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1. BEVEZETES

Az invaziv gombak micélidlis morfologiai valtozasainak vizsgalata
elengedhetetlen a fonalas gombéak patogenitdasinak mélyebb megértésében. Egyrészt ez
hasznos ipari szempontbol, mivel a micélialis folyamatok bizonyos tipusai 9sszefliggésben
vannak az ipari fermentaciok termelékenységével, masrészt orvosbiologiai szempontbdl is
fontos, mivel az invaziv gombas megbetegedések egyre gyakoribbak és halalos fertézéseket
is okoznak immunhianyos betegekben. A morfologiai valtozasok kvalitativ és kvantitativ
dinamikai paramétereinek meghatarozasa azonban tovabbra is jelentds kihivast jelent a
tudomany jelenlegi eszkdzeivel. A sporak letapadasi dinamikajanak pontosabb megismerése
lehet6séget biztosithat a fermentacios rendszerek termelékenységének novelésére, illetve az
invaziv gombas megbetegedések elleni védekezésre.

A statikus és dinamikus képelemzO technikak felhasznalhatok olyan
gombapopulaciok vizsgalatara is, melyekben az egyedi spordk jelentGsége né meg a
tenyésztési ciklus alatt és ezek kitapadasi és/vagy sporazasi dinamikaja kovethetd.

Megfelel6 id6beli felbontas mellett a hosszu tavi videdmikroszkopos vizsgalatok
segitségével definialt mikrobiologiai paraméterek valos id6ben ¢és hossza tavon
vizsgalhatok. Ilyen paraméterek a sporandvekedés, letapadas, osztodas, biofilm képzédés,
konfluencia, motilitds. Optimalis esetben ezek a paraméterek a megfigyelés teljes
id6tartama alatt kovethetéek és ez altal osszefliggéseikben is vizsgalhatéak lesznek. A
videdmikroszkopos rendszer altal készitett felvételek feldolgozasa soran nyert adatok
specifikusan adaptalt dinamikus képanalizisét alkalmazva, egy vizsgalt osztodasi vagy
szaporodasi szakasz pontosabban modellezhetdvé valhat.

A képanalizis soran kvalitativ és kvantitativ szempontok szerint is
tanulméanyozhatjuk az egyes folyamatokat. A videdmikroszkopia egy olyan, hossza ideig
(hetekig) folytathato monitoring-modszer, amelyet a célszerlien kivalasztott digitalis
képelemzéssel és adatfeldolgozassal kombinalva olyan kisérleti elrendezést kapunk
melynek f6 elonye, hogy a valtozasok idébeli lefutasa dinamikusan vizsgalhatova, illetve
modellezhetévé valik, igy hiien tiikkrdzi az idoben lezajlo folyamatokat.



2. CELKITUZESEK

A jelenleg hasznalatban 1évd képelemzési technikak, valamint a Time-Lapse Imaging
System (TLS) kombinacidjaval olyan metodika létrehozésat tiztiik ki célként, mely
segitségével a mikrobiologiai mintakat idébeli paraméterek mentén tanulmanyozhatjuk. E
rendszerek egyiittes alkalmazasa lehet6vé teszi, hogy egyszerlien, sokoldaltian,
reprodukalhatéan és idobeni dinamikajukat megdrizve, noninvaziv modon figyelhessiik
meg a fonlas gombak életfolyamatait. Modellrendszeriink az alabbi mikroszkopos
vizsgalatokra épiil:

Statikus, snap-shot elemzések:

A dinamikus morfoldgia vizsgéalatdhoz elészor pillanatfelvétel-szerii (snap-shot) adatok
alapjan hatarozzuk meg a patogenitasra jellemz6 morfolégiai paramétereket és elemzési
algoritmusokat.

Pésztazo elektronmikroszkopia

A pasztazd elektronmikroszkoppal készitett statikus fotokon képelemzést végziink
genetikailag modositott Aspergillus nidulans torzseken. A tomlésgombak (Ascomicota)
sporaibdl kialakuld haploid micéliumok végén sarjadé konidiosporak segitik a faj vegetativ
szaporodasat. A sporak morfoldgiai vizsgalataval feltérképezziik a vizudlisan detektalhatod
valtozasokat a konidioforon beliil, illetve Gsszefiiggéseket keresiink az alaktani valtozasok
¢és a genetikai modosuldsok kozott.

Fénymikroszkopia

A statikus képelemzés kovetkezd 1épesdje a fénymikroszkoppal készitett szdvettani
metszetek vizsgalata. A metszetek Aspergillus fumigatussal kezelt egerekb6l szarmaznak. A
hifa méretek és atmeneti alakok kvantitativ digitalis képelemzésével leirjuk a gomba
terjedési dinamikajara jellemz6 hifamorfoldidkat a kiilonbozé szervekben megfigyelhetd
aszpergillomak alapjan. Dinamikus képelemzés

A statikus szovettani és morfologiai vizsgalatok alapjan dinamikus képelemzési protokollok
keriilnek tovabbfejlesztésére Mycoplasma fert6zés korai felismerésének vizsgalatahoz.

Képelemzési modszerek fejlesztése

1. A képelemzési protokollok fejlesztéséhez egy mar statikus képelemzési modszerrel
korabban vizsgalt fajt valasztottunk. Ebben a fazisban a fonalas gomba Aspergillus
fumigatus letapadasat és novekedési mintazatanak valtozasat vizsgaljuk dinamikus
képelemzési modszerrel. Célunk az, hogy az antifungalis szerek hatasat kovessiik az
Aspergillus fumigatus letapadasi és novekedési dinamikéja alapjan.
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2. Képelemzési modszereink fejlesztését nemcsak a fonalas gombakon végezziik, hanem
kiterjesztjik éleszt§ gomba viszgalatara is. A statikus sporavizsgalatokrol valo
attérést a dinamikus vizsgalatokra alkalmazzuk Klinikai Candida albicans
izolatumok Osszehasonlitdsa soran is. Vizsgalatainkban mérjik a Brown mozgas
megsziinését, mint a felillethez valé adhézio indikatorat, valamint az els6 hifa
megjelenését és az elsd hifa elagazdsanak kezdetét. Az elemezések kiterjednek a
fonalas gomba (A. fumigatus) sporainak és az éleszté (C. albicans) izolatumok
novekedési  dinamikajat  jellemzé  paramétereinek  Osszehasonlitdsara  is.
Feltételezziik, hogy a C.albcans és az A.fumigatus sporaletapadasi dinamikai
egyarant vizsgalhatok a brown mozgas megsziinésére alapuld dinamikus
adhéziovizsgalati modszerrel.

3. ANYAGOK ES MODSZEREK
3.1 Statikus képelemzési modszer kidolgozasa Aspergillus nidulanson
3.1.1 Aspergillus nidulans altalanos minta elokészitése SEM-hez

e  amintakat 4%-os glutaraldehid oldatba tettiik egy éjszakara PBS-ben,

e majd polilizin feddlemezre atvittiik dket,

e  etanolban dehidrataltuk,

e  végiil arany-palladiummal fixaltuk éket a vizsgalathoz

3.1.2 Torzsek rovid jellemzése:
- tNJ 11 kontroll: a TNJ 12 (delta-chiB) kontroll torzse
- tNJ 36 kontroll: egy altalanosan hasznalt kontroll térzs
-tNJ12: A szénéhezés hatasara indukalodo sejtfalbonté kitinaz (chiB) delécidja. A
fehérje jelenléte lehetOvé teszi a sejtfal tapanyagként vald hasznositasat.
- tNJ 34.8: A chiB és az engA génben is sériilt mutans. Hasonld fenotipus, mint az
elézéeknek.
- tNJ 76.7: A pepJ extracellularis protedz gén delécidja. Jelenléte az autolizis alatt a
tapkozegbe keriilt fehérjék hasznositasat teszi lehetéveé.
- tNJ 77.16: A prtA extracellularis protedz gén delécidja. Jelenléte az autolizis alatt a
tapkozegbe keriilt fehérjék hasznositasat teszi lehetévé.
-tNJ 78.4: A prtA és a peplJ extracellularis protedz gének delécidja. Jelenlétiik az
autolizis alatt a tapkozegbe keriilt fehérjék hasznositasat teszi lehetove.



3.1.3 Statikus képanalizis

A pasztazd elektronmikroszkop (SEM) altal készitett képek informaciokat szolgaltatnak a
gomba sporakrol, azok szemmel lathatd morfologiai jellegzetességeir6l. Ahhoz azonban,
hogy szamszer(i adatokhoz jussunk, szamitogépes szoftverek alkalmazasa elengedhetetlen,
melyek lehetdséget nyuUjtanak kvalitativ és kvantitativ mérések elvégzéséhez az adott
képeken. Digitalis képanalizis soran a SEM altal készitett képeket az Image] szamitogépes
programmal elemeztiik.

3.2 képelemzési modszer tokéletesitése Aspergillus fumigatussal fertézott egerek
szovettani metszetein

3.2.1 Aspergillus fumigatus izolatum

Mivel az A. fumigatus elsésorban a tiidében okoz aszpergillozist, ezért az Af293-
(FGSCA1100, THEM18963) klinikai izolatumot valasztottuk, mely emberi tiidészovetbdl
szarmazik, és ezt tenyésztettiik 37 © C-on nitrat minimal taptalajon (NMM).

3.2.2 Kisérleti allatok tenyésztési feltételei

Mindegyik egércsoportot (10 db) PI milanyag ketrecbe (425/135/120 mm) helyeztiink, a
2010/63 / EU iranyelvek szerint. Az allatokat pelletalt egér-tappal (Purina, LabDiet, St.
Louis, MO, USA), és vizzel ad libitum taplaltuk. Automatizalt megvilagitast (12 oras sotét-
vilagos ciklusokkal) és szobahémérsékletet (22-25 ° C) tartottunk fenn.

3.2.3 Kisérleti allatok fertozése

Az A. fumigatus torzs patogenitasat harom kiilonallo kisérletben vizsgaltuk. A kisérlethez 8-
10 hetes ndstény és him BALB/c egereket hasznaltunk. Az egércsoportokat i.p.
(intraperitonealisan) adott ciklofoszfamiddal (CP) (250mg/kg) tettiik neutrofil sejtszam
hianyossa (neutropeniassa) illetve s.c.(szubkutan) adott hidrokortizonnal (HC) (125 mg/kg)
tettiik mind aneutrophilok, mind a lymphocytak szaméanak csokkentésével leukopéniassa. A
Nembutal-lal (100mg/kg) elaltatott egerek 3,5x10° db konidiumot kaptak 50 pl-enként a
fertézéskor egyszer, intranazalisan. Ilyen koriilmények k6zo6tt az inokulum normal 1égzéssel
érte el a tlidot.



A Kkisérleti allatokat 3 alcsoportra osztottuk:

a) nem fert6zott, immunszupresszanst nem kapott
b) immunszupresszalt, nem fertdzott
¢) immunszupresszanst nem kapott megfert6zott egerek.

Az allatokat nyaki diszlokacidval oltiik meg 6, 12, 14, 24, 30, 48, 72 ¢és 96 oraval a fert6zés
utan. Minden alcsoporthoz 10 egeret hasznaltunk. Az allatokat napi kétszer ellendriztiik a
fert6zés utan, a t1é16k szamat feljegyeztiik. A tiid6t, veséket, majat és agyat eltavolitottuk a
szovettani vizsgalathoz.

3.2.4 A statikus képelemzés

A kalibraciohoz méretezett képeket (10um/div) és a NIH ImageJ nyilt forrdst programjat
hasznaltuk. Gyors Fourier transzformaciot és savsziirést alkalmaztunk, hogy elkertiljiik az
egyenetlen megvilagitast. A kontrasztokat felerdsitettiik.

A valogatast ezutan kiterjesztettiik minden képpontra addig, amig a pixel értékek kozotti
kiilonbségek elérhetéek voltak. Ezt ugy értiik el, hogy egy pontra kattintottunk egy olyan
képen, ami nem érte el azt az értékhatart, ami a relativ sziirke és telitett szinarnyalatokon
alapult. Részecske analizist végeztiink, hogy megszamoljuk és megmérjitk az alakokat a
binaris képen. A 2 pm? -nél kisebb targyakat figyelmen kiviil hagytuk. A targyakon
felfedezni vélt lyukakat a targy részének tekintettiik, ugyanis ezek létrejéhettek a nem
egyenletes festés kovetkeztében is. A kiillonbségnormat az adateloszlas mértékének
szamitasahoz a kozépértékbol és t tesztbol kalkulaltuk ki.

3.3 Mycoplasma in vitro fert6zés dinamikai képelemzése

A Mycoplasma fert6zés nyomonkovetéséhez 3 kiilonboz6 sejtkultarat fertéztiink meg, hogy
a Mycoplasma biofilmképzésének dinamikajat kiilonboz6 kdzegben vizsgaljuk.

3.3.1 Sejtkultiurak

- HaCaT sejtek. Emberi bér hamsejtekbdl szarmazik, melyek spontén in vitro atalakultak a
hosszu inkubaci6 soran.

- OCM-1 sejtek. Rosszindulatt OCM-1 (emberi choroidea melanoma-1) sejtvonal a helyi
klinikai Szemészet Osztalyrol szarmazik (84). Az OCM1 sejtvonal érhartya melanoma
biopsziaval nyert mintajabol szarmazik (85).

- Laphamrak (SCC) sejteket (86) Prof. Reinhard Zeidler, Helmholtzt6l kaptuk Miinchenbdl.



3.3.2 Sejtnévekedés

A kontaminaciot mycoplasmaval fert6zott 5%-os szarvasmarha borju szérummal
indukaltuk, mely a helyi vagohidrol szarmazott. A szarvasmarha borju szérumot sziiréssel
sterilizaltuk. A mycoplasma eltavolitasadhoz 0,1 um sterilizalé mindségii sziir6t hasznaltunk.
A gyakorlatban hasznélt 0,2 pm-es baktériumsziirok az ennél kisebb atméréji
mycoplasmakat atengedik. Az él6 gazdasejtek szamat tripankék festéssel Biirker kamraban
hataroztuk meg. A kis méret miatt a Mycoplasma sejtek lathatatlanok maradtak a
fénymikroszkop alatt.

3.3.3 Time-lapse scanning mikroszképia (TLS)

Vizsgélatunkat egy olyan mikroszképos rendszeren végeztiik, amelyet munkacsoportunk
hozott 1étre a korabban leirt médon, és amely lehetdvé teszi citotoxikus anyagok hatdsanak
valds ideju, cellularis szinti vizsgalatat a teljes sejtciklus alatt. A standard tenyésztési
koriilmények kozott tartott tenyészetek mikroszkopos megfigyelése akar 168 oOras
intervallumban, 6 masodperces id6beli felbontdsban is torténhet. Az igy nyert kép
szekvencia videofelvétellé alakithato, mely a citotoxicitas kozvetlen, cellularis és
populécids szintll tanulmanyozasara alkalmas. A vizsgalatok idGtartaméban rogzitett
képadatbazis statisztikai képelemz6 modszerekkel torténd feldolgozdsa nagy idébeli
felbontasu adatokat biztosit a toxikus folyamatok dinamikai vizsgalatdhoz. Harom fo
paraméter alapjan kivizsgaltuk a Mycoplasma fert6zést:

- mycoplasmak valos idejii megjelenése
- fert6zés idGtartama,
- megtamadott emlds sejtek bomlasa.

3.3.4 A Dinamikus elemzés

A képelemzéshez a Fiji képelemzd szoftvert hasznaltunk. A sejtpazsit méretének
meghatarozasahoz a monolayert elvalasztottuk a megfigyelt feliiletek hatterét6l. Ezutan a
szegmentalt teriiletet -azaz a sejtek kotddését a tenyésztd felszinhez — a 1atotér szazalékaban
kifejeztiik. Hasonldo modszert alkalmaztunk, amikor a Mycoplasma fert6zés biofilmjének
kiterjedését hataroztuk meg. Csak a Mycoplasma fert6zés biofilmje volt lathato, az egyedi
Mycoplasma sejteket nem lehetett latni a time-lapse képelemzés soran a megvilagitasra
hasznalt hullimhossz fizikai behatarolo hatasa miatt.
Ahhoz, hogy az emlds sejtek mozgékonysagat elemezni tudjuk, el6szor a hatteret
tavolitottuk el a képekbdl. Igy csak az elemezni kivant struktirdk maradtak. Az egymést
kovetd képek kiilonbsége biztositott informaciot a mozgd sejtekrdl. Az igy szerzett
motilitasi értékeket felhasznaltuk az osztodasi id6 meghatarozasara is, amikor a sejtek
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levaltak a tenyésztési felilletr6l. Ily moddon az egyes sejtek levalasanak ideje
meghatdrozhatd. Digitalis képelemzést alkalmaztunk 6t, véletlenszerlien kivalasztott,
reprezentativ régiora az egyes sejttenyészetekben.

3.4 Dinamikus képelemzési médszer fejlesztése Aspergillus fumigatus patogenitasi
dinamikajanak vizsgalatihoz

Az Aspergillus fumigatus AF293 torzsét hasznaltuk, melyet a fent leirt modon
tenyésztettiink. Nagy felbontasti videomikroszkopos technikankat digitalis képelemzéssel
kombinalva mar korabbi kisérleteinkben teszteltiik, melyekben antimikotikumokkal,
valamint genetikai mutacidkkal befolyasoltuk a csirdzast, hifanovekedést valamint a
letapadast. Az opportunista kérokozo A. fumigatuson vizsgaltuk a szisztémas gombaellenes
gyogyszerek hatasat a sporak letapadasanak sebességére, az elsé hifa megjelenésének
id6pontjara, valamint az elsé hifa elagazas kialakuldsinak sebességére. A vizsgalatokhoz
olyan gomba elleni szereket valasztottunk, mint az Amphotericin-B, illetve vorikonazol,
melyek hatdsmechanizmusa mar ismert.

3.4.1 Digitalis képfeldolgozas

Az LTS rendszerek a szamozott képsorozatokat egy specializalt (barebone) Windows 7
operacids rendszert futtatd egyéni szamitégépre (Biological Image Processing Station,
BIPS) tovabbitjak.

3.4.1.1 Képjavito szekvenciik

(1. b abra), hogy kompenzaljuk a fourier-térben jelentkezd, zavar6 alacsony frekvenciat,
egyenletlen megvilagitast, ami arnyékolast és nem egységes hatteret eredményezhet. Ez
bonyolitja a szegmentalasi folyamatot, mivel a képen beliil sziirke szintek lehetnek, amelyek
mind az objektum, mind a hattér vonatkozasaban kozosek, ezért egy olyan kiiszobérték (7.c
abra) kivalasztasa, amely a kett6t elvalasztja, nehéz lenne.. Ha egy ilyen sziirke szinii képre
kiiszobértékeket alkalmazunk, az sok miterméket eredményez a vizsgalni kivant
szekvencian. A hattér sziirke szintjének valtozasait ugy javithatjuk, hogy a képet, mint 2D
jelet kezeljik és high-pass filter/féligatereszté sziirésnek tessziik ki, amely az Imagel
beépitett "Bandpass Filter" funkcidjaval valosul meg. Ezaltal eltavolitjuk a képzajt Gauss
sziiréssel Fourier-térben. A szlir§ sugara 40 pmes pixel-ekvivalensre van beallitva (40
képpont a hifak képéhez, 200 képpont a spérakhoz), ami nagy relativ paraméter a tipikus
hifak sz¢lességéhez képest (koriilbeliil 2-4 pm). Minden magas frekvenciaju speckle (foltos)

7



zajt ezt kovetden eltavolitunk a mediansziiréssel. A képet ezutan stlyozottan harom, 8 bit-es
sziirkearnyalatos képre osztjuk, amelyek a harom elsédleges szinkomponenst (piros, z6ld és
kék) reprezentaljak. A sziirke szintli kiiszob, amelyet az Imagel az izoadatalgoritmussal
szamit - binaris képet eredményez (1. ¢ abra). A képanalizis kovetkez6 szakasza attol fligg,
hogy a sporak vagy a hifak a vizsgalat elsédleges targyai (1. d abra). Az életképes sporak és
hifak ugyanazon a képen ritkan lesznek jelen, ugyanis a ki nem hifazott sporakat vagy
elfedik a hifak, vagy a hifaclemzésnél miitermékként érzékeli 6ket a rendszer, és eltavolitja.

3.4.1.2 Sporak elemzése

Spoérak esetében (1.e abra) a " Watershed " funkciot (1. f dbra) hasznaltuk, az egymashoz érd
objektumok elvalasztasara (1. g abra). A parancs eldszor elvégzi az euklideszi tavolsag
méréseket (Euclidean distance. mapping, EDM), és megtalalja a végsé erodalt pontokat
(ultimate erosion point, UEP). Ezutan a lehetd legnagyobb mértékben meghosszabbitja az egyes
UEP-eket (az EDM csticsai vagy helyi maximum pontok) - akar a részecske széléig is, vagy
dombort targyakhoz, amelyek talsdgosan nem fedik 4t egymast. Az Imagel "Particle Analyzer"
-t a kvantitativ képelemzésére (1 h abra) hasznalja. Az Analyze Particles-t haromféle képpen
hasznalhatjuk
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Az Analyze Particles-t haromféle képpen hasznalhatjuk:Kiiszobolt képen komponens detektalas
, Meéret és morfoldgia alapjan torténd valogatas, Szegmentalt kép kvantitativ analizise . A
teriilet (A) és korkorosség (B) adatainak alapjan, az utobbit a kovetkezéképpen definialjak: B =
4.1.APP2 ahol, Ap a szdban forgo targy kivetitett teriilete, és P a mért keriilet. Kor esetén Ap
=mr2 és P =2mr, tchat B=1.

Minél nagyobb a P az Ap-hez képest, annal kevésbé kor alaki az objektum, és igy a B
értéke csokken. Szamos iparilag relevans gomba sporaja, mint példaul az Aspergillus sporai
viszonylag gombolytliek. Az ettdl eltérd alakokat ellipszoidnak vagy geoidnek nevezziik. A
meghatarozott minimalis értéket (Ap, min) meghaladé vetitett teriiletekkel rendelkezd
targyak melyek tovabba a kiiszobértéknél (Cs, min) nagyobb korkordsséggel rendelkeznek
sporaknak tekinthetéek; a fennmarad6 targyak miterméknek/artifaktumoknak mindsiilnek,

és kizarandok az elemzésbol.

4.4.1.3 Hifdk elemzése

Ha hifdk a vizsgalat targyai (1. j dbra), akkor egy bindris zaras (binary closing) miiveletet
hajtunk végre az analizis soran, hogy eltavolitsuk az objektumok apro hibait. Ezt kdvetben a
"Particle Analyzer "kivalogatja azokat az objektumokat, amely Ap, min folotti vetitett
teriiletre esik, és a kerekség kisebb, mint egy masodik kiiszobérték (1.h,i dbra). Azokat a 46
targyakat, amelyek nem felelnek meg ezeknek a kritériumoknak, kizarja az elemzésbdl. A
hifa elemek binaris képét ezutan vazstruktarakig erodaljuk (,,skeletonisation”) (1.. j abra).
Ez egy gyors parhuzamos algoritmus a digitalis minta elvékonyitasahoz, amelyben egy
keres6funkcio jelzi a 256 lehetséges 3 x 3 szomszédos konfiguraciét minden eldtér pixelnél.
Az algoritmus kiszamitja az indexek szamat minden objektumra, és a keresési tablazatot
hasznalja annak eldontésére, hogy a képpont kikiiszobolheté-e. A "skeletonisation” a
képelemzés soran idonként artifakt pontokat vagy agakat eredményezhet. A miitermék
pontok (olyan helyek, ahol a pixel nagyobb, mint egy képpont szélesség) az agpontok
helytelen osztalyozasahoz vezethetnek, amik az artifakt agak a hifdk hosszanak és a hifa
csticsok szamanak tulbecsléséhez vezethetnek (1. k abra). Ezek eltavolithatok ,,metszés" (1.
i abra) utjan, ez az eljaras tovabba eltavolitja a megmaradt apro hibakat is a képrol.

4.4.1.4 Digitdlis Analizis

Brown mozgas megsziinése, nem letapadt sporak mozgasa, hifazas

A sporak mozgékonysaganak értékeléséhez a kiilonbségeket az egymast kdvetd mozgd
képek teriileteinek kivonasaval pixelben fejeztiik ki. Ezek a numerikus értékek biztositjak az
informaciot a sporak helyzetvaltozasarol, a mozgas korabbi allapotadhoz viszonyitva. A
mozgékonysagi értékeket szintén felhasznaltuk az idé meghatarozasara, amikor a sporak
letapadtak a tenyésztéedény aljahoz.
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A Brown mozgas megsziinésének ideje igy meghatarozhato. A digitalis képelemzést ot,
véletlenszertien kivalasztott, reprezentativ région alkalmaztuk minden egyes sporanal, 3
fiiggetlen kisérlet soran, mind a kontroll, mind pedig a kezelt tenyészetek esetében. Az
értékeket diagrammon abrazoltuk.

Hifa kiterjedés mozgasanak elemzése

A hifak novekedésének vizsgalatdhoz hasonld modszert véalasztottunk. Egy hifa teriiletének
vizsgalatanal a teriilet drasztikus emelkedése jelentette a hifanovekedés elindulasat. Az
0sszemosodo hifak elkeriilése érdekében egy a felhasznalo altal iranyitott tér- és idébeli
elkiilonitd modszert hasznaltunk. A modszer 1ényege, hogy a sporat egy 10 x 10 pixeles
négyzetben vizsgaltuk, igy a hifak Kiterjedésének teriiletét egységnyi idében és térben
hataroztuk meg. Ezaltal kiszlirtiik a feliilethez rosszul kitapadt hifakat, lebegd részecskéket
és hifa részleteket az elemzendd teriileten, melyek eltorzitjak a vizsgalat eredményét. igy
csak azokat az egyedi sporakat vizsgaltuk, amelyek azonos fokuszsikon végeztek mozgast.

3.5 Dinamikus képelemzd modszer tokéletesitése Candida albicans izolatumokon

A fent leirt rendszereket és képelemzési modszereket hasznalva megvizsgaltuk, hogy
hogyan detektalhaté a Candida albicans Klinikai izolatumok névekedési és letapadasi
dinamikaja. Itt is azt a 3 fontos szempontot vizsgaltunk, amely a névekedési és letapadasi
dinamika alapjat képezi: a Brown mozgas megsziinését, az elsé hifa elindulasanak idejét és
az elsd hifa elagazas kezdetét.

A kisérletre felhasznalt klinikai izolatumok és kddolasuk a kovetkezd:

1VAD- ATCC 14053- kontroll torzs. Ebbél a torzsbdl allitottak elé mas torzseket (
American Type Culture Collection)

1IMUT- AF06- tBOOH tulajdonsagokkal rendelkezé muténs torzs. 6émmol L™
tBOOH- val kezelt mutans

2VAD - 8387- 10 éves lany szajliregébol vett klinikai izolatum

2MUT - 8387T- 10 éves lany szajiiregébdl vett klinikai izolatumbol Iétrehozott
tBOOH tolerans mutans

3VAD - 10934- 45 éves n6 kaniiljébdl vett klinikai izolatum

3MUT - 10934T- 45 éves n6 kaniiljébdl vett klinikai izolatumbol 1étrehozott tBOOH
tolerans mutans

4VAD -19890- 59 éves nd sebvaladékbol vett klinikai izolatum

4AMUT - 19890T- 59 éves n6 sebvaladékbol vett klinikai izolatumbdl 1étrehozott
tBOOH tolerans mutans

5VAD - 20072- 34 éves férfi hasiiri drain-jébdl vett klinikai izolatum
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S5MUT - 20072T- 34 éves férfi hasiiri drain-jébdl vett klinikai izolatumbol 1étrehozott
tBOOH tolerans mutans

6VAD - 4774- 42 éves nd vizeletébdl vett klinikai izolatum

6MUT - 4774T- 42 éves n6 vizeletébol vett klinikai izolatumbol 1étrehozott tBOOH
tolerans mutans

A muténs és klinikai térzsek tapadasi és fert6zési stratégiaja kozotti eltérés vizsgalatdhoz.
rendszeriinket CO, inkubatorban kozel fiziologias korlilmények kozott allitottuk be és
ezekkel hasonlitottuk 6ssze.Kiilon vizsgaltuk az egyéni és csoportos sporakat torzsenként. A
fent emlitett kritériumok alapjan tudjuk legjobban detektalni egy spora vagy sporacsoport
letapadasi és hifazasi dinamikéjat, amelyek a virulenciafaktor befolyasold tényezdi. Ezutan
egymas fliggvényeben vizsgaltuk ezen értékeket, hogy megtudjuk, mennyire korreldlnak
egymassal eredményeink. Erre azért volt sziikség, hogy meghatarozzuk a vizsgalt tényezok
kozotti kolesonhatasokat.

4. EREDMENYEK

4.1 Genetikailag modositott Aspergillus nidulans gombatérzsek sporamorfologiajanak
osszehasonlito vizsgalata
4.1.2 Torzsek Gsszesitett sporavizsgalata

A 7 torzs sporainak atmérdire vonatkozé adatokat Osszesitve egy kozos diagramon jol
lathat6, hogy az egyes torzsekhez tartozo sporak atmérdi linedrisan novekvd egyeneseket
alkotnak. (2. abra)
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4.1.3 Méretkiilonbségek vizsgalatinak eredménye

s s

kialakulasanak bizonyos szakaszait, ezzel egyedi jellegzetességeket képesek Kialakitani. Az

altalanos méretkiilonbségekkel, melyeket a legnagyobb és legkisebb

spora atméréjének kiilonbséget ad, ez a kiilonbség szamokkal is igazolhato. (3. abra)

i)
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3. dbra: gombatorzsek sporainak altalanos méretkliilonbségeinek novekevése

A legnagyobb méretnovekedést a tNJ kontroll torzs sporainal tapasztaltuk (0,24pm), a tobbi
torzs esetén is adodtak spora méretbeli valtozasok. Azonban a tNJ 76,7 pep J torzs esetében

0,00 pm az egyes atmérok kozotti kiilonbség, vagyis a pep J gén delécidja nem okoz

valtozasokat sporamorfoldgia terén.
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A genetikailag  modositott  Aspergillus  nidulans  gombatdrzsekrdl  pasztazod
elektronmikroszkoppal készitett képeken csak a mikroszkop fokuszaba esé sporak atmérdjét
¢és vastagsagat mértiik le ImageJ programmal, igy kizardlag az azonos fokuszsikban 1évo,
pontos méret adatokhoz jutottunk. Az eredményeket tartalmazo tablazatok és
vonaldiagramjaik jol szemléltetik, hogy a sporak atmérdje linearisan novekszik. A legkisebb
és legnagyobb atmérdjii spora kozotti méretkiilonbség elérheti akar a 0,24pm-t is.

Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy az egyes genetikai valtoztatasok olyan folyamatokat
inditanak el a torzsek életfolyamataiban, melyek akar nagymértékben befolyasolhatjak a
késébbi morfologiai heterogenitast, beleértve a sporak méretét is.

4.2 Aspergillus fumigatus patogenitasi dinamikajanak vizsgalata egér modellben

A patogenitéasi dinamika allatkisérletes meghatarozasahoz els6ként két kiillonb6zo
tamadasponti immunszupressziv kezelés fert6zési dinamikara gyakorolt hatasat vizsgaltuk
egereken. A kontroll csoporthoz viszonyitva a hidrocortizonnal (HC) kezelt egerek 40%-a
elpusztult 3 nappal, és 70%-a 6 nappal a fertdzés utan. Magasabb volt a halalozasi rata a
ciklofoszfamiddal (CP) kezelt egereknél: 50%-uk 3 nappal, 80%-uk 6 nappal a fert6zés utan
puszult el. Tovabba, a CP immunoszupresszanssal kezelt egyedek sulyuk 20-25%-at
veszitették el 3-4 nappal a fertézést kovetéen. A fert6zés dnmagaban, CP beadasa nélkiil
nem jart sulyvesztéssel.

4.2.1 Szovettani vizsgalat és karosodas a tiidében

A tiidében 1évé hifak fejlédését Gomori-Grocott eziistimpregnacioval (GMS) is
lathatova tettiik. Az immunkompetens egerek tiidejébdl nyert szoveti metszetekben nem
lathat6 konidium vagy hifa (4.a dbra). A CP immunszupresszalt egerek szoveti metszetében
GMS konjugatum mar 6 ora elteltével megfigyelhet6 volt (4 b. 4bra), a hifdk 14 6ra utan
jelentek meg (4 c. abra), a hifak mérete fokozatosan n6 30 ora elteltével (4 d abra), 48 ora (4
e. abra) és 96 Ora fert6zés utan (4 f. abra).
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4. dbra: A tiidészovet metszetei Gomori-Grocott eziistimpregnacioval (GMS).
a; kontroll tiidé metszet; b: fert6zott tiidé metszete 6 h; ¢: 14 h; d: 30 h; e: 48 h; f: 96 h; a
fert6zés utan

A HC (5 a. 4bra) és az CP (5 b. 4bra) immunszupresszié utan 96 oOraval az
immunszupresszans altal indukalt hifdk novekedésének Osszehasonlitasa egyértelmiien
kimutatta, hogy a CP tiidében valé immunszupressziv hatasa sokkal er6sebb volt, mint a

HC.
a b
100 pm 100 pm

5. abra: HC (a) és CP (b) immunszupressziv hatdsanak Osszehasonlitdsa az A.
fumigatus hifélis kiterjedésével a tiidészovetben.
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4.2.2 Hifa novekedés vizsgalata az agyban

Néhany egérnél hifa fejlddést figyeltiink meg az agyban a GMS utan. Az immunkompetens,
megfert6zott egerekben nem lathatdo sem konidium, sem hifa (6 a. abra). A CP-vel kezelt
egerek mintdiban a fert6zés utan 96 6raval konidiumok, és hossza hifak lathatok, azonban a
konidiumok 50%-a nem mutatott hifanévekedést. (6 b. abra)

6. abra: Agyszovetek festése GMS-sel

a: Kontroll agy szovet

b: Agytorzs festése 96 h fertdzés utan.

A fehér nyilak azt mutatjak, hogy a konidiumok nem hifalis novekedést mutatnak. A fekete
vonalak hifa névekedést jeleznek.

4.2.3 Pulmonalis hifak hossza

Sem a hifandvekedést, sem a plakk képzédést nem vizsgaltuk a megfertézott,
immunkompetens egereknél, mivel nem alakult ki plakk. Az hifafonalak novekedésének
Osszehasonlitdsa immunszupresszansok jelenlétében megmutatta, hogy 4 nappal a HC
kezelés utan kb. a hifak 40%-a Sum-nél rovidebb volt. A hifa hosszabb volt a CP-vel kezelt
egereknél a HC-vel kezeltekhez képest, ezért a tovabbi kisérletekhez CP-t hasznaltunk, HC
helyett. A maximalis hifahossz nagyobb, mint 40pm volt CP-vel kezelteknél, és csak 26 pm
volt HC-vel kezeltek esetében Ahossz eloszlasa a CP kezelés utan fokozatos novekedést
mutatott.

A fertézés utan 12 oraval a nyugvo konidiumok elkezdtek csirdzni, de a hifak
40%-a 5 pm-nél rovidebb volt (atlagosan 7um, de maximum 15um hosszuak voltak). Enyhe
novekedést figyeltink meg a fert6zés utani 24. o6rdban atlag 9,6um-es hifahosszal. Az
eloszlas jobbra tolodott el, és a konidiumok nagy része kicsirazott. 30 6ra utan az atlaghossz
10,8 um volt, egyenetlen, jobbra tolodott eloszlassal. 48 oraval késébb az atlag hossz 11,2
um volt, és morfoldgiai killonbségeket is felfedeztiink. 72 o6raval a fertézés utan a hifak
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10%-a elérte az atlag 15-30 pm-es hosszt, és kevesebb, mint 2%-a akar 145 pm-esre is
megndtt. A maximalis hossz 165 um volt a 96 ora elteltével.

4.2.4 Pulmonalis aszpergillozis

A hifdk hossza mellett a plakkok atmérdjét és a hifa sirliséget is
Osszehasonlitottuk az immunszupresszalt allatokban. Az atlagos pulmonalis plakkatmérék a
HC-nél szignifikansan kisebbek voltak, mint a CP-kezelt egereknél. A hifa siiriiség a
tiidében tobbnyire nagyobb volt, mint a CP kezelt egereknél. A hifélis siiriiség a tiidében
kdzel haromszor magasabb volt CP kezelés utan, mint HC kezelést kovetden.

Kimutattuk, hogy HC jelenlétében rovidebb hifdk és alacsonyabb hifalis striiségek
keletkeztek, mint a CP jelenlétében. A CP-vel kezelt allatok tiidejében a fert6zott plakkok és
az atlagos pulmonalis plakkok atméréje nagyobb volt, mint a HC kezelés utan. A HC-vel
kezelt egerekben a neutrofilek korlatozzak a gombafejlodést a tiidé parenchymaban, ezaltal
csokken a konidia csirdzasa és a hifak novekedése. A keringd neutrofilok szama
parhuzamosan nétt a plazma Kkortizol szintjével.

A tlidé szovettani metszeteiben megfigyelhetd tiidd parenhiméaban a hifalis invazio és a
hifak betorése az érbe. Az elsd hifak a tidGben 12 oraval a fertdzés utan lathatok. A hifak
parhuzamosan néttek az endotélium faldval. 96 oOra utdn a tiid6 parenhimaban
aszpergillomak lathatok, amik az alveolusokat 6sszepréselték és folyadékkal toltottek ki. Az
aszpergillozis soran az A. fumigatusszal szemben a legérzékenyebbnek a tiid6 bizonyult,
mindamellett ritkdbban, de agyi aszpergillozis is megfigyelhetd volt.

4.3 Mycoplasma fertézés korai detektalasa dinamikus képelemzési modszerrel

4.3.1 A Mycoplasmaval fert6zott sejttenyészetek morfologiaja és dinamikaja

A fert6zést kovetd elsé 15-20 oraban a baktérium jelenlétére a tenyészetben a megvaltozott
sejtmorfologia, illetve a csokkent motilitds ¢és osztodasi képesség alapjan
kovetkeztethettiink. A kontroll tenyészettel ellentétben a fert6zott sejtek nem Iétesitenek
adhézios kapcsolatokat egymassal, igy nem alkotnak telepeket, ezen kiviil nem képesek
felvenni a rajuk jellemzd ellapult, illetve megnytlt morfoldgiat sem. A fert6zott HaCaT
kultaraban tobb helyen a citoplazmabdl kitiiremked6 sejtmagot lathatunk.

A kontroll tenyészetek konfluencidjaban fokozatos novekedést, mig a fert6zott sejtek
esetében lassi csokkenést lathatunk, ez utobbi a sejtek csokkent vagy teljesen megsziint
osztodasi képességének és a kismértékil sejtpusztulasnak kdszonheto.
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A fert6zott sejttenyészet mozgasa is jellegzetesen eltérd dinamikat mutat a tiszta
tenyészetétol. A sejtek csokkent adhézios képességének koszonhetbéen a tenyészet
inditasakor 1-2 oraig azok nem képesek letapadni a tenyésztdedény feliiletére. Ez id6 alatt a
sejtek sodrodasabol adodoan erds mozgast figyelhetiink meg a kontroll sejtkultirdhoz
képest. A letapadast kovetbéen a fertdzott sejtek migracidja jelent6ésen alulmarad az
egészséges tenyészetéhez viszonyitva. A diagramon a 17-18. 6ranal lathato novekedés mar a
fertézott sejtek adhézios kapcsolatainak megsziinését, igy a tenyésztd feliiletrdl torténd
felvalasat jelzi.

4.3.2 A sejtek felvalasa, aggregatumok megjelenése, biofilm képzddés

A fert6zés tovabbi, mar a sejtek pusztuldsaval jaro jelei sejttipustdl fiiggden a fertdzés
bekovetkezte utan 15-25 6raval jelentek meg. Ennek elsd jele, hogy a sejtek felvaltak a
tenyésztbedény aljardl, mikozben elkezd6dott a Mycoplasma fertdzésre jellemzé biofilm
képzbdése. Kb. 10 oraval a sejtek felvalasat kovetéen nagy mennyiségli Mycoplasma
sejtaggregatum jelent meg a tenyésztéedényben. A sejtek felvalasa és az aggregatumok
megjelenése kis szordssal mindig egy id6pontban tortént az egész latdtéren, a tenyészet
kiilonbozd részei a fertézés fazisait tekintve szinkronban voltak. Az emlitett események
idépontjat altalunk valasztott reprezentativ régiok (n=5) megfigyelésével hatdroztuk meg
minden sejttipusnal..

Az egyes sejttipusok vizsgalata soran azt tapasztaltuk, hogy a Mycoplasma fert6zés
fazisainak megjelenése eltér az egyes sejtvonalaknal. Huméan Limbus sejtvonal esetén a
sejtek felvalasa a tenyésztéflaska aljardl elmarad, ez valdsziniileg a limbus sejtek erds
adhézios tulajdonsagaibol adodik.

A sejtek felvalasa és a sejtaggregatumok megjelenése kozotti id6 a kiilonbozo sejttipusoknal
kozel megegyezik, az adatok alapjan ez 20-23 o6rat jelent.

A sejtaggregatumok megjelenése utan (azaz a fertézés kezdete utan 35-40 oraval) a 1étrejott
biofilm fokozatosan felszakadozik és sajatos, halozatos szerkezetet alakit ki. Ez a latoteret
boritd dsszefliggd biofilm réteg teriiletének csokkenésében is megjelenik. Az igy kialakult
morfologia a Mycoplasma fert6zés egyedi elkiilonito jellege lehet mas tipusu fertézésektol.
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4.4 Aspergillus fumigatus patogenitasi dinamikajanak vizsgalata hosszitavi
videomikroszképos rendszerrel

Miutan az Aspergillus fumigatus sporakat Amphotericin-B-vel (AMB) és vorikonazole-lal
(VRC) kezeltiik, megfigyeltiikk a sporamozgast time-lapse mikroszkoppal. Az elsé tényezo,
amit figyeltiink a Brown mozgas megsziinése volt, ami a letapadast kezdetét jelezte. Ezt
kovette a hifazds megkezdése, és az elsé hifaclagazas megjelenésének ideje. Ezek a
paramétek a gomba virulencia faktoranak valtozasat mutattak gatloszerek jelenlétében

4.4.1 Brown mozgas megsziinése

Brown mozgas ledllasanak idOpontja a letapadas kezdete. A Brown mozgas atlagos
befejezési ideje kevesebb volt az AMB-vel kezelt (12 perc) vagy a VRC-vel kezelt (11 perc)
sporak esetében, mint a kontroll tenyészetnél (28 perc), de az eltérés maximalis értéke
hasonld volt a kontrollhoz. Az AMB és a VRC kezelésnek koszonhetéen a Brown mozgas
hamarabb allt meg, igy a sporak feliilethez valo tapadasa hamarabb bekovetkezett.

A kontroll sporak letapadasi ideje koriilbeliil 27 perc volt, az AMB-vel kezelt sporak atlagos
tapadasi ideje koriilbeliil 12 perc volt, és a VRC-vel kezelt konidiumok 4tlagos tapadasi
ideje korilbeliil 11 perc volt. Az eredmények arra utalnak, hogy a vizsgalt
antimikotikumok, serkentik a letapadasi folyamatokat. A szordsok kiilonbségei
elhanyagolhatoak voltak a vizsgalt anyagoknal.

A kiilonb6z6 kezelések utan az adhézio id6pontjat a kontroll szazalékaban vizsgaltuk. Azt
talaltuk, hogy az AMB vagy VRC kezelés utan mért értékek hasonldéak voltak.

4.4.2 Hifazas kezdetének vizsgalata

A Brown mozgas megsziinése utan a csirazas elindulasat vizsgaltuk. Az AMB gatolta a
konidiumok csirazasat, ezért a hifak névekedését a kontroll és a VRC-vel kezelt sporak
esetében tanulmanyoztuk. Az elsé hifak megjelenésének atlagos iddtartama 181 perc volt a
kontrollban és 374 perc a VRC kezelés utan. A VRC tehat késlelteti a csirdzast, de a gomba
képes kialakitani az els¢ hifait. Az elsé hifdk megjelenése a patogén gombak fontos
virulencia faktora. Ezek a kisérletek arra utalnak, hogy a vizsgalt gomba elleni szerek
(AMB, VRC) a konidiumok letapadasat serkentik, a hifak megjelenését késleltetik, a hifak
novekedését pedig akadalyozzak.

s

csirazott. Amikor a konidiumokat VCR-vel kezeltiik, 0.25 pg/ml-es koncentracioban nem
gatolta csak késleltette a csirazast.
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4.5 Candida albicans izolatumok tapadasi és fertézési dinamikajanak osszehasonlitasa
dinamikus képelemz6 technikak segitségével

4.5.1 Csoportos sporavizsgalatok

Az Aspergillus fumigatus fonalas gomba sporak letapadasanak, kinovésének és hifazasanak
vizsgalatat kiterjesztettiik C. albicans éleszté gombak klinikai izolatumaira is.

5.5.1.1 Brown mozgds megsziinésének vizsgdlata
A Brown mozgas megsziinésének atlagos ideje alapjan meghatarozhato a letapadasi faktor a
vizsgalt torzseknél.

A Brown mozgas megsziinésének atlagos ideje megmutatja, hogy milyen gyorsan tapadtak
le az egyes izolatumok sporai. A vizsgalatnal forditott aranyossag all fenn a Brown mozgas
megsziinésének ideje és a letapadasi faktor k6zott. Minél kisebb a Brown mozgas
megsziinésének atlagos ideje, annal nagyobb lesz a letapadasi faktor. A vizsgalat esetében a
6MUT kodolast torzs nem mutat konzekvens eredményt, mivel a sporak egyaltalan nem
tapadtak le. A letapadasi faktor dinamik4jat vizsgalva megallapithatd, hogy a legjobb
letapadast elér6 izolatumok az 59 éves nd sebvaladékbol vett klinikai izolatum (4VAD),
illetve a 45 éves nd kaniiljébdl vett klinikai izolatumbol 1étrehozott tBOOH tolerans mutins
(3MUT) voltak. Ezzel szemben a legkevésbé virulens izolatumok a 10 éves lany
szajliregébdl vett klinikai izolatumbol 1étrehozott tBOOH tolerans mutans (2MUT), illetve a
42 éves nd vizeletébdl vett klinikai izolatum (6VAD) voltak.

A Brown mozgasok megsziinésének kiilonbségei alapjan a letapadéasi faktor
heterogenitasanak leirasa

Az elemzés értelmezésében tehat tehat minél kevésbé térnek el az izolatumok az atlagtol,
annal egységesebb a letapadasuk. A letapadasi heterogenitas szempontjabol legegységesebb
izolatumok: a kontrol térzs (1VAD), a tBOOH tulajdonsagokkal rendelkezé6 mutans torzs
(IMUT), illetve a 45 éves né (3VAD) kaniiljébdl vett klinikai izolatum. Ezzel szemben a
legtagabb iddintervallumban a kdvetkezd izolatumok tapadtak le: 10 éves lany szajiliregébol
vett klinikai izolatumbol 1étrehozott tBOOH tolerans mutans (2MUT) illetve 42 éves né
vizeletéb6l vett klinikai izolatum (6VAD.) A spoéravizsgalatokbol levonhato a
kovetkeztetés, mely szerint a vizsgalt klinikai izolatumok és kontroll torzs esetén a
letapadasi képesség nem mutat Osszefliggést a sporak letapadési hajlamanak populacion
beliili heterogenitasaval
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4.5.1.2 Hifazas elindulasdnak vizsgdlata

A hifazas elindulasanak ideje a virulencia egyik alapvetd faktora (88). A 6MUT kodjelii
mutans nem vizsgalhatd, mivel a letapadas mellett a hifazas sem indult meg ennél a
torzsnél. Ennél a vizsgalatnal is forditott ardnyossag all fent, tehat minél kisebb a vizsgalt
torzs atlagos hifazasi ideje, annal nagyobb lesz a virulenciafaktora. A hifazas elemzésének
atlagos idejénél a kovetkezd virulenciasort tudjuk megallapitani:

A vizsgalt izolatumok koziil tehat a hifazasi képességet tekintve a legavirulensebb torzsek a
tBOOH tulajdonsagokkal rendelkez6 mutans torzs (LMUT), illetve a 34 éves férfi hasiiri
kaniil-jébol vett klinikai izolatum (5VAD). Ezzel szemben a legfert6z6bb izolatumok a 10
éves lany szajliregébdl vett klinikai izolatumbol létrehozott tBOOH tolerans mutans
(2MUT), illetve a 42 éves n6 vizeletébdl vett klinikai izolatum (6VAD)

A hifazas kezdetének szorasa megallapithatd a vizsgalt torzsek heterogenitasi vizsgalatabol.
Minél kisebb az adott izolatum szdérasanak értéke, annal egységesebben kezdett hifazni

Ezalapjan leirhatd, hogy a legegységesebben a kovetkezd izolatumok hifaztak: a tBOOH
tulajdonsagokkal rendelkezé mutéans torzs (IMUT), illetve a 34 éves férfi hasiiri drain-jéb6l
vett klinikai izolatum (5VAD). Ezzel szemben megallapithatd, hogy a legnagyobb
iddintervallumban a kdvetkezd izolatumok spdrai hifaztak a 10 éves lany szajiiregébdl vett
klinikai izolatumbdl 1étrehozott tBOOH tolerans mutans (2MUT), illetve a 34 éves férfi
hasiiri drain-jébdl vett klinikai izolatumbol 1étrehozott tBOOH tolerans mutans (SMUT).

4.5.1.3 Elso elagazds megjelenésének vizsgdlata

A hifa elsé elagazasanak atlagos ideje a virulencia masik alapveté tényezéje. A 6MUT
kédjelit mutans nem elemezhet6. Ennél a vizsgalatnal is forditott aranyossag all fenn, tehat
minél kisebb az hifa els6 elagazasanak ideje, annal nagyobb a fertézési potencialja.

A vizsgalatbdl kideriil, hogy a hifa elsd elagazdsanak ideje alapjan a legvirulensebb
izolatumok a kovetkezdk: az 59 éves n6 sebvaladékbol vett klinikai izolatumbol 1étrehozott
tBOOH tolerans mutans (4MUT), illetve 45 éves né kaniiljébdl vett klinikai izolatum
(3VAD). Ezzel szemben a legkevésbé virulens izolatumok a 10 éves lany szajiiregébdl vett
klinikai izolatumbdl 1étrehozott tBOOH tolerans mutans (2MUT) illetve a 34 éves férfi
hasiiri drain-jébdl vett klinikai izolatumbol 1étrehozott tBOOH tolerans mutans (5MUT).

A hifa elsé elagazasanak atlagos szorasabol kideriil, hogy a vizsgalt izolatumok hifai
hogyan tudjak érvényesiteni a hifazasi képességiiket. Minél kisebb a vizsgalt izolatum
szorasanak ideje, annal egységesebb, ezaltal hatdsosabb a hifazasi dinamika.
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A vizsgalatbol kideriil, hogy a hifa elsé elagazasanak szoérasa alapjan a legegységesebb
hifazasi dinamikaval rendelkez6 izolatumok a kovetkezdk: a 45 éves né kaniiljébdl vett
klinikai izolatumbol létrehozott tBOOH tolerans mutans (3MUT), illetve a 45 éves nd
kaniiljéb6l vett klinikai izolatum (3VAD). Ezzel szemben a legheterogénebb hifazasi
képességgel a kovetkezd izolatumok rendelkeznek: 59 éves né sebvaladékbol vett klinikai
izolatum (4VAD), illetve 10 éves lany szajiiregébdl vett klinikai izolatum (2VAD).

4.5.2 Egyéni sporavizsgalatok

Az egyéni sporavizsgalatokon végeztiink korrelacidoszamitast és szignifikancia analizist is,
hogy lassuk, van-¢ a 3 vizsgalt paraméter k6zott valamilyen dsszefliggés.

Az eredmények azt mutatjak, - a vizsgalt izolatumok tobbségénél - hogy a Brown mozgas
megsziinésének ideje €s a hifazas kezdete pozitiv korrelaciot mutat. Ezek szerint a vizsgalat
kezdetébdl szarmazo artifaktok és a mintaeljarasbeli kiilonbségek kizarhatok, ha a Brown
mozgas megsziinésének idGpontjat, tehat a letapadast vessziik TO iddpillanatnak. Ez a
metodika arra is hasznalhato, hogy ravilagitson olyan esetleges elvaltozasokra, amelyek
befolyasolhatjak a letapadast, és a hifazas szinkronizacidjat. Ilyen esetekben a fent emlitett
2 vizsgalt paraméter nem korrelal egymassal. (4MUT)

Ugyanezzel a mddszerrel elvégeztiik a korrelacioszamitast, az egyes izolatumok kozott is.
Az eredményeket diagrammon abrazoltuk. A 2 MUT izolatum a magas hifazasi id6 miatt
szort adatot mutatott, ezért. nem kertilt bele a korrelaciészdmitasba. A vizsgalatbdl kidreiil,
hogy mind a 3 vizsgalt paraméter pozitiv korrelaciot mutat az izolatumok kdzott.

Az Osszesitett sporavizsgalatoknal elmondhato, hogy a kifejlesztett metodikaval le tudjuk
irni és 6ssze tudjuk hasonlitani a vizsgalt izolatumok kovetkez6 paramétereit:

letapadasi faktor, letapadasi dinamika, fert6zési faktor, fert6zési dinamika, hifaelagazasi
faktor, hifaclagazasi dinamika

Az egyes sporavizsgalatoknal elmondhatd, hogy a kifejlesztett metodikaval le tudjuk irni és
szignifikanciajat, ezaltal 1étrehoztunk egy olyan metodikai analizist, ahol nemcsak az egyes
izolatumok kozotti kiilonbségek Gsszehasonlitasara van lehetdség, de az izolatumon beliili
populdcio szintii valtozasokat is vizsgalhatjuk.

Az izolatumok csoportos korrelacidanalizise kimutatta a pozitiv korrelaciot a vizsgalt
paraméterek kozott. Mivel az irodalom a hifazast, mint a patogenitas egyik alapvet6 faktorat
irja le, vizsgalatunk bizonyiték arra, hogy a Brown mozgas megsziinésének és a
hifaclagazas kezdetének ideje is megfeleldé dinamikus paraméter a patogenitds
jellemzéséhez.
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5. OSSZEFOGLALAS

A morfologiai adatokon alapuld rutinszerti detektalasi stratégiakra tovabbra is sziikség van
az alap és alkalmazott kutatasi mikrobiologiai vizsgalatokban. A szamitogépes képelemzés
potens eszkoz a cél elérésében. A kis mennyiségii hifa elemek részletes elemzése mind a
stillyesztett, mind pedig a szilard fazisa tenyésztési rendszerek estében hozzajarulhat az
apikalis novekedési folyamatok megértésé¢hez.

Ebben a tanulmanyban egy 0j rendszert mutattunk be a spora és a hifa morfologiai,
mennyiségi elemzésére. Az eljaras feleslegessé teszi, hogy viszonylag draga kereskedelmi
képelemzd szoftvereket kelljen megvasarolni, helyette a nyilvanosan elérhet§ Imagel
platform hasznositasat javasoljuk, amelynek hasznalhatosagat bizonyitja az értekezés.

A 1étrehozott modell pontositasa, finomitasa folyamatban van, de a bemutatott, eddig kapott
vizsgalati adatok alapjan a modszer hasznalhatdsaga bizonyitast nyert.

A kiilonboz6 tulajdonsaggal rendelkezd kisérleti fajok felhasznaldsa bizonyitja,
hogy ezen képelemzési modszer alkalmas mindenfajta statikus és dinamikus mikroszkopos
vizsgalatra, a gomba korai stadiumu fejlédésének tanulmanyozasdhoz. Az dsszes képelemzo
rendszerhez hasonldan az itt leirt analitikai algoritmusok eredményei is a jO mindségi
bemeneti képektdl fliggenek, és érzékenyek a magasabb szintli artifaktumokra, amely akkor
kovetkezhet be, ha nagy mennyiségii liledék van jelen a tenyésztés soran alkalmazott
oldatokban. A képelemzd rendszer szamara némi nehézséget okoz a "fiatal" hifak (a
kozelmultban csiraztatott sporak) és a spora csomok megkiilonboztetése a morfologiai
hasonlosaguk miatt, a vetitett teriilet és a korkordsség tekintetében (kozelitéleg 0,4-0,8
cirkuralitdsi tartomanyban). Emiatt a fiatal hifdk és spora csomok altalaban el vannak
kiilonitve az elemzésben.

Annak érdekében, hogy a spoérabol hifaba vald atmenet teljesen leirhatd legyen,
tovabbfejlesztettiik rendszeriinket, amellyel mar képesek vagyunk kiilonbséget tenni ezen
objektumok kozott.

Képelemz6 rendszeriink feldolgozasi ideje kb. 1 s képenként (1640 x 1480 képpont/pixel)

[y

kép elemzése és a késobbi kvantifikdcidja, mint példaul a sporaduzzadasi sebesség, a hifalis
novekedési sebesség ¢s a hifa elagazasi arany néhany perc alatt vizsgalhato.
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6. KONKLUZIO

Tekintettel arra, hogy az antibiotikum fejlesztésben és az ipari gomba fermentacids
folyamatokban nagy jelent6sége van a morfologia és a patogenitis/produktivitas kozott
fellelhetd kapcsolatnak, sziikség van automata képanalitikus technikéak kifejlesztésére, hogy
pontos és gyors meghatarozas legyen elérhet6 ezen alapvetéen bioprocess jellegek
mérésére. Bar az utdbbi években oriasi elérelépés tortént ezen a terilleten, a legtobb
technika specifikus az adott kultardkra nézve. A szilard fazisG kultarak elemzésére
kifejlesztett technikak altalaban a .gomba koloniadk makro-morfologiai formajara
Osszpontositottak, globalis tulajdonsagok szamszertisitésére/ meghatarozasara, mint a fraktal
dimenzi6 és a teriilet lefedettsége.

Az itt bemutatott modszer lehet6veé teszi a korai gombafejlodés nagy felbontasu vizsgélatat
a leoltas idépontjatol kezdve. Remélhetbleg ennek a technikdnak a hasznalata a gomba
ndvekedési kinetikdjanak és a makro-morfologiai formakhoz vald viszonyanak, valamint az
ipari fermenticios folyamatokban vald produktivitisinak jobb megértését fogja
eredményezni.
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1. INRODUCTION

In order to get a deeper understanding of the pathogenicity of filamentous fungi it is
necessary to examine the mycelial morphological changes of invasive fungal species. It is,
on the one hand, important from an industrial point of view, as certain types of mycelial
processes may affect the productivity of industrial fermentation, while on the other hand it
is also important from a medical point of view, because the number of patients with
invasive fungal diseases is on the rise, and some fungi can even cause lethal infections in
immunocompromised patients. However, the determination of qualitative and quantitative
dynamic parameters of morphological changes still represents a major challenge due to the
limitations of our tools. A deeper understanding of the dynamics of spore adherence may
help us increase the productivity of fermentation systems and fight against invasive fungal
diseases.

Static and dynamic image analysis techniques can also be used for studying fungal
populations in which the significance of individual spores grows during the growth phase,
and their adherence and/or germination dynamics can be observed.

With an appropriate temporal resolution, microbiological parameters defined with the help
of long-term video microscopy can be studied real time and over a longer period. Such
parameters include spore growth, adherence, division, appearance of biofilm, confluence,
and motility. Optimally, these parameters can be monitored throughout the entire
observation, which allows us to study their interrelations as well. The specially adapted
dynamic image analysis of data collected through processing images captured by the video
microscopy system may allow us to model a specific division or reproduction phase more
accurately.

In the course of image analysis we can study individual processes based on qualitative and
quantitative aspects as well. Video microscopy is a long-term (up to weeks) monitoring
system that, when combined with carefully chosen digital image analysis and data
processing, results in an experimental setup, the main advantage of which is that it allows us
to study and model the dynamics of changes in time, providing us with a real or actual
picture of temporal changes.
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1. OBJECTIVES

By combining the image analysis techniques already in use and Time-Lapse Imaging

System (TLS) we sought to design a methodology that would allow us to study

microbiological samples based on temporal parameters. With the combined use of these

systems we can observe the life processes of filamentous fungi in a non-invasive, simple,

multifaceted, reproducible way, maintaining their temporal dynamics. Our model system is

based the following microscopic examinations:

Static, snap-shot analyses:

Before the examination of dynamic morphology, first we determine the morphological

parameters pertaining to pathogenicity and the analytical algorithms based on snap-shot data

(it is more like a static image).

Scanning Electron Microscopy

We carry out the image analysis of static images taken by a scanning electron microscope of

the genetically modified Aspergillus nidulans strains. Conidiospores offset at the end of

haploid mycelium that results from the spores of Ascomicota help the vegetative

reproduction of the species. Through the morphological examination of the spores we map

the changes detected visually in the conidiophore, and look for relations between

morphological changes and genetic modifications.

Optical Microscopy

The next step in static image analysis is the examination of histological sections taken with

an optical microscope. The sections were taken from mice treated for Aspergillus fumigatus.

We describe the hyphal morphologies pertaining to the spread dynamics of the species

using a quantitative digital image analysis of hyphae sizes and temporary forms based on

aspergilloma in the different organs.

Dynamic Image Analysis

Based on the static histological and morphological examinations dynamic image analysis

protocols are developed for studying the early detection of Mycoplasma infection.

Development of Image Analysis Methods

1. For the development of image analysis protocols, we selected a file that had

already been studied using a static image analysis method. In this phase we studied
the adherence and change in growth pattern of a filamentous fungus, Aspergillus
fumigatus, using a dynamic image analysis method. Our objective was to observe
the effect of antifungal agents based on the adherence and growth dynamics of
Aspergillus fumigatus.

2. In addition to filamentous fungi, we use yeast fungi as well for developing our
image analysis methods. We have also changed from static spore examinations to dynamic
examinations in the comparison of clinical Candida albicans isolates. In our examinations
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we measure the time when the cessation of Brown's movement takes place as an indicator of
adhesion to the surface, as well as the appearance of the first hypha and the beginning of the
branching of the first hypha. The analyses also cover the comparison of parameters
pertaining to the growth dynamics of spores of a filamentous fungus (A. fumigatus) and that
of yeast (C. albicans) isolates. We presume that the spore adherence dynamics of C.albcans
and A.fumigatus can both be studied using the dynamic adhesion examination method,
which is based on the cessation of Brown' movement.

3. MATERIAL AND METHODS
3.1 Development of a Static Image Analysis Method on Aspergillus nidulans

3.1.1 Preparation of a general sample of Aspergillus nidulans for SEM
e  The samples were put into a glutaraldehyde solution of 4% concentration for a
night in PBS
e  Then they were transferred to a polylyzin cover glass
e  Dehydrated in ethanol
e  Finally, they were fixed with gold palladium for the examination

3.1.2 Brief description of the strains:

- Control tNJ 11: Control strain of TNJ 12 (delta-chiB)

- Control tNJ 36: A generally used control strain

- Control tNJ12: Deletion of cell wall degrading chitinase (chiB) that is induced by carbon
starvation; the presence of protein allows the use of cell wall as nutrition

- tNJ 34.8: A mutant with damaged genes chiB and engA; Its genotype is similar to
that of the previous ones

- tNJ 76.7: Deletion of the pepJ extracellular protease gene; During autolysis, its presence
allows the utilisation of protein that got into the growth medium

- tNJ 77.16: Deletion of the prtA extracellular protease gene; During autolysis, its presence
allows the utilisation of protein that got into the growth medium

- tNJ 78.4: Deletion of the prtA and pepJ extracellular protease genes; During autolysis, its
presence allows the utilisation of protein that got into the growth medium

3.1.3 Static image analysis

Images captured using a Scanning Electron Microscope (SEM) provide information on
fungal spores, including their visible morphological features, However, if we want
quantitative data, we have to use computer software which allows us to carry out qualitative
and quantitative measurements on the images. In the course of image analysis, the images
taken by the SEM were analysed using the ImageJ computer software.
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3.2 Fine tuning of the image analysis method using tissue sections from mice infected
with Aspergillus fumigatus

3.2.1 Aspergillus fumigatus isolate

As A. fumigatus causes aspergyllosis mainly in the lungs, we chose the Af293-
(FGSCA1100, IHEM18963) clinical isolate, which came from human lung tissue, and
cultured it at 37°C in nitrate minimal medium (NMM).

3.2.2 Breeding conditions concerning animals used as subjects of experiments

All groups of mice (10) were put in PI plastic cages (425/135/120 mm), in line with
Directive 2010/63/EU. The animals were fed with pelleted mouse food (Purina, LabDiet, St.
Louis, MO, USA) and water, ad libitum. An automatic lighting system.(12 hours of dark
followed by 12 hours of lights) and room temperature (22-25°C) were maintained.

3.2.3 Infection of the experimental animals

We studied the pathogenicity of the A. fumigatus strain in three separate experiments. We
used 8-10 week-old female and male BALB/c mice for the experiments. The groups were
given i.p. (intraperitoneal) injected cyclophosphamide (CP) (250mg/kg), which resulted in a
low number of neutrophil cells (neutropenia), and brought about leukopenia by reducing the
number of neutrophils and lymphocytes by giving them a specific hydrocortisone (HC)
injected subcutaneously (SC). Mice narcotised with Nembutal (100mg/kg) received 3.5x10°
pcs of conidium in 50 pl doses once upon the infection, intranasal. Under the above
circumstances, the inoculum reached the lungs through normal breathing.

We sorted the experimental animals into three subgroups:

a) Not infected, received no immunosuppressant

b) Received immunosuppressant, not infected

¢) Received no immunosuppressant, infected

The animals were killed by cervical dislocation 6, 12, 14, 24, 30, 48, 72 and 96 hours after
infection. T Each subgroup included 10 mice. After infection the animals were checked
twice a day, and the number of survivors was recorded. We removed the lungs, kidneys,
liver and brain for histological examination.

3.2.4 Static Image Analysis
We used sized images (10um/div) and the ImageJ open source software of NIH for

calibration. In order to avoid uneven illumination, we used Fast Fourier Transformation and
band filtering. We used increased contrast.
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Then we extended the selection to all pixels until the differences between pixel values were
reachable. To this end, we clicked on a point in an image that had not reached the value
limit based on the relative grey and saturated shades. We carried out particle analysis to
count and measure forms on the binary image. Objects smaller than 2 um? were ignored.
The pores observed on the objects were considered part of the objects, as they may have
been the consequences of uneven dyeing. Standard difference for the calculation of the
distribution of data was calculated from the mean value and the t test.

3.3 Dynamic image analysis of the Mycoplasma in vitro infection

In order to monitor the Mycoplasma infection, we infected three different cell cultures with
a view to examining the dynamics of biofilm production of Mycoplasma in different media.

3.3.1 Cell cultures

- HaCaT cells. Originate from human epithelial cells that spontaneously transformed in
vitro during the long incubation.
- OCM-1 cells. The malignant OCM-1 (human choroidea melanoma-1) cell line came from
the department of ophthalmology of the local clinic (84). It originated from a sample
obtained via biopsy from the OCML1 cell line choroid melanoma (85).

- Epithelioma (SCC) cells (86)

3.3.2 Cell growth

We induced contamination with calf serum in a concentration of 5% infected with
mycoplasma. We obtained calf from the local butchery. We sterilised the calf serum by
filtering. To remove mycoplasma we used a 0.1um filter suitable for sterilising. The 0.2 um
bacteria filters used in practice let mycoplasma with a diameter smaller than this through.
The number of living host cells was determined using trypan blue dye in a Biirker chamber.
Due to their small size, Mycoplasma cells remained invisible under the optical microscope.

3.3.3 Time-lapse scanning microscopy (TLS)

We carried out our investigation using a microscopy system designed by our working group
as described above. The system allows real time examination of the effect of cytotoxic
material at cellular level, throughout the whole cell cycle. Microscopic observation of the
cultures kept in a standard growth environment may take place through an interval of up to
168 hours, with temporal resolution of 6 seconds. The sequence of images obtained can be
turned into a video, suitable for the observation of cytotoxicity directly, at cellular and
population level. The processing of images captured over the examination period using
statistical image analysis methods provides data with high temporal resolution for the
dynamic investigation of toxic processes. We studied the Mycoplasma infection based on
three main parameters:
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- Real-time appearance of mycoplasma
- Time length of infection
- Disintegration of the infected mammal cells

3.3.4 Dynamic analysis

For image analysis we used the Fiji image analysis software. In order to determine the size
of cell lawn, we separated the monolayer from the background of the surfaces observed.
Then we determined the segmented area, i.e. the adhesion to the growth surface, in
percentage relative to the field of vision. We used a similar method for determining the area
of the biofilm of Mycoplasma infection. Only the biofilm of the Mycoplasma infection was
visible, individual Mycoplasma cells remained invisible in the time-lapse image analysis
due to the physically limiting effect of the wave length used for illumination.
In order to analyse the motility of mammal cells, first we removed the background from the
images, so only the structures that we wanted to analyse remained. The difference between
consecutive images provided information on cells on the move. We also used the motility
values obtained this way for defining the time of division, i.e. when cells detached from the
growth surface. This way we were able to determine the time when individual cells
detached from the surface. We applied digital image analysis for 5 randomly chosen and
representative regions in the cell cultures.

3.4 Development of a dynamic image analysis method for the investigation of the
dynamics of the pathogenicity of Aspergillus fumigatus

We used the AF293 strain of Aspergillus fumigatus, which we grew as described above. We
had already tested our high-resolution video microscopy technique combined with digital
image analysis in previous experiments, where we affected germination, hyphae growth and
adherence with antibiotics and genetic mutations. On an opportunistic pathogen, A.
fumigatus, we studied the effect of systemic antifungal medicines on the speed of adherence
of spores, the time of appearance of the first hypha, and the time of the first branching on a
hypha. For the investigations we selected antifungal agents with known mechanism of
action, like Amphotericin-B or vorikonazol.

3.4.1 Digital image processing

The LTS systems transfer the numbered image sequences to a barebone PC with Windows 7
operating system (Biological Image Processing Station, BIPS).

3.4.1.1 Image-enhancing sequences

After loading the images (Figure 1a), the analysis starts with filtering images (Figure 1b) in
order to compensate for the disturbingly low frequency in the Fourier space, and uneven
illumination that may lead to shadows and inconsistent background. This makes the
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segmentation process mere complicated, for there may be grey levels on the image that
occurs on the object and on the background as well. Consequently, it would be difficult to
define a threshold (Figure 1c) that separates one from the other. The application of a
threshold in a grey image like this results in many artefacts at the frequency studied.

We can compensate for changes in the level of grey in the background by considering the
image as a 2D signal, and apply a high-pass filter / semipermeable filtering on it, which can
be performed using the Bandpass Filter function of the ImageJ software. In this way we
remove image noise with Gauss filtering in the Fourier Space. The radius of the filter is set
at 40 um pixel equivalent (40 pixels for hyphae and 200 pixels for spores), which is a big
relative parameter compared to the width of typical hyphae (cca. 2-4 pm). Then we remove
all high-frequency speckle noise by median filtering. We split the image to three 8-bit,
greyscale images that represent the 3 primary colours (red, green and blue). The grey-level
threshold that the ImageJ calculates using the isodata algorithm results in a binary image
(Figure 1d.). The next phase of image analysis depends on whether spores or hyphae are the
primary subjects of the investigation (Figure 1e). Viable spores and hyphae will appear
rarely on the same image, because not hyphened spores will either be behind hyphae, or the
system detects them as artefacts upon hyphae analysis and removes them.

Figurel: The algorithm used to describe the morphology of fungi

31



3.4.1.2 Analysis of spores

In the case of spores (Figure 1f) we used the "Watershed" function for separating objects
touching each other. First, the system performs Euclidean distance mapping (EDM) and
identifies the ultimate erosion points (UEP). Then it elongates UEPs to the greatest possible
extent (EDM peaks or local maximum points) — even to the edge of the particle, or to the
region of another (growing) UEP. The procedure described is the most suitable for convex
objects with smooth surfaces that only slightly overlap each other.

The ImageJ uses a "Particle Analyser" for quantitative image analysis (Figure 7. h). Analyse
Particles can be used in 3 different ways: on images with threshold for detecting
components, sorting by size and morphology, quantitative analysis of a segmented image.
Based on data about area (A) and concentricity (B) the latter is defined as follows: B =
4.m.APP2 where Ap is the projected area of the object in question and P is the area
measured.

In the case of a circle Ap =nr2 and P = 2ar, so B=1.

The larger P is compared to Ap, the less circular the object, which means that the value of B
decreases. The spores of many fungi that are relevant from an industrial point of view, such
as Aspergillus, have relatively spherical spores. Other shapes are called ellipsoid or geoid.
Objects with projected areas larger than the set minimum value (Ap, min) and more circular
than the threshold (Cs, min) can be considered spores; All other objects are artefacts and
should be ignored in the analysis.

3.4.1.3 Analysis of hyphae

When hyphae are the subject of the investigation (Figure 1g), we perform a binary closing
during the analysis in order to remove small deficiencies of the objects. Then the "Particle
Analyser" selects the objects with projected areas larger than Ap, min and circularity
smaller than a second threshold (Figure 1h). During the analysis the system ignores all
objects that do not meet these criteria. Then we erode the binary images of hyphal elements
to their base structure ("skeletonisation”) (Figure 1j). This is a rapid parallel algorithm to
make the digital sample thinner, in which a search function indicates the 256 possible 3 x 3
neighbouring combinations for all foreground pixels. The algorithm calculates the number
of indexes for all objects, and based on the search table decides if the pixel can be ignored.
In the course of image analysis skeletonisation may detect artefact points or branches from
time to time. Artefact points (places where a pixel is bigger than the width of pixels) may
lead to an incorrect classification of branch points, which in turn may result in the
overestimation of the length of artefact branches and the number of hyphal apexes (Figure
1h). They can be removed by slitting (Figure 1i). This procedure also removes the
remaining small deficiencies from the image.
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3.4.1.4 Digital analysis
Cessation of Brown's movement, motility of spores not adhered, growth of hyphae

In order to assess the motility of spores we expressed the differences in pixels by deducting
the areas of consecutive moving images. These numerical values provide information about
the movements of spores as compared with their previous positions. We also used motility
values to determine the time when spores adhered to the bottom of the growth vessel.

This method allows us to determine the time of the cessation of Brown's movement. We
applied digital image analysis on five, randomly chosen, representative regions for each
spore in 3 separate experiments both in the control and in the treated cultures. We displayed
the values in diagrams.

Analysis of changes in the region of the hyphae

We used a similar method for investigating hyphael growth. In the investigation of the
region of a hypha the drastic growth of the area indicated the start of growth. In order to
prevent hyphae running into one another, we used a user-controlled method to separate
hyphae in time and space. We basically studied spores in a 10x10 pixel square, and
determined the region of the hyphae in a uniform extension in time and space. This way we
were able to detect hyphae that had not adhered properly to the surface, as well as floating
particles and hyphal parts in the area studied, which could have biased the results. This
method allowed us to study spores that were moving in the same focus plane.

3.5 Fine- tuning of a dynamic image analysis method on Candida albicans isolates

Using the systems and image analysis methods described above we investigated how the
growth and adherence dynamics of Candida albicans clinical isolates can be detected.
Again, we were focused on the 3 key aspects that growth and adherence dynamics was
based on: the cessation of Brown's movement, the time when the first hypha started to grow,
and the appearance of the first branching.

Clinical isolates used in the experiment and the associated codes:

1VAD - ATCC 14053 - control strain. Other strains were cultured from this strain
(American Type Culture Collection)

1MUT - AF06 — has tBOOH features, mutant strain treated with 6mmol L™ tBOOH

2VAD - 8387 - clinical isolate taken from the mouth of a 10-year-old girl

2MUT - 8387T - tBOOH-tolerant mutant created from a clinical isolate taken from the
mouth of a 10-year-old girl

3VAD - 10934 - clinical isolate taken from the cannula of a 45-year-old female

3MUT - 10934T - tBOOH-tolerant mutant created from the clinical isolate taken from the
cannula of a 45-year-old female

4VAD - 19890 - clinical isolate taken from the ichor of a 59-year-old female
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4AMUT - 19890T - tBOOH-tolerant mutant created from a clinical isolate taken from the
ichor of a 59-year-old female

5VAD - 20072 - clinical isolate taken from the abdominal drain of a 34-year-old male
5MUT - 20072T - tBOOH-tolerant mutant created from a clinical isolate taken from the
abdominal drain of a 34-year-old male

6VAD — 4774 - clinical isolate taken from the urine of a 42-year-old female

6MUT - 4774T - tBOOH-tolerant mutant created from the clinical isolate taken from the
urine of a 42-year-old female

For the investigation of the difference between the adherence and infection strategies of
mutant and clinical strains we set our system in a CO, incubator under nearly physiological
conditions as a base for comparison.

We investigated individual and community spores by strains. The above criteria provide the
best base for detecting the adherence and hyphae dynamics of a spore or spore group, which
may affect the virulence factor. Then we compared the values to find out how our results
correlate with each other. This was necessary in order to determine interrelations among the
factors investigated.

4. FINDINGS

4.1 Comparative investigation of the spore morphologies of genetically modified
Aspergillus nidulans strains

4.1.2 Combined spore examination of strains
The presentation of the diameter data of the 7 strains in a single diagram reveals that the

diameters of spores belonging to the individual strains form emerging straight lines. (Figure
2)
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Figure 2: Combined diagram of diameters
4.1.3 Result of the examination of differences in size

Genetic modifications may affect certain phases of the shaping morphology of spore cells,
and contribute to the appearance of individual features. The difference in size, i.e. the
difference between the diameter of the largest and the smallest spores allows us to prove the
above statement with numbers
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Figure 9: The growth of the difference in size of spores in strains

We saw the largest increase in size with spores of the tNJ control strain (0.24pum), but spore
size changes occurred in other strains as well. However, in the tNJ 76.7 pep J strain the
difference in diameters was 0.00um, meaning that the deletion of the pep J gene causes no
change in terms of spore morphology.

On the images taken with a scanning electron microscope of the genetically modified
Aspergillus nidulans fungal strains we measured only the diameter and thickness of spores
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located in the focal area of the microscope using the ImageJ software, so we only obtained
accurate data on spores in the same focal plane. The tables and line diagrams that summed
up the results clearly show that the diameter of spores grows linearly. The difference
between the diameter of the largest and the smallest spores can be as much as 0.24pum.

We can draw the conclusion that genetic changes may trigger processes in the lives of
strains that can significantly influence morphologic heterogeneity, including the size of
spores.

4.2 Investigation of the dynamics of pathogenicity of Aspergillus fumigatus in a mice
model

In order to determine the dynamics of pathogenicity through animal experiments first we
studied the effect of two immunosuppressive treatments with different entry points on the
dynamics of infection, using mice. Compared to the control group, 40% of the mice treated
with hydrocortisone (HC) died 3 days after getting infected, while 70% 6 days after getting
infected. The mortality rate was higher among mice treated with cyclophosphamide (CP):
50% of the group died 3 days, while 80% of them died 6 days after getting infected. Further,
the mice treated with immunosuppressant CP lost 20-25% of their weight within 3-4 days
after getting infected. The infection itself, i.e. without CP treatment, did not cause weight
loss.

4.2.1 Histological investigation and damage to the lungs

We also used Gomori-Grocott silver impregnation (GMS) to display the development of
hyphae in the lungs. No conidium or hypha could be seen in the lung tissue sections
obtained from immunocompetent mice (Figure 4a). The tissue sections of CP
immunosuppressed mice showed GMS conjugate as early as 6 hours after getting infected
(Figure 4 b), and hyphae appeared after 14 hours (Figure 4 c). Hyphae continuously grew 30
hours (Figure 4 d), 48 hours (Figure 4 e) and 96 hours after the start of the infection (Figure
41).
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Figure 4: Sections of lung tissue with Goméri-Grocott silver impregnation (GMS).
a; control lung tissue section; b: infected lung tissue section 6 h; c: 14 h; d: 30 h; e: 48 h; f:
96 h; after start of the infection.

96 hours after HC (Figure 5 a) and CP (5 b) immunosuppression the comparison of growth
of hyphae induced by the immunosuppressant clearly showed that the immunosuppressive
effect of CP in the lungs were significantly stronger than that of HC.

Figure 5: Comparison of the immunosuppressive effect of HC (a) and CP (b) with the
hyphal extension in the lung tissue.

4.2.2 Investigation of hyphal growth in the brain

The brains of a few mice showed hyphal growth after GMS. In the immunocompetent,
infected mice neither conidium nor hyphae could be observed (Figure 6 a). In the samples
of mice treated with CP conidia and long hyphae could be observed 96 hours after the start
of the infection, but 50% of conidia showed no hyphal growth (Figure 6 b)
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Figure 6: Dyeing brain tissues with GMS

a: Control brain tissue

b: Dyeing of the brain-stem 96 hours after start of the infection

The white arrows show that conidia do not indicate hyphal growth. The black arrows show
hyphal growth.

4.2.3 Length of Pulmonal hyphae

We did not examine either hyphal growth or plaque formation in infected,
immunocompetent mice, because there was no plaque formation. The comparison of hyphal
growth in the presence of immunosuppressants revealed that 4 days after HC treatment
about 40% of the hyphae were shorter than 5 pm. Hyphae were longer in mice treated with
CP, compared to those treated with HC. For this reason, we used CP in further experiments,
instead of HC. The maximum length of hyphae was more than 40 um in mice treated with
CP, while it was only 26 um in those treated with HC. The distribution of length showed
gradual increase after CP treatment.

12 hours after getting infected resting conidia started to germinate, but 40% of the hyphae
were shorter than S5pm (7pm in average, max. 15um). We observed modest growth 24 hours
after the start of the infection, with an average hyphal length of 9,6um. Distribution shifted
to the right, and most conidia germinated. After 30 hours the average length was 10.8um,
with an even distribution shifted to the right. 48 hours later the average length was 11.2um,
and we also observed morphological differences. 72 hours after the start of the infection
10% of the hyphae reached the average length of 15-30um, less than 2% even grew to
145um. After 96 hours the maximum length was 165um.
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4.2.4 Pulmonary aspergillosis

Besides the length of hyphae, we also compared the diameter of plaques and the density of
hyphae in immunosuppressed animals. The average pulmonary plaque diameters were
significantly smaller in mice treated with HC than in those treated with CP. Hyphal density
in the lungs was typically higher than in mice treated with CP. Hyphal density in the lungs
was close to three times higher after CP treatment than after HC treatment.

We found that in the presence of HC hyphae were shorter and hyphal density was lower
than in the presence of CP. The diameter of infected plaques and average pulmonary
plaques in the lungs of animals treated with CP was greater than after HC treatment. In mice
treated with HC neutrophils limited fungal growth in the parenchyma of the lungs. As a
result, the germination of conidia and the growth of hyphae decreased. The number of
circulating neutrophils grew in parallel with the cortisol level of the plasma.

In the histological sections of the lungs we observed hyphal invasion in the parenchyma of
the lungs and the bursting of hyphae in the blood vessel. The first hyphae appeared in the
lungs 12 hours after the start of the infection. Hyphae grew in parallel with the wall of the
endothelium. After 96 hours aspergilloma appeared in the parenchima of the lungs, which
squeezed the alveoli and filled them up with fluid. During aspergillosis the lungs proved to
be the most susceptible to A. fumigatus. However, sometimes we could observe cerebral
aspergillosis, too.

4.3 Early detection of mycoplasma infection with the dynamic image analysis method

4.3.1 Morphology and dynamics of cell cultures infected with Mycoplasma

In the first 15-20 hours after the start of the infection the presence of the bacteria in the
culture is indicated by a modification of cell morphology, as well as decreased motility and
cell division. Unlike in the control culture, infected cells do not adhere to one another, do
not form colonies, and are unable to take their typical plain and elongated morphology. We
observed cell nuclei protruding from cytoplasm at multiple locations in the infected culture.
In the confluence of control cultures we observed gradual growth, while in the case of
infected cells we saw a slow decrease, which was due to the diminished or non-existing
ability of cells to divide.

Movements in the infected cell culture typically differ from those of the control culture.
Owing to a decreased ability of the cells for adhesion, after starting the culture, for 1 or 2
hours cells are unable to adhere to the surface of the growth vessel. During this time a high
level of motility can be observed compared to the control culture, due to the high number of
floating cells. After adherence, the migration of infected cells significantly lags behind the
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control culture. The growth in the 17-18th hour in the diagram indicates loss of adhesion,
i.e. infected cells leave the growth surface.

4.3.2 Termination of adherence, appearance of aggregates, biofilm formation

Further signs of the infection, accompanied by death of the cells, appeared 15-25 hours after
the start of the infection, depending on the type of the cell. The first step in this process was
that the cells stopped to adhere to the bottom of the growth vessel, at the same time biofilm
formation started, which is typical of Mycoplasma infection. About 10 hours after the cells
stopped adhering to the surface, large amounts of Mycoplasma cell aggregates appeared in
the vessel. The cells leaving the surface and the appearance of aggregates occurred at about
the same time in the whole field of vision. The different parts of the culture were in
synchrony with each other in terms of phases of infection.

In the course of examining the different cell types we observed that the appearance of the
phases of Mycoplasma infection was different by cell lines. In the case of the Human
Limbus cell line the adherence to the growth surface did not cease, which is likely a result
of the strong adherence characteristics of the limbus cells.

Data showed that the time between the termination of adherence and the appearance of
aggregates was about the same with every cell type, 20-23 hours.

After the appearance of aggregates (i.e. 35-40 hours after the start of the infection) the
biofilm gradually breaks up, and forms a network-like structure. This is also reflected in the
shrinking area of the homogenous biofilm layer in the field of vision,. The resulting
morphology may be a unique, distinctive feature of the Mycoplasma infection, which
distinguishes it from other infections.

4.4 Investigation of the dynamics of pathogenicity of Aspergillus fumigatus using a
long-term video microscopy system

After we treated the Aspergillus fumigatus spores with Amphotericin-B (AMB) and
vorikonazole (VRC), we observed the movements of spores with a time-lapse microscope.
The first factor studied was the cessation of Brown's movement, which indicated the
beginning of adherence. It was followed by the appearance of hyphae and the time of the
first branching. These parameters showed the changes in the fungal virulence factor in the
presence of inhibitors.

4.4.1 The cessation of Brown's movement

The cessation of Brown's movement indicates the beginning of adherence. The average time
cessation of Brown's movement took was less in the case of spores treated with AMB (12
min) or VRC (11 min) than in the control culture (28 min). However, the maximum value of
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difference was similar in the infected and control cultures. Due to the AMB and VRC
treatments the cessation of Brown's movement went down faster, and the adherence of
spores to the surface began sooner.

Adherence in the case of control spores took about 27 minutes, while the same data for
spores treated with AMB was cca. 12 minutes, and the average time for conidia treated with
VRC was about 11 minutes. The results indicate that the studied antimycotica stimulate the
process of adherence. The difference in deviation was negligible in the material studied.
Following treatments we studied the time of adherence as a percentage of the value
observed in the control culture. We found that the values measured after the AMB and the
VRC treatment were similar.

4.4.2 Investigation of the appearance of hyphae

Following the investigation of the cessation of Brown's movement, we observed the
beginning of germination. As AMB inhibited the germination of conidia, we studied the
growth of hyphae in the control culture and the one with spores treated with VRC. The
average time of the appearance of hyphae was 181 and 374 minutes in the control group and
the one with VRC treatment, respectively. This indicates that VRC delays germination, but
the fungus is able to form its first hypha. The appearance of the first hyphae is an important
virulence factor in pathogenic fungi. These experiments indicate that the antifungal agents
studied (AMB, VRC) stimulate the adherence of conidia, delay the appearance of hyphae,
and block the growth of hyphae.

When we treated conidia with AMB in a concentration of 0.25ug/ml concentration, conidia
did not germinate. When we treated conidia with VCR, the concentration of 0.25ug/ml only
delayed, but did not inhibit germination.

4.5 Comparison of the dynamics of adherence and infection of Candida albicans
isolates using dynamic image analysis techniques

4.5.1 Investigation of groups of spores

We extended the investigation of the adherence, outgrowth, and hyphal attributes of spores
of the filamentous fungus Aspergillus fumigatus to the clinical isolates of the yeast fungus
C. albicans.

5.5.1.1 Observation of the cessation of Brown's movement

Based on the average time until the cessation of Brown's movement we can determine the
adherence factor in the strains studied.

The average time until the cessation of Brown's movement shows how fast adherence of the
spores from individual isolates takes place. We found that there was an inverse relationship
between the time of the cessation of Brown's movement and the adherence factor. The
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shorter the average time of the cessation of Brown's movement, the greater the adherence
factor. In the course of the investigation strain 6MUT did not produce a consistent result —
spores did not adhere to the surface at all. After studying the dynamics of the adherence
factor we can conclude that isolates with the best adherence characteristics were the isolate
(4VAD) taken from the ichor of the 59 year-old female and the tBOOH-tolerant mutant
(3MUT) produced from the clinical isolate taken from the cannula of the 45-year-old
female. The less virulent isolates were the tBOOH-tolerant mutant produced from the
clinical isolate taken from the mouth of the 10-year-old girl and the clinical isolate taken
from the urine of the 42-year-old female (6\VAD).

Based on the results of the analysis we can conclude that the less isolates deviate from the
average, the more uniform their adherence. The most uniform isolates in terms of the
heterogeneity of adherence are the control strain (1VAD), the mutant strain (IMUT) with
tBOOH characteristics, and the clinical isolate taken from the cannula of the 45-year-old
female (3VAD). In contrast, the isolates that adhered to the surface in the broadest interval
were the tBOOH-tolerant mutant (2MUT) produced from the clinical isolate taken from the
mouth of the 10-year-old girl and the clinical isolate taken from the urine of the 42-year-old
female (6VVAD.) Based on the investigation of spores we can conclude that in the case of the
clinical isolates studied and the control strain there is no connection between the ability of
the spores to adhere and the heterogeneity of the tendency within the population to adhere to
the surface.

4.5.1.2 Investigation of the appearance of hyphae

The time when hyphae first appear is one of the basic factors of virulence (88). Mutant
6MUT could not be studied, because not only did adherence not start, but hyphae did not
appear in this strain either. Again, this investigation revealed an inverse relationship,
meaning that the sooner hyphae appeared in a strain on average, the greater its virulence
factor was.

Description of the virulence factor in decreasing order based on the appearance of the first
hypha:

Out of the isolates studied, based on how soon the first hypha appeared the most virulent
strains were the mutant strain with tBOOH-characteristics (IMUT) and the clinical isolate
taken from the abdominal drain of the 34-year-old male (5VAD). In contrast, the most
infectious isolates were the tBOOH-tolerant mutant (2MUT) produced from the clinical
isolate taken from the mouth of the 10-year-old girl and the clinical isolate taken from the
urine of the 42-year-old female (6\VVAD).

The dispersion of the time until the appearance of the first hypha can be determined on the
basis of the heterogeneity investigation of the strains studied. The smaller the dispersion
value of the given isolate, the higher its heterogeneity was in terms of the appearance of the
first hypha.
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Based on the above results we can conclude that the appearance of the first hypha was the
most heterogeneous in the following isolates: the mutant strain with tBOOH-characteristics
(IMUT), and the clinical isolate taken from the abdominal drain of the 34-year-old male
(5VAD). In contrast, the appearance of the first hypha occurred in the broadest interval in
the following isolates: the tBOOH-tolerant mutant (2MUT) produced from the clinical
isolate taken from the mouth of the 10-year-old girl) and the tBOOH-tolerant mutant
(5MUT) produced from the clinical isolate taken from the abdominal drain of the 34-year-
old male.

4.5.1.3 Investigation of the first branching

The average time until the first branching appears is another important factor of virulence.
Mutant 6MUT could not be examined. Again, in this investigation we found an inverse
relationship, meaning that the earlier the first branching appeared, the higher its potential
was to infect.

The investigation revealed that, based on the time until the appearance of the first
branching, the most virulent isolates were as follows: the tBOOH-tolerant mutant (4MUT)
produced from the clinical isolate taken from the ichor of the 59-year-old female and the
clinical isolate taken from the cannula of the 45-year-old female (3VAD). In contrast, the
least virulent isolates were the tBOOH-tolerant mutant (2MUT) produced from the clinical
isolate taken from the mouth of the 10-year-old girl and the tBOOH-tolerant mutant
(5MUT) produced from the clinical isolate taken from the abdominal drain of the 34-year-
old male.

The average dispersion of time until the appearance of the first branching reveals how
hyphae in the clinical isolates studied are able to maintain their ability to grow. The shorter
the dispersion of time is in the isolate studied, the more heterogeneous it is, which means
the dynamics of growing hyphae is more effective.

Based on the average dispersion in the appearance of the first branching the following list
can be compiled in terms of the dynamics of the growth of hyphae in decreasing order:

The investigation revealed that, based on the dispersion in the appearance of the first
branching, the isolates with the most heterogeneous dynamics in terms of hyphae growth
were as follows: the tBOO-tolerant mutant (3MUT) produced from the clinical isolate taken
from the cannula of the 45-year-old female and the clinical isolate taken from the cannula of
the 45-year-old female (3VAD). In contrast, the isolates with the most heterogeneous ability
to grow hyphae were as follows: the clinical isolate taken from the ichor of the 59-year-old
female (4VAD) and the clinical isolate taken from the mouth of the 10-year-old girl
(2VAD).
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4.5.2 Investigation of individual spores

In the framework of the investigation of individual spores we also performed correlation
calculation and significance analysis in order to see if there was any relationship among the
parameters.

According to the results, with most isolates the time of cessation of Brown's movement and
the beginning of hyphal growth show a positive correlation. It means that we can rule out
artefacts from the early phases of the investigation and the differences in sample processes
if we take the time of the cessation of Brown's movement, i.e. the start of adherence as TO.
This method can also be used for spotting potential modifications that may affect adherence
and the synchronicity of the appearance of hyphae. In such cases there is no correlation
between the two above-mentioned parameters. (4AMUT)

Using the method we performed correlation calculation, even between the individual
isolates. The results were presented in a diagram. Due to the long time until the appearance
of hyphae, Isolate 2 MUT showed dispersed data, therefore it was not included in the
correlation calculation. The investigation revealed that all the 3 parameters studied showed
a positive correlation between the isolates.

As for the combined investigation of spores we can say that the method applied allows us to
describe and compare the following parameters of the isolates studied:

Adherence factor, dynamics of adherence, infection factor, dynamics of infection, branching
factor, dynamics of branching.

As for the investigation of individual spores we can say that the method applied allows us to
describe and compare the correlation and significance of the dynamic parameters of the
isolates studied. We also worked out a methodical analysis that, in addition to the
investigation of differences between isolates, is also suitable for the examination of
population-level changes in the isolates.

The group-level correlation analysis revealed a positive correlation between the parameters
studied. Since the literature identifies the time until the appearance of the first hypha as one
of the basic factors of pathogenicity, our investigation proves that the cessation of Brown's
movement and the time until the first branching are also useful parameters for describing
pathogenicity.
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5. SUMMARY

Routine detection strategies relying on morphological data are still needed in
microbiological investigations both in basic and applied research. Computer-aided image
analysis is a potent tool in this regard. Detailed analysis of a small number of hyphal
elements may contribute to the understanding of the apical processes both in submerged and
solid phase culture systems.

In this publication we presented a new system for the analysis of the morphological and
quantitative analysis of spores and hyphae. The method makes it unnecessary to purchase
relatively expensive image analysis software — we recommend the use of the publicly
available ImageJ platform, the usability of which is proved by this publication.

The fine tuning of our model is in progress. However, according to the examination data
collected so far, its usability is proven.

The use of experimental species with different characteristics proves that this image
analysis method is suitable for all kinds of static and dynamic microscopic investigations in
studies willing to learn about the early-stage development of fungi. Similarly to all image
analysis systems, the results of the analytical algorithms described here depend on the
quality of the images, and do not like higher-level artefacts, which may occur when there is
a huge amount of sediment in the solutions used in growth vessels. For the image analysis
system differentiating between "young" hyphae (recently germinated spores) and bundles of
spores is a problem due to their morphological similarities, in terms of the projected area
and circularity (cca.in the 0.4-0.8 circularity range). For this reason, young hyphae and
bundles of spores are usually separated in the analysis.

In order to ensure that the transition from spores to hyphae can be fully described we further
developed our system. As a result, now we can differentiate between these objects.

The processing time of our image analysis system is cca. 1s per image (1640 x 1480 pixel),
which allows the rapid quantification of the morphology of fungi. The analysis of a large
number of images and later its quantification. e.g. speed of spore swelling, hyphal growth
speed and branching rate, can be performed within a few minutes.
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6. CONCLUSION

Considering that the relationship between morphology and pathogenicity/productivity is
highly important for the development of antibiotics and industrial fungal fermentation
processes, there is a need for automatic image analysis techniques so that we have a rapid
and accurate way to measure these basically bioprocess features. Even though in recent
years great steps have been made in the field, most of the techniques have been developed
for specific cultures. Techniques developed for the analysis of solid-state cultures usually
focus on the macro-morphological forms of fungal colonies, as well as on the quantification
of global characteristics like fractal dimension and the coverage of areas.

The method presented here allows high-resolution analysis of the early-stage growth of
fungi from the time of reproduction. We hope that the use of this technique will lead to a
better understanding of the kinetics of fungal growth and its relationship to macro-
morphological forms, as well as its productivity in industrial fermentation.
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