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Cel pracy:
Opracowanie szybkiej i dokitadnej metody identyfikacji bakterii na podstawie analizy
statystycznej cech liczbowych ekstrahowanych z widm dyfrakcyjnych Fresnela kolonii bakterii
hodowanych na podtozach stalych oraz bazy danych widm dyfrakcyjnych kolonii bakterii,
nadajacej sie do wdrozenia w praktyce mikrobiologiczne;j.

Tezy pracy:

1.

2.

Uwzglednienie w procesie identyfikacji naturalnego podziatu widm dyfrakcyjnych
na obszary oraz $rednicy widm ma istotny wptyw na mozliwosci identyfikacji bakterii.
Wyznaczenie na podstawie wartosci pikseli wtasciwych cech liczbowych,
uwzgledniajacych charakterystyczng teksture i morfologie zarejestrowanych widm
dyfrakcyjnych Fresnela kolonii bakterii, zapewnia optymalne wykorzystanie informacji
przez nie niesione;j.

Wybor odpowiednich cech liczbowych sposréd cech ekstrahowanych z widm
dyfrakcyjnych Fresnela kolonii bakterii pozwala na budowe optymalnych modeli
klasyfikacyjnych.

Zastosowanie normalizacji zarejestrowanych widm dyfrakcyjnych Fresnela kolonii
bakterii zapewnia ich doktadniejsze poréwnanie miedzy sobg, co prowadzi
do zmniejszenia wartos$ci btedu identyfikacji.

Metoda cechuje sie doktadnoscia, ktéra umozliwia identyfikacje na poziomie
serowarow! bakteryjnych.

Wprowadzenie nieznacznych modyfikacji uktadu optycznego zapewnia powtarzalnos¢
pomiaréw niezaleznie od osoby wykonujacej rejestracje z zaledwie nieznacznym
pogorszeniem otrzymywanych wynikow.

Zastosowanie wiasciwych sposobow i algorytmoéw Kklasyfikacji? i identyfikacji® oraz
weryfikacji* otrzymanych wynikéw pozwala na uzyskanie rezultatu identyfikacji
bakterii z najmniejszym mozliwym btedem.

1 Serowar (serotyp) — odmiana w obrebie gatunku bakterii wytoniona za pomocg metod serologicznych, wykazujgcych
roéznice w budowie antygenowe;j.

2 Klasyfikacja — grupowanie w tym konkretnym przypadku widm dyfrakcyjnych kolonii bakterii na podstawie cech
wspolnych, ktérymi sg ekstrahowane z widm cechy liczbowe. Klasyfikacja obejmuje caty proces grupowania (od wyboru
cech poprzez budowe modeli po przypisywanie do konkretnej grupy) odbywajgcy sie z wykorzystaniem algorytmoéw
QDA i SVM.

3 |dentyfikacja — ostateczny etap klasyfikacji przyporzadkowujacy dane widmo dyfrakcyjne do jednej z grup.

4 Weryfikacja — (ocena jakosci) procedura majaca na celu stwierdzenie czy zbudowany model klasyfikacyjny poprawnie
grupuje widma dyfrakcyjne. Weryfikacja odbywa sie metodg CV z zastosowanym algorytmem losowania warstwowego
(ang. stratified sampling), ktory zapewnia homogeniczny rozktad widm w zbiorach uczgcym i testowym.



Przeprowadzone prace badawcze i uzyskane wyniki:

Uzyskane wyniki prac badawczych prowadzonych w ramach doktoratu zostaty przedstawione
w 6 publikacjach naukowych (jeden rozdziat w ksigzce anglojezycznej, 2 prace z Listy Filadelfijskiej,
3 publikacje w materiatach konferencyjnych), jedno krajowe zgtoszenie patentowe.

Pierwsze badania, ktérych wyniki znalazty sie w pracy [1], mialy na celu pokazanie, iz dane
ekstrahowane z widm dyfrakcyjnych Fresnela kolonii bakterii zarejestrowanych przy pomocy
specjalnie zaprojektowanego ukladu optycznego umozliwiajg identyfikacje bakterii z duzg
doktadnoscia. Zaproponowany zostat podzial widm na obszary, z ktérych nastepnie wydobyte zostaty
cechy liczbowe. Podziat na obszary wynika z naturalnego przestrzennego rozktadu widm na obszary
(zblizone ksztattem do pierscieni kotowych), ktére znaczaco réznia sie miedzy grupami bakterii. Jako
cechy liczbowe opisujace analizowane widma dyfrakcyjne wykorzystane zostaly warto$¢ Srednia oraz
odchylenie standardowe warto$ci pikseli> bedgce miarami jasnoSci i szorstkosci poszczeg6lnych
obszar6w widm. Przeprowadzona zostata eksploracyjna analizy danych w celu zobrazowania
potencjatu danych w zakresie roznicowania grup bakterii. Nastepnie wybrano najlepsze cechy liczbowe
za pomocg analizy wariancji ANOVA i na ich podstawie zbudowano model klasyfikacyjny LDA (Linear
Discriminant Analysis - Liniowa Analiza Dyskryminacyjna). Weryfikacja otrzymanych rezultatow za
pomoca walidacji krzyzowej wykazata blad identyfikacji bakterii na poziomie 5,97%.

Kolejne prowadzone prace zapoczatkowato powiekszenie bazy danych widm dyfrakcyjnych
kolonii bakterii [2]. Analiza nowego, znacznie wiekszego zbioru danych byta konieczna
do potwierdzenia mozliwosci identyfikacji bakterii na podstawie jedynie prostych cech
ekstrahowanych z widm kolonii bakterii. Uzyskanie wyniku na poziomie 8,11% btedu identyfikacji dla
nowej, niemal dwukrotnie wiekszej bazy danych, pozwolito przypuszcza¢, iz wstepne przygotowanie
danych potaczone z zastosowaniem bardziej zaawansowanego aparatu statystycznej analizy danych
oraz ekstrakcja i wybér lepiej réznicujacych grupy bakteryjne cech liczbowych, znaczaco poprawi
otrzymane wyniki.

Nastepne eksperymenty, opisane w pracy [3], oprocz dotychczas zastosowanych technik
przetwarzania i analizy danych zostaly uzupetnione o normalizacje tta widm, ktéra miata na celu
ujednolicenie skali szarosci obrazéw cyfrowych widm dyfrakcyjnych kolonii bakterii, przetestowanie
dziatania klasyfikatoréw: QDA (Quadratic Discriminant Analysis - Kwadratowa Analiza
Dyskryminacyjna) i SVM (Support Vector Machine - Maszyna Wektorow No$nych) oraz wyznaczenie
czutosci i specyficznosci w wersji dla wielu klas. Zastosowanie normalizacji tta oraz klasyfikatora QDA
przy podziale widm na 10 obszaréw pozwolito na zmniejszenie btedu identyfikacji do wartosci
3,14% przy czutosci 100% i specyficznosci 96,35%.

Nastepnym krokiem usprawniania metody identyfikacji bakterii, zaprezentowanym
na konferencji SPIE BIOS w Monachium [4], byto przetestowanie morfologicznych i teksturalnych cech
liczbowych, opartych na momentach statystycznych oraz poréwnanie wptywu na wyniki analizy
wariancji ANOVA z dywergencja Fishera (SNR - Signal to Noise Ratio). Dodatkowo, niezbedne byto
wprowadzenie dwukrokowego wyboru najlepiej separujacych bakterie cech: najpierw zestawow cech
bez podziatu na obszary (np. $rednia, odchylenie standardowe) najlepiej separujgcych grupy bakterii,
a nastepnie najlepiej separujacych grupy bakterii cech spo$réd wybranych wcze$niej zestawéw
(np. Srednia w obszarach 1 i 3 liczac od $rodka widma). Najskuteczniejszym klasyfikatorem okazat
sie QDA, dajac biad 0,857% w polaczeniu z rankingiem cech metoda SNR dla wybranych
18 najlepiej réznicujacych cech. Uzyskana dla najlepszego wyniku czulos$¢ ispecyficznosé
wieloklasowa s3 bliskie 100%.

Podsumowanie dotychczasowych wynikéw oraz poréwnanie z konkurencyjng metoda
identyfikacji bakterii amerykanskiej grupy badaczy (wykorzystujacej inny uktad optyczny oraz analize)
zawarte zostato w rozdziale ksigzki o zasiegu miedzynarodowym [5]. Badania amerykanskiej grupy
réznia sie od prac prowadzonych na Politechnice Wroctawskiej nie tylko sposobem zbierania i analizy

5> Pojecie wartosci piksela odnosi sie do jednego z mozliwych pozioméw dostepnej skali. Widma rejestrowane byty jako
obrazy 8-bitowe czyli w 256 poziomowej skali szarosci. Oznacza to mozliwe wartosci z przedziatu [0-255], gdzie O to
czern, a 255 to biel.



danych, ale takze prezentacjg wynikéw oraz wielkoS$cig zbioréw danych poddanych analizie. Nasze dane
sg wieksze i bardziej r6znorodne. Prowadzone w obu grupach badania zaktadaja ré6wniez inne warunki
hodowli, wiec jednoznaczne poréwnanie nie byto mozliwe. Jednak podejmujac prébe zestawienia
opublikowanych wynikéw przez obie grupy dla najwiekszych zbioréw danych, co dla Amerykanéw
oznacza zbior 4 szczepow, a dla nas zbi6ér obejmujacy 7 grup bakterii, wieksza warto$¢ czuto$ci oraz
mniejszy o ponad 1% blad identyfikacji przemawiaja na korzys¢ naszej metody.

Ostatni etap badan podjetych w ramach doktoratu zostat podsumowany w pracy z Listy
Filadelfijskiej [6]. Praca dotyczy optymalizacji i standaryzacji catej metody, zaréwno sposobu
przygotowania prébek, uktadu optycznego, warunkéw rejestracji widm dyfrakcyjnych, jak i analizy
danych. Metoda wymagata doprecyzowania procedur w zwigzku z bezwzglednym wymogiem
zapewnienia powtarzalno$ci eksperymentéw, niezaleznie oséb je prowadzacych. Kolejne modyfikacje
metody polegaty na przetestowaniu mozliwosci identyfikacji bakterii zarejestrowanych dla 7 réznych
odlegtosci probki (szalki Petriego z wyhodowanymi koloniami) od obiektywu kamery rejestrujacej
widma dyfrakcyjne i wyborze optymalnej odlegtoéci. Ponadto, testowano rézne czasy inkubacji,
potrzebne do wyhodowania kolonii o $rednicy najbardziej optymalnej do dalszych pomiaréw. DotoZono
réwniez nowa ceche opisujgca promien widma dyfrakcyjnego kolonii bakterii, ktéra dobrze roznicuje
bakterie, poniewaz jest uzalezniona od stadium rozwoju kolonii, a to znacznie rézni sie pomiedzy
grupami bakterii. Zastosowano tez metode losowania warstwowego (ang. stratified sampling), celem
zwiekszenia reprezentatywnos$ci prob do walidacji krzyZowej. Poréwnane zostaty réwniez obie Sciezki
eksperymentalne: pierwotna i zoptymalizowana. Zmodyfikowana metoda okazala sie
skuteczniejsza niz jej poprzednia wersja, osiggajac blad identyfikacji na poziomie 1,34% oraz
czulos¢ i specyficznos¢ wieloklasowa odpowiednio 97,59% 1i99,03%. Optymalny okazat sie
klasyfikator SVM.

Whnioski:

W trakcie prowadzonych badan metoda identyfikacji bakterii na podstawie analizy widm
dyfrakcyjnych Fresnela kolonii bakterii zostata poddana wielu modyfikacjom, ktére znaczaco wptynety
zaréwno na jej doktadno$¢, jak i przydatno$¢ do zastosowania w praktyce. Z metody czysto badawczej
zostata przeksztatcona w technike spetniajacg wymogi techniki stosowanej komercyjnie. Naturalnie
wachlarz mozliwych modyfikacji i usprawnien nie zostat w pelni wyczerpany, ale uzyskane dzieki
zastosowanym zmianom rezultaty sa w pelni satysfakcjonujace.

Metoda wykorzystuje unikalne wtasciwosci Swiatta rozproszonego na kolonii bakterii
w postaci widma dyfrakcyjnego Fresnela. Zastosowanie odpowiednio dobranego aparatu
statystycznej analizy danych pozwolito wykorzysta¢c w sposoéb optymalny informacje
zarejestrowang w postaci widm dyfrakcyjnych kolonii bakterii w celu ich r6znicowania. Metoda
nie wymaga stosowania zadnych specjalistycznych odczynnikéw, a jedynie standardowych
materiatéw (podtozy hodowlanych) znajdujacych sie w laboratorium mikrobiologicznym,
co do ktdrych istnieje wytacznie wymog dobrej przejrzystosci (transparentnosci). Caty proces
identyfikacji bakterii jest przeprowadzany automatycznie, a udzial personelu badawczego
ogranicza sie do przygotowania probek. Takie wymagania zapewniajg niskie koszty dziatania
i brak drogich szkolen personelu. Czas dziatania jest ograniczony do czasu niezbednego
na wyhodowanie kolonii bakterii o $rednicy umozliwiajacej rejestracje widma dyfrakcyjnego.
Na przeprowadzenie analizy potrzeba kilka minut, co jest konkurencyjne w stosunku
do wiekszosci metod z wyjatkiem testow (np. immunoenzymatycznych). Za pomoca
opracowanej metody mozna identyfikowac bakterie, ktéorych widma wcze$niej zostaty
zapisane w bazie referencyjnych widm dyfrakcyjnych. Nowe (np. zmutowane) gatunki czy
szczepy bakterii beda mogly zosta¢ dodane do bazy danych i niezwtocznie podlegac
identyfikacji bez koniecznosci ingerencji w samg metode. Metoda jest w stanie identyfikowac¢
réwniez mieszaniny bakterii, poniewaz przy odpowiednim rozcienczeniu, kazda kolonia
wyrasta z pojedynczej komoérki bakteryjnej. Jezeli dana kolonia nie styka sie z innymi na ptytce,
podlega identyfikacji niezaleznie od pozostatych kolonii znajdujacych sie w probce. Takie



podejscie pozwala rdéwniez, na okreSlenie procentowej zawarto$ci w badanej proébce
okreslonych grup bakterii. Wykazana zostata réwniez skuteczno$¢ metody w przypadku
identyfikacji serowarow bakteryjnych.

Duzy potencjat aplikacyjny opracowanej metody zostat dostrzezony réwniez przez
podmioty gospodarcze. We wspotpracy z firma Bioavlee Sp. z o. o. prowadzone byty
na Politechnice Wroctawskiej prace badawczo-rozwojowe prezentowanej metody identyfikacji
bakterii. Obecnie firma ta zajmuje sie wdrozeniem komercyjnego urzadzenia opierajacego
swoje dziatanie na koncepcjach opracowanych przez Grupe Bio-Optyki z Katedry Inzynierii
Biomedycznej, w ktérej prowadzone byty badania.
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