roughness | thickness | entire Maximum | volume micro- | of micro- | Avg volume of | diffusion
2.1 Slices Bio Mass | coefficient | biomass | area thickness | ratio colonies | colonies | micro-colonies | distance
adimen-
UM pums3 sional um um um pum3/pm?2 pum? ums3 um
Dual Staphylo+Ecoli
series 006 64 17.11 0.48 97.04 84.79 150.17 1.98 21 | 2066.94 | 15284856.00 0.16
Dual 2 Staphylo+
Ecoli series 002 161 12.58 0.96 217.03 127.20 381.39 | ERR 24 449.17 | 14504409.00 | ERR
Dual 3 Staphylo+
Ecoli series 001 179 8.83 1.23 212.78 95.75 424.30 | ERR 11 | 4543.82 2599425.00 | ERR
Mono Ecoli series
001 27 5.59 1.18 56.16 25.46 100.12 1.83 59 47891 1734561.63 0.07
Mono Staphylo
series 1 51 8.65 1.41 54.82 18.29 119.19 0.76 43 | 1890.27 1104150.00 0.21
Mono Staphylo 2
series 001 69 35.83 0.56 97.47 73.10 162.09 0.73 20 | 5557.75 | 36593184.00 0.82
Mono Staphylo 2
series 008 40 3.11 1.69 4448 6.98 92.96 0.83 16 | 1078.88 2629236.50 0.06
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Stiva de imagini - numar de nivele

200
180

179

161
160
140
120
100
80 64 69
60 >t 40
4 27
: n | I 5
0

Dual - 006 Dual -002 Dual -001 MonoEC Mono SA 1Mono SA 2 -Mono SA 2 -
001 001 008

o o

Biomasa (um?3)
40.00 ==
35.00
30.00
25.00
20.00 17.11
15.00 12.58
10,00 8.83 8.65

5.59

0.00 ]

Dual - 006 Dual -002 Dual -001 Mono EC Mono SA 1Mono SA 2 -Mono SA 2 -
001 001 008

Coeficient de rugozitate
1.80
1.60
1.40

1.69
1.41
1.23 1.18
1.20
0.96
1.00
0.80
0.60 0.48 0-56
0.40
0.20
0.00

Dual - 006 Dual -002 Dual -001 Mono EC Mono SA 1Mono SA 2 -Mono SA 2 -
001 001 008
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Grosime medie biomasa (um)

250.00
217.03 212.78

200.00
150.00
97.04 97.47

100.00

56.16 54.82

44.48
50.00 I I
0.00 I

Dual - 006 Dual - 002 Dual -001 Mono EC Mono SA 1 Mono SA 2 Mono SA 2
001 -001 -008
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totald, maxima - biomasa)
450.00 424.30
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200.00

150.17 e
15000 o o0 10012 191%;4; 92.96
100.00 l I 56.16 @ 54.82 I 4448
[ i K
0.00 l = . [ . —
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001 -001 - 008

8 Grosime medie - biomasa ® Grosime medie - suprafatatotald ® Grosime maxima

Raport suprafata pe volum (biomasa)

2.50

1.98
2.00 1.83
1.50
1.00 0.76 0.73 0.83
0.50
err err
0.00
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001 001 008
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Numar de microcolonii (la nivelul substratului)
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Structura la nivelul substratului

Dual biofilm S.A. + E. Coli (series 006) - 21 micro-
colonii

Dual biofilm S.A. + E. Coli (series 001) - 11 micro-
colonii

Dual biofilm S.A. + E. Coli (series 002) - 24
micro-colonii

Mono biofilm E. Coli (series 001) - 59 micro-
colonii
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Mono biofilm S.A. (series 001) - 43 micro-colonii Mono biofilm S.A. 2 (series 001) - 20 micro-
colonii

Mono biofilm S.A. 2 (series 008) - 16 micro-
colonii

5.3. Interpretarea rezultatelor

Dupa cum am mentionat anterior analiza biofilmului cu ajutorul microscopiei confocale cu
scanare laser si a tehnicilor de colorare fluorescente permite determinarea viabilitatii
bacteriene, a arhitecturii si distributiei spatiale a biofilmului microbian.

In urma studiului realizat cu ajutorul microscopiei confocale cu scanare laser, s-a constatat
ca biofilmul format a fost heterogen din punct de vedere ale grosimii (medie biomas3,
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medie suprafata totala, maxima biomasa) si biovulumului observandu-se diferente intre
monobiofilme (Staphylococcuus aueus, E.coli) si bi-biofilme (Staphylococcuus aueus +
E.coli). In schimb, nu s-au observat diferente semnificative intre monobiofilmele formate de
Staphylococcus aureus si E.coli. La bi-biofilmele analizate diferentele observate inidica
dezvoltarea biofilmului pe 1inaltime, ceea ce releva cresterea favorizata a
microorganismelor in biofilme polimicrobiene. Cresterea polimicrobiand se datoreaza
comunicarii intraspecifice, de regula prin intermediul asa numitului "quroum sensing" si
cooperarii metabolice. Interactiunile din biofilmele cu specii mixte sunt de natura
cooperativa (sinergicd), competitiva (antagonica) sau neutra, bazata pe fondul genetic al
speciilor implicate (Giaouris et al., 2013).

6. Concluzii

Datele obtinute pot fi folosite in cercetarile ulterioare, pentru a evalua modificarile care se
produc la nivelul biofilmului polimicrobian format si utilizarea unor metode noi de
preventie si terapie antimicrobiana.

Cunoasterea biovolumului si grosimii biofilmului este importanta in patologia umana, in
vederea stabilirii metodelor optime de prevenire si combatere deorece biofilmul
polimicrobian prin capacitatea microorganismelor de a se detasa de la nivelul acestuia si de
a forma noi microcolonii, este principala cauza a numeroaselor afectiuni sistemice.
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