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BARTLOMIEJ DZIUBA

IDENTYFIKACJA WYBRANYCH GATUNKOW I PODGATUNKOW
BAKTERII Z RODZAJU LACTOCOCCUS Z ZASTOSOWANIEM
SPEKTROSKOPII FTIR I SZTUCZNYCH SIECI NEURONOWYCH

Streszczenie

Podjeto badania nad wykorzystaniem spektroskopii w podczerwieni z transformacja Fouriera (FTIR)
oraz sztucznych sieci neuronowych do identyfikacji bakterii z rodzaju Lactococcus na poziomie gatunku
i podgatunku. Do selekcji widm FTIR badanych szczepdéw bakterii i poszerzenia biblioteki widm zasto-
sowano, opracowana wczesniej, wlasna metode pomiaru widm FTIR i strategi¢ ich analizy. Badaniami
objeto 7 szczepdw referencyjnych bakterii fermentacji mlekowej z rodzaju Lactococcus, pochodzacych
z Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ) oraz 88 szczepdéw wyizolowanych
z produktéw zywnosciowych. Szczepy bakterii z rodzaju Lactococcus izolowano z mleka surowego
i fermentowanych produktéw mleczarskich.

Zgromadzone w bibliotece widma FTIR badanych szczepdéw bakterii zostaly uzyte do opracowania
sztucznych sieci neuronowych. Uzytkowa warto$¢ sieci neuronowych zostata ustalona na podstawie wyni-
kow identyfikacji szczepdw referencyjnych oraz szczepéw wyizolowanych z produktéw zywnosciowych,
ktorych przynalezno$¢ gatunkowa okreslono na podstawie badan PCR z wykorzystaniem specyficznych
gatunkowo primeréw. Zastosowanie sztucznych sieci neuronowych do analizy widm FTIR umozliwito
w 90 % poprawnie zidentyfikowaé bakterie z rodzaju Lactococcus, nalezace do okreslonego gatunku.

Stowa kluczowe: Lactococcus, spektroskopia FTIR, sztuczne sieci neuronowe

Wprowadzenie

Poprawnos$¢ identyfikacji bakterii na réznych poziomach taksonomicznych jest
wazna w diagnostyce mikrobiologicznej. W ostatnich dwoch dekadach rozwinigto
wiele metod identyfikacji mikroorganizméw, w tym metod z wykorzystaniem spektro-
skopii w podczerwieni z transformacja Fouriera (FTIR). Pionierska okazata si¢ praca
Naumanna i wsp. [13], w ktorej zaproponowano rozpatrywanie widm FTIR bakterii
jako obrazu daktyloskopowego. Spektra FTIR bakterii sa specyficzne dla danego
szczepu 1 przedstawiajg charakterystyke wszystkich jego sktadnikow komorkowych,
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takich jak: kwasy tluszczowe, membranowe 1 wewnatrzkomoérkowe biatka, polisacha-
rydy oraz kwasy nukleinowe [10]. Rdznice pomigdzy spektrami réznych mikroorgani-
zmow sg trudne do zaobserwowania, dlatego do ich analizy konieczne jest zastosowa-
nie metod statystycznych. Z klasycznych metod statystycznych nienadzorowanych
najczescie] sa wykorzystywane hierarchiczna analiza skupien (HCA — Hierarchical
Cluster Analysis) [12], a z nadzorowanych analiza dyskryminacyjna (DA — Discrimi-
nant Analysis), analiza funkcji dyskryminacyjnej (DFA — Discriminant Function Ana-
lysis) oraz analiza zmiennych kanonicznych (CVA — Canonical Variate Analysis) [1,
11, 16]. Wyniki identyfikacji bakterii przy zastosowaniu metod nadzorowanych sg
poréwnywalne do uzyskiwanych metodami bez nadzoru.

Lepsze wyniki identyfikacji bakterii mozna uzyska¢, stosujgc sztuczne sieci neu-
ronowe (ANN — Artificial Neural Networks) [3, 4, 8, 9, 18, 20]. Prawidlowo wyuczone
sieci neuronowe charakteryzuja si¢ duza elastycznos$cig dziatania, ktéra umozliwia
poprawne rozpoznawanie nawet niewielkich r6znic pomi¢dzy widmami przy jednocze-
snym wykluczeniu btgdow systematycznych, takich jak szumy czy zmiany linii pod-
stawowej. Ich zaletg jest zdolno$¢ do zapamigtywania oraz uogdlniania wiedzy na pod-
stawie reprezentatywnej grupy przyktadow [17]. Wyuczone, gotowe w kazdej chwili
do zastosowania ,,symulatory” (sztuczne sieci neuronowe) umozliwiajg identyfikacje
badanych mikroorganizméw na réznych poziomach taksonomicznych.

W poprzednich pracach [5, 6, 7] przedstawiono metode pomiaru widm FTIR oraz
strategi¢ ich analizy z wykorzystaniem sztucznych sieci neuronowych do identyfikacji
rodzaju bakterii fermentacji mlekowej i propionowej. Wykazano, ze najlepsze wyniki
roznicowania i identyfikacji szczepow badanych bakterii otrzymuje si¢ na podstawie
pierwszych pochodnych kombinacji widm z zakresow obszaru polisacharydow, dakty-
loskopowego i mieszanego.

Celem przeprowadzonych badan byto rozwinigcie istniejacej biblioteki widm
FTIR bakterii fermentacji mlekowej i propionowej oraz opracowanie metody identyfi-
kacji bakterii z rodzaju Lactococcus wyizolowanych z produktow zywnosciowych przy
wykorzystaniu spektroskopii FTIR oraz sztucznych sieci neuronowych.

Material i metody badan

Materiatl do badan stanowily szczepy referencyjne bakterii fermentacji mlekowej
z rodzaju Lactococcus (7 szczepow), pochodzace z Deutsche Sammlung von Mikroor-
ganismen und Zellkulturen (DSMZ) (tab. 1) oraz 88 szczepdéw wyizolowanych z pro-
duktow zywnosciowych. Hodowle szczepdéw bakterii z rodzaju Lactococcus prowa-
dzono 48 + 2 h na podtozu M17 (Merck) w temp. 30 °C.
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Tabela 1
Lista szczepow referencyjnych.
List of reference strains.

Nazwa gatunkowa / Name of species Szczepy / Strains
Lactococcus lactis ssp. cremoris (T) DSMZ 20069
Lactococcus lactis ssp. cremoris DSMZ 4367
Lactococcus lactis ssp. lactis (T) DSMZ 20481
Lactococcus lactis ssp. lactis DSMZ 4366
Lactococcus raffinolactis (T) DSMZ 20443
Lactococcus plantarum (T) DSMZ 20686
Lactococcus plantarum DSMZ 20687

Izolacja szczepow bakterii 7 rodzaju Lactococcus 7 produktow Zywnosciowych

Szczepy bakterii z rodzaju Lactococcus izolowano z mleka surowego i fermento-
wanych produktow mleczarskich zgodnie z metodyka opisang przez Warminska-
Radyko i1 Laniewskg-Trokenheim [19].

Izolacja genomowego DNA i amplifikacja specyficznych fragmentow DNA metodg
PCR

Do izolacji DNA wykorzystywano 48-godzinne hodowle szczepow bakterii. Nie-
wielkg ilo$¢ biomasy bakteryjnej (1-3 kolonie) pobranej oczkiem ezy z powierzchni
podioza zawieszano w 100 pl 10 mM buforu TRIS-HCI (pH 8,0) i trawiono lizozymem
(5 wl roztworu o stezeniu 10 mg/ml) w temp. 37 °C przez 1,5 h. Izolacj¢ genomowego
DNA prowadzono z wykorzystaniem gotowego zestawu Genomic Mini firmy A@A
Biotechnology (Gdansk, Polska) wedtug zalecen producenta. Identyfikacje szczepow
metodg PCR z zastosowaniem specyficznych gatunkowo i podgatunkowo par prime-
row prowadzono zgodnie z metodyka przedstawiong przez Pu i wsp. [15].

Przygotowanie probek do pomiaru widm FTIR

W celu przygotowania probki do pomiaru FTIR pobierano niewielkg ilos¢ komo-
rek bakterii (150 - 300 pg s.s.) przy uzyciu ezy z powierzchni ptytki agarowej, a na-
stepnie zawieszano w 200 pl soli fizjologicznej. Probke w ilosci 200 pl rownomiernie
rozprowadzano na powierzchni szkietka ZnSe i suszono 30 min w temp. 55 °C (do
uzyskania przezroczystego filmu). Z kazdego szczepu przygotowywano po trzy probki
z trzech niezaleznych hodowli (9 probek). W przypadku szczepoéw referencyjnych
wykonano po 30 widm FTIR kazdego szczepu.
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Pomiary spektroskopowe — operacje na widmach

Pomiary spektroskopowe probek bakterii wykonywano metoda transmisji w za-
kresie dhugosci fali od 4000 cm™ do 500 cm™ z uzyciem spektrofotometru FTIR (Per-
kin-Elmer) wyposazonego w rozdzielacz wigzki (KBr) oraz detektor DTGS (Deutera-
ted TriGlycerine Sulfate). Kazda probka byta skanowana 64 razy przy rozdzielczosci
4 cm™ i szybkosci skanera 0,2 cm/s. Pomiar widma tta prowadzono w obecnosci pu-
stego okienka ZnSe. Wszystkie operacje na widmach wykonywano przy uzyciu orygi-
nalnego oprogramowania Spectrum One 3.01.00 (Perkin Elmer) oraz zapisywano
w formacie ASCII, kompatybilnym z oprogramowaniem Exel (Microsoft) oraz Stati-
stica (StatSoft Polska) [5].

Statystyczna ocena danych spektralnych

Znormalizowane widma FTIR bakterii przenoszono do programu Statistica (Stat-
Soft) w celu przeprowadzenia ,testu jakosci”. W tescie tym uwzgledniano poziomy
powtarzalnosci PP1 oraz PP2 obliczane pomiedzy pierwszymi pochodnymi widm
w zakresie od 1500 cm™ do 900 cm™. Do analizy danych przy wykorzystaniu sztucz-
nych sieci neuronowych wybierano tylko te widma, ktoérych wspotczynniki korelacji
Pearsona wyznaczone w odniesieniu do PP1 wynosity powyzej 0,999, a PP2 powyzej
0,990. Nastepnie opracowywano dane (widma podstawowe, ich pierwsza i druga po-
chodna) z catego zakresu widma (4000 cm™ - 700 cm™) oraz z poszczegdlnych pigciu
zakresOow spektralnych i ich kombinacji.

Budowa uczenie i weryfikacja sztucznych sieci neuronowych

Szczegbly dotyczace struktury budowanych sztucznych sieci neuronowych zosta-
ty opisane we wczesniejszej pracy [4]. Perceptrony wielowarstwowe wykorzystane
w pracy mialy strukturg tréjwarstwowa. W procesie uczenia zastosowano algorytm
wstecznej propagacji btedu lub algorytm gradientow sprzezonych. Sieci o radialnych
funkcjach bazowych wykorzystane w pracy mialy strukture tréjwarstwowg. Proces
uczenia sktadat si¢ z trzech etapow: okreslenia centrow radialnych metoda k-Srednich,
okreslenia odchylen radialnych metoda k-sasiadow oraz wyznaczenia warto$ci wag
neuronéw wyjsciowych metoda psuedoinwersji.

Wszystkie sieci neuronowe uczone byly na podstawie widm FTIR bakterii refe-
rencyjnych do momentu uzyskania btgdu mniejszego niz 0,05 dla zbioru uczacego
1 weryfikacyjnego. W kolejnych etapach badan wykorzystywano tylko te sieci neuro-
nowe, ktore poprawnie identyfikowaty bakterie w etapie poprzednim. Poprawno$¢
identyfikacji bakterii wyizolowanych ze §rodowiska weryfikowano stosujgc metody
biologii molekularnej (PCR).
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Wiyniki i dyskusja

Badania dotyczace identyfikacji bakterii z rodzaju Lactococcus na poziomie ga-
tunku i1 podgatunku z zastosowaniem spektroskopii w podczerwieni z transformacja
Fouriera 1 sztucznych sieci neuronowych przeprowadzono zgodnie z przyjeta strategia
badawcza [4].

Podstawowym zadaniem, zwigzanym z zastosowaniem spektroskopii FTIR byto
okreslenie powtarzalno$ci pomiaréw i mozliwosci ich porownywania w dtuzszym
okresie. Wigzato si¢ to z koniecznos$cig uwzglednienia zmiennosci mikroorganizméw,
eksperymentalnych artefaktoéw oraz zaburzen w dziataniu aparatu. W celu okreslenia
jakosci uzyskiwanych widm FTIR bakterii, konieczne byto zastosowanie miary ilo-
$ciowej. W pracy wykorzystano, zaproponowany przez Naumana i wsp. [13], wspol-
czynnik réznicowania D, obliczany na podstawie wspotczynnikow korelacji Pearsona.
Adaptacja i rozwinigcie metodyki pomiaru widm FTIR badanych bakterii wymagato
oceny wptywu ilo$ci naniesionej biomasy oraz temperatury i czasu hodowli bakterii na
jako$¢ (powtarzalno$¢) widm FTIR. Sposob przygotowania probki do pomiaru miat
niewielki wptyw na jako$¢ uzyskanych widm. Jako$¢ widm probek bakterii nanoszo-
nych w réznych ilosciach, wyrazona warto$cig wspotczynnika D, byla porownywalna,
ale zalezna od badanego zakresu widma. Przyjmujac za Naumannem i wsp. [14], ze
widma sg nierozréznialne, jesli warto§¢ wspotczynnika D (obliczona pomiedzy I po-
chodnymi widm w zakresie 4000 cm™ — 500 cm™) wynosi ponizej 10, mozna stwier-
dzi¢, ze ilos¢ pobranej probki nie wptywatla istotnie na jako$¢ uzyskiwanych widm.
Aby jednak ograniczy¢ negatywny wptyw czynnikow zaleznych od ilosci probki, do
pomiaréw pobierano takg ilo$¢ przygotowanej zawiesiny komorek bakterii, aby war-
to$¢ absorbancji w obszarze amidow I- i [I-rzgdowych miescita si¢ w zakresie 0,3 - 0,9.
Analiza uzyskanych widm FTIR wykazala, Zze najlepsze wyniki uzyskuje si¢ prowa-
dzac hodowle w ciagu 48 h i w temp. 30 °C, czyli optymalnej dla danego szczepu bak-
terii. Wyniki te potwierdzaja spostrzezenia Curk i wsp. [2]. Stwierdzili oni, Ze czas
i temperatura hodowli bakterii nie zawsze majg tak istotny wptyw na jako$¢ uzyskiwa-
nych widm FTIR, jak mozna byloby si¢ spodziewac. Jednoczesnie zasugerowali, ze
lepiej jest zachowaé takie same warunki, aby zwigckszy¢ powtarzalno$§¢ pomiarow,
a tym samym ulatwié réznicowanie szczepow bakterii na podstawie widm FTIR.

Oceniajgc wptyw warunkow hodowli bakterii oraz sposobu przygotowania probki
na jakos¢ widm FTIR bakterii rozpatrzono dwa ,,poziomy” powtarzalnosci pomiarow.
W pracy obliczone zostaly dwa poziomy powtarzalnosci. Poziom PP1, opisuje powta-
rzalno$¢ pomiaréw widm FTIR prébek przygotowanych z jednej i tej samej zawiesiny
komorek bakterii, poziom PP2 opisuje powtarzalnos¢ pomiaré6w widm FTIR probek
przygotowanych z zawiesin komdrek niezaleznych hodowli tego samego szczepu bak-
terii. Praktyczne znaczenie dla wykonywanych pomiar6w miat poziom powtarzalnosci
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Rys. 1. Elektroforogram produktow PCR uzyskanych ze specyficznymi primerami LacreR i LacF (produkt dla

Fig 1.

L. lactis subsp lactis, 162 bp, $ciezki 2-27) oraz LacreR i CreF (produkt dla L. lactis subsp cremoris, 162
bp, Sciezki 29-54). Sciezki: 1, 20, 21, 40, 41 i 55 — marker masowy O’GeneRuler 100bp DNA Ladder;
2 — szczep ID 280; 3 — szczep ID 320; 4 — szczep 1D 282; 5 — szczep 1D 285; 6 — szczep ID 288;
7 — szczep ID 318; 8 — szczep ID 291; 9 — szczep ID 292; 10 — szczep ID 296; 11 — szczep ID 323;
12 —szezep ID 298; 13 — szczep ID 299, 14 — szczep ID 301; 15 — szczep ID 319; 16 — szczep ID 304;
17 — szczep ID 305; 18 — szczep ID 307; 19 szczep ID 309; 22 — szczep ID 310;.23 — szczep ID 311;
24 —szczep 1D 324; 25 — szezep 1D 325; 26 — szczep 1D 315; 27 — szczep 1D 326; 29 - — szezep 1D 280;
30 —szezep ID 281; 31 — szczep ID 282; 32 — szczep ID 285; 33 — szczep ID 322; 34 — szczep ID 289;
35 —szczep ID 291; 36 — szezep ID 292; 37 — szczep 1D 296; 38 — szczep ID 297; 39 — szczep 1D 298;
42 — szczep 1D 299; 43 — szczep 1D 301; 44 — szczep ID 303; 45 — szczep ID 304; 46 — szczep ID 305;
47 — szczep 1D 307; 48 — szczep 1D 309; 49 — szczep ID 310; 50 — szczep ID 311; 51 — szezep ID 313;
52 —szczep ID 314; 53 —szczep 1D 315; 54 — szczep ID 321.

Electropherogram of PCR products obtained using specific LacreR and LacF primers (product for L.
lactis ssp. Lactis, 162 bp, lines 2-27) and LacreR and CreF primers (product for L. lactis ssp. Cremoris,
162 bp, lines 29-54). Lines: 1, 20, 21, 40, 41, and 55 — mass marker: O’GeneRuler 100bp DNA Ladder;
2 — strain ID 280; 3 — strain ID 320; 4 — strain ID 282; 5 — strain ID 285; 6 — strain ID 288; 7 — strain ID
318; 8 —strain ID 291; 9 — strain ID 292; 10 — strain ID 296; 11 — strain ID 323; 12 — strain ID 298; 13 —
strain ID 299, 14 — strain ID 301; 15 — strain ID 319; 16 — strain ID 304; 17 — strain ID 305; 18 — strain
ID 307; 19 strain ID 309; 22 — strain ID 310;.23 — strain ID 311; 24 — strain ID 324; 25 — strain ID 325;
26 — strain ID 315; 27 — strain ID 326; 29 - — strain ID 280; 30 — strain ID 281; 31 — strain ID 282; 32 —
strain ID 285; 33 — strain ID 322; 34 — strain ID 289; 35 — strain ID 291; 36 — strain ID 292; 37 — strain
1D 296; 38 — strain ID 297; 39 — strain ID 298; 42 — strain ID 299; 43 — strain ID 301; 44 — strain ID
303; 45 — strain ID 304; 46 — strain ID 305; 47 — strain ID 307; 48 — strain ID 309; 49 — strain ID 310;
50 — strain ID 311; 51 — strain ID 313; 52 — strain ID 314; 53 — strain ID 315; 54 — strain ID 321.
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PP2, pomimo ze w wielu przypadkach byt on wielokrotnie nizszy niz poziom PP1. Na
podstawie analizy warto$ci wspotczynnikow D dokonano wyboru widm FTIR bada-
nych bakterii, z ktérych utworzono biblioteke widm.

Najlepsze wyniki réznicowania i identyfikacji badanych szczepow bakterii z ro-
dzaju Lactococcus na poziomie gatunku i/lub podgatunku uzyskano w odniesieniu do
pierwszych pochodnych widm FTIR w kombinacji obszarow W4xW5xW3, a wigc
kolejno obszaru polisacharydéow (1200 cm™ — 900 cm™), obszaru daktyloskopowego
(900 cm™ — 700 cm™) i obszaru mieszanego (1500 cm™ — 1200 cm™). Spostrzezenia te
sa w duzej mierze zgodne z wynikami badan innych autor6w w odniesieniu do bakterii
fermentacji mlekowej [2]. Najbardziej ogolne wnioski przedstawili Mariey 1 wsp. [12].

Tabela 2
Zbidr najlepszych sztucznych sieci neuronowych, zastosowanych do identyfikacji gatunku i podgatunku
bakterii z rodzaju Lactococcus.
Set of best artificial neural networks applied to identify species and sub-species of Lactococcus genus.

Zakres Typ Liczba neuronow Btad zbioru ” Jakos¢™ Liczba
widma sieci Number of neurons Error” Quality"™ epok
S‘iZiZZm Ni%?k Wegsclowe | Ukryte | 1) g 1 | g | g | g 2[1)(())0?12
Inlet Hidden
W5W4W3W2 | MLP 212 36 0,01 | 0,03 0,12 | 1,00 | 1,00 | 1,00 | 0,80 | 6,7x10?
W5W4W3 MLP 36 37 10,02003]0,11] 1,00/ 1,00 1,00 | 0,74 | 1,5x10
W5W4W3 MLP 181 39 10,01 0,02]0,05]1,00]1,00] 1,00 |0,75 |2,2x10
4000cm™ — | MLP 100 27 10,01 | 0,03]0,03]|1,00]|1,00]| 1,00 | 0,74 | 2,3x102
500cm’
W5W4W3 MLP 760 33 10,00 0,02]0,02] 1,00 1,00] 1,00 | 0,88 |2,8x10
W5W4W3 MLP 100 27 10,01 | 0,04 |0,02]|1,00]1,00]| 1,00 | 0,89 | 1,9x102
W5W4W3 MLP 228 35 0,00 0,02|001|1,00] 1,00 1,00 | 0,90 | 1,2x102
W5W4W3 MLP 760 33 10,02 0,03]0,04|1,00]1,00]| 1,00 |0,84 |3,6x10
W5W4W3W2 [ PNN 1011 72 0,00 | 0,00 | 0,00 | 1,00 | 1,00 | 1,00 | 0,76 -

" — Blad zbioru: / Error of : 1 —uczacego / learning set; 2 — walidacyjnego / validation set; 3 — testowego /
testing set;

** — Jakos¢: / Quality of: 1 — uczenia / learning; 2 — walidacji / validation; 3 — testowania 1 / testing 1; 4 —
testowania 2 / testing 2.

Weryfikacj¢ uzytkowej wartosci sieci do identyfikacji gatunkow i podgatunkow
bakterii Lactococcus przeprowadzono na podstawie widm 7 szczepdw referencyjnych,
a nastgpnie widm 88 szczepow, ktorych przynaleznos¢ gatunkowa okreslono stosujac
metode PCR z wykorzystaniem specyficznych gatunkowo primerdéw. Zidentyfikowano
60 szczepdw jako Lactococcus lactis ssp. lactis, 12 szczepodw jako Lactococcus lactis
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ssp. cremoris, 8 szczepow jako Lactococcus raffinolactis i 2 jako Lactococcus planta-
rum). W przypadku 6 szczepow Lactococcus lactis nie udato si¢ ustali¢ podgatunku
(ID 136, ID 137, ID 181, ID 182, ID 184, ID 185). Na rys. 1. przedstawiono przykta-
dowy rozdziat elektroforetyczny produktow reakcji PCR z wykorzystaniem specyficz-
nych podgatunkowo par primerdw (Lactococcus lactis ssp. lactis, Lactococcus lactis
ssp. cremoris). W przypadku probki DNA wyizolowanej ze szczepu o ID 289 (Iz 21)
otrzymano specyficzny produkt amplifikacji dla Lactococcus lactis ssp. lactis 1 Lacto-
coccus lactis ssp. cremoris. Po ponownej izolacji szczepow i DNA oraz reakcji PCR,
szczep o ID 289 (Iz 21) zidentyfikowano jako Lactococcus lactis ssp. Lactis, a nowy
izolat o ID 321 (Iz 56) jako Lactococcus lactis ssp. cremoris. Podobna procedure prze-
prowadzono ze wszystkimi niejednoznacznymi wynikami.

Wszystkie testowane sieci neuronowe opracowane zostaly na podstawie [ po-
chodnych widm FTIR bakterii. W efekcie poszukiwania zmiennych wejsciowych,
struktury sieci oraz ich uczenia, wybrane zostaly najlepsze sztuczne sieci neuronowe
(tab. 2). Zastosowano dwa typy sztucznych sieci neuronowych: perceptrony wielowar-
stwowe (MLP — Multilayer Perceptrons) i sieci probabilistyczne (PNN — Probabilistic
Neural Networks). Przedstawione sztuczne sieci neuronowe poprawnie zidentyfikowa-
ty wszystkie szczepy referencyjne ze zbioru testowego I, natomiast bakterie ze zbioru
testowego Il zostaty poprawnie zidentyfikowane w zakresie od 74 % do 90 %. Najlep-
sze rezultaty uzyskano w przypadku zastosowania sieci MLP wyuczonej na podstawie
wybranych zmiennych (liczba neurondéw wejsciowych — 228, liczba neuronow ukry-
tych — 35) z kombinacji obszarow widm: W5xW4xW3. Sposrod wyizolowanych
z produktow spozywczych 88 szczepow sie¢ jednoznacznie, poprawnie okreslita gatu-
nek i/lub podgatunek 78 szczepdw (tab. 3). Pie¢ szczepow (ID 136, ID 167, ID 297, ID
304, ID 316) zostato btednie sklasyfikowanych. Szczep Lactococcus lactis ssp. lactis 1
(ID 136) zostat sklasyfikowany jako L. raffinolactis, szczep Lactococcus lactis ssp.
cremoris 3 (ID 167) zostat zidentyfikowany jako L. raffinolactis, szczep Lactococcus
lactis ssp. cremoris 1228 (ID 297) jako Lactococcus lactis ssp. lactis, szczep Lactococ-
cus lactis ssp. lactis (ID 304) jako Lactococcus plantarum, szczep Lactococcus raffino-
lactis 1z 51 (ID 316) jako Lactococcus plantarum. Szes¢ szczepow L. lactis, dla kto-
rych nie udato si¢ ustali¢ podgatunku (ID 136, ID 137, ID181, ID 182, ID 184, ID
185), zostalo sklasyfikowanych poprawnie, za wyjatkiem wczesniej opisanego Lacto-
coccus lactis ssp. lactis 1 (ID 136) (sie¢ nadata im dodatkowo podgatunek). W przy-
padku 5 szczepow sie¢ nie byta w stanie jednoznacznie okresli¢ gatunku. Biorac pod
uwage neuron zwycieski, szczepy: Lactococcus lactis ssp. lactis C35 (ID 126), Lacto-
coccus raffinolactis 56(1) (ID 133) i Lactococcus lactis ssp. lactis 1z 58 (ID 323) zosta-
ly zZle sklasyfikowane, natomiast Lactococcus lactis ssp. cremoris 1z47 (ID 313) i1 Lac-
tococcus raffinolactis 44(1) (ID 138) poprawnie. Sumarycznie sposrdd 88 szczepdw 80
zostalo poprawnie sklasyfikowanych, co w przypadku omawianej, najlepszej sztucznej
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sieci neuronowej stanowi ponad 90 %. Wynik ten mozna poprawi¢ poprzez zwicksze-
nie liczby szczepow, najlepiej o tzw. szczepy typowe. Zwigzane z tym bytoby jedno-
czesne zwigkszenie liczby przypadkow uczacych, a tym samym zapobiezenie mozli-
wosci przeuczenia sieci [17].

Tabela 3

Identyfikacja gatunku i podgatunku bakterii z rodzaju Lactococcus przez sie¢ MLP (228:35:4).
Identification of bacteria species and sub-species of Lactococcus genus as judged by MLP (228:35:4).

Identyfikacja PCR | S T ie | Odpowiedz |Blad Aktywacja na wejsciu
D entyfi acja zezep | Typowanie powiedz a Activation on entry
PCR typing Strain Typing Answer |Error =

Lisl | Lisc | Lp Lr

126 | Lactococcus I. s. L. C35 ? ? 0,36 | 0,81 | 0,41 | 0,12 | 0,00

127 |Lactococeus L. s. 1 4 Lisl Poprawnie |- o5 11 00 | 0,00 | 0.00 | 0,00
Correct

128 | Lactoccocus r. 55 Lr Poprawnie |41 600 | 0.00 | 0.07 | 0.72
Correct

129 |Lactococcus1.s.1 | 5572 Lisl Poprawnie | 35| 1 00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
Correct

130 | Lactococcus . s. I 5 Lisl Poprawnie | 5| 1 00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
Correct

131 |Lactococeus1.s.1 | 532 Lisl Poprawnie | 05 1 1 90 | 0.00 | 0.00 | 0,00
Correct

132 | LactococeusI.s. 1 | 6772 Lisl Poprawnie |- o5 11 00 | 0,00 | 0.00 | 0,00
Correct

133 | Lactococcus r. 56/1 ? ? 0,45 0,98 | 0,00 | 0,00 [ 1,00

135 | Lactococeus r. T68 Lr Poprawnie | 16| 69 | 0.00 | 0,00 | 081
Correct

136 | Lactococcus I 1 Lr. Blednie | 65 | 0.01 | 0,00 | 0,00 | 098

False

137 | Lactococeus 1. 3 Lisi Poprawnie | e 1 1 60 | 0,00 | 0,00 | 0,00
Correct

138 | Lactococcus r. 44/1 ? ? 0,27 | 0,47 | 0,00 | 0,00 | 0,75

139 |LactococeusL.s.1 | 63 Lisl Poprawnie | o5 11 00 | 0,00 | 0.00 | 0,00
Correct

140 | Lactococcusl.s.1 | 51/ Lisl Poprawnie | 5| 1 00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
Correct

141 | Lactococeus1.s.1 | 53/ Lisl Poprawnie | o4 00 | 0,02 | 0.00 | 0,00
Correct

142 |Lactococcus1.s.1 | 78 Lisi Poprawnie | 06 1 1 00 | 0.00 | 0,00 | 0,00
Correct

143 | Lactococcus L s. | 3 Lisl Poprawnie | 05 1 4 60 | 0.00 | 0.00 | 0,00
Correct
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144 | Lactococeus L. s. 9 Lisl Poprawnie |- o5 11 00 | 0,00 | 0.00 | 0,00
Correct

145 | Lactococcus L. s. 1 Lisl Poprawnie | 5| 1 00 | 0,00 | 0.00 | 0,00
Correct

146 | Lactococcus L. s. 11 Lisl Poprawnie | 5| 1 00 | 0,00 | 0.01 | 0,00
Correct

147 | Lactococcus I s. 6 Lisi Poprawnie | 05 1 1 90 | 0.00 | 0.00 | 0,00
Correct

148 | Lactococcus L. s. 422 Lisl Poprawnie | > 11 00 | 0,00 | 0.00 | 0,07
Correct

149 | Lactococcus L. s. T56 Lisl Poprawnie | > 11 00 | 0,00 | 0.04 | 0,00
Correct

153 |Lactococcus p. Ls Lp Poprawnie | oo 1 000 | 0,16 | 0,99 | 0,00
Correct

156 |Lactococeus L. s. 47 Lisl Poprawnie |- o511 00 | 0,00 | 0.00 | 0,00
Correct

158 | Lactococcus I s. 61/1 Lisl Poprawnie | 5| 1 00 | 0,00 | 0.00 | 0,00
Correct

160 | Lactococcus I s. 62 Lisl Poprawnie | 35| 1 00 | 0,00 | 0.00 | 0,00
Correct

161 |Lactococcusls.c. | 68 Lisc Poprawnie | e 1 500 | 1,00 | 0,00 | 0.05
Correct

162 | Lactococcus I s. 59 Lisi Poprawnie | o511 60 | 0.10 | 0.01 | 0,00
Correct

163 | Lactococcus L. s. 49 Lisl Poprawnie | o5 11 60 | 0,00 | 0.00 | 0,00
Correct

165 | Lactococcus L. s. 50/1 Lisl Poprawnie |- o5 11 00 | 0,00 | 0.00 | 0,00
Correct

166 |Lactococcusl.s.c.| 59 Lisc Poprawnie | 111667 1 0.96 | 0,00 | 0,01
Correct

167 |Lactococcusls.c. | 3 Lr Blednie | o7 1 0.02 | 0.00 | 0.00 | 0.6
False

168 | Lactococcus I s. 12 Lisl Poprawnie | 35| 1 00 | 0,00 | 0.00 | 0,00
Correct

169 |Lactococcus I s. T36 Lisi Poprawnie | 5| 1 00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
Correct

170 | Lactococcus 1. s. 10/1 Lisi Poprawnie | 05 1 1 90 | 0,00 | 0.00 | 0,00
Correct

171 | Lactococcus I s. T40 Lisi Poprawnie | 05 1 1 60 | 0.00 | 0,00 | 0,00
Correct

173 | Lactococeus . 45 Lr Poprawnie | 0> 1 603 | 0,00 | 0,00 | 0.98
Correct

175 | Lactococcus p. 65 Lp Poprawnie | >3 1 008 | 0,09 | 0,64 | 0,00
Correct
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176 | Lactococcusl.s. 1 | 74 Lisl Poprawnie | 05 1 1 90 | 0.00 | 0.00 | 0,00
Correct

178 |Lactococcus1.s.1 | 4211 Lisi Poprawnie | 5| 1 00 | 0,00 | 0.00 | 0,00
Correct

179 |Lactococeus1.s.1 | 4211 Lisi Poprawnie | 5| 1 00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
Correct

181 |Lactococeus 1. 44/2 Lisi Poprawnie |1 501 0.00 | 0.00 | 0,00
Correct

182 | Lactococeus 1 71/1 Lisl Poprawnie | o1y 561 000 | 0,00 | 0,00
Correct

183 |Lactococcusls.c | 7172 Lisc Poprawnie | o7 601 | 1.00 | 0.12 | 0.00
Correct

184 | Lactococcus 1 51/1 Ll Poprawnie | o111 50 | 0.00 | 0.00 | 0,00
Correct

185 | Lactococcus L 512 LI Poprawnie | o 1 1 00 | 0.00 | 0,00 | 0,00
Correct

186 |Lactococcusl.s.1 | 55/ Lisl Poprawnie |6 > 11 00 | 0,05 | 0,00 | 0.02
Correct

187 |Lactococeus 1. 55/2 Lisi Poprawnie | 5| 1 00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
Correct

188 | Lactococcus I 56/1 Lisl Poprawnie | 35| 1 00 | 0,00 | 0.00 | 0,00
Correct

189 |Lactococcusl.s.1 | 5672 Lisi Poprawnie | 05 1 4 60 | 0.00 | 0,00 | 0,00
Correct

280 |Lactococcusls.1 | 1z4 Lisl Poprawnie | 05 1 1 90 | 0.00 | 0.00 | 0,00
Correct

281 | Lactococcusls.c¢ | 129 Lisc Poprawnie | o1 1 600 | 1.00 | 0.00 | 0.02
Correct

282 | Lactococeus L s. 1 | 1z 10 Lisl Poprawnie | 05 1 1 00 | 0.00 | 0.00 | 0,00
Correct

285 |LactococcusLs.1 | 1z 15 Lisl Poprawnie | 05 11 00 | 0.00 | 0.00 | 0,00
Correct

286 |Lactococcusls.l | 1216 Lisl Poprawnie | 5 1 00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
Correct

288 | Lactococcusls.1 | 1220 Lisl Poprawnie | 35| 1 00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
Correct

289 |Lactococcusls. ¢ | 1221 Lisc Poprawnie | 01 1 600 | 1.00 | 0.01 | 0,00
Correct

291 |Lactococeusl.s.1 | 1223 Lisi Poprawnie | 05 1 1 60 | 0.00 | 0.00 | 0.00
Correct

292 | Lactococeus L s. 1 | 1224 Lisl Poprawnie | 05 1 1 90 | 0.00 | 0.00 | 0,00
Correct

293 | Lactococeus r- 1225 Lr Poprawnie | 141 600 | 0.00 | 0.07 | 0.72
Correct
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294 | Lactococeus r. 12 26 Lr Poprawnie |- 0> 1 602 | 0,00 | 0,00 | 0.98
Correct

296 |Lactococcus I s. 1227 Lisi Poprawnie | 06 1 1 00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
Correct
Btednie

297 |Lactococcus L. s. 1z 28 Lisl False 0,00 1,00 | 0,00 [ 0,00 | 0,00

298 | Lactococcus I s. 1229 Lisc Poprawnie |- 11y 60 | 0.01 | 022 | 0.00
Correct

299 | Lactococcus 1. s. 12 30 Lisl Poprawnie |- o5 11 60 | 0,00 | 0.00 | 0,00
Correct

301 |Lactococcus 1. s. 1232 Lisl Poprawnie | o111 60 | 0,03 | 0,00 | 0,00
Correct

303 |Lactococcus 1. s. Iz 34 Lisc Poprawnie | 6o 1 .00 | 0.92 | 0.00 | 0,01
Correct
Btednie

304 | Lactococcus l. s. 1z 35 Lp False 0,75 |1 0,22 | 0,03 | 0,95 | 0,00

305 | Lactococeus L . 12 36 Lisl Poprawnie | 5| 1 90 | 0,00 | 0,00 | 0,00
Correct

307 |Lactococcus L s. Iz 40 Lisi Poprawnie | 1y 00 | 0.01 | 0.22 | 0.00
Correct

309 | Lactococcus L s. 2 42 Lisi Poprawnie | 35| 1 00 | 0,00 | 0.00 | 0,00
Correct

310 | Lactococcus L . 12 43 Lisl Poprawnie | 0114 50 | 0,03 | 0.00 | 0,00
Correct

311 |Lactococcus 1. s. 12 45 Lisl Poprawnie |- o511 60 | 0,00 | 0.00 | 0,00
Correct

313 | Lactococcus |. s. 1z 47 ? ? 0,36 | 0,31 | 0,84 | 0,01 | 0,00

314 | Lactococcus L. . 12 49 Lisc Poprawnie 1 06 | 600 | 1.00 | 0,00 | 0,01
Correct

315 | Lactococcus L . 12 50 Lisl Poprawnie | 35| 1 00 | 0,00 | 0.00 | 0,00
Correct
Btlednie

316 | Lactococcus r. 1z 51 Lp False 0,71 0,00 | 0,00 | 1,00 [ 0,00

317 |Lactococcus 1. s. Iz 52 Lisl Poprawnie | o111 60 | 0,03 | 0.00 | 0,00
Correct

318 |Lactococcus 1. s. Iz 53 Lisl Poprawnie | o511 60 | 0,00 | 0.00 | 0,00
Correct

319 |Lactococcus 1. s. Iz 54 Lisl Poprawnie | o111 60 | 0,00 | 0.01 | 0,00
Correct

320 |Lactococcus L. s. 1255 Lisl Poprawnie |- o511 00 | 0,00 | 0.00 | 0,00
Correct

321 | Lactococeus L . 12 56 Lisc Poprawnie | o, 500 | 1,00 | 0,00 | 0,00
Correct
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322 |Lactococcus L s. ¢ | 1257 Lise Poprawnie | o, 1 601 | 1.00 | 0.00 | 0,00
Correct

323 | Lactococcus I. s. [ 1z 58 ? ? 0,01 0,54 | 0,68 | 0,00 [ 0,00

324 |Lactococcus . s. 1 | 1259 Lisl Poprawnie | > 1 1 00 | 0.00 | 0.01 | 0,00
Correct

325 |Lactococcus L s. 1 | 1z 60 Lisl Poprawnie | 05 1 1 90 | 0.00 | 0.00 | 0,00
Correct

326 |Lactococcusl s. 1 | 1z61 Lisl Poprawnie | 05 1 1 90 | 0.00 | 0.00 | 0,00
Correct

Objasnienia: / Explanatory notes:

* Ll — Lactococus lactis; Llsl — Lactococcus lactis ssp.lactis; Llsc — Lactococcus lactis ssp. cremoris;

Lp—

Wn
1.

2.

Lactococcus plantarum, Lr — Lactococcus rafinolactis.

ioski

Przeprowadzone badania potwierdzity, ze widma w podczerwieni z transformacjg
Fouriera (FTIR) sg specyficzne dla danego gatunku bakterii.

Poziom PP2, opisujacy powtarzalnos¢ pomiaréw probek przygotowywanych
z zawiesin komorek niezaleznych hodowli tego samego szczepu ma praktyczne
znaczenie w pomiarach widm FTIR bakterii z rodzaju Lactococcus.

Do charakterystyki widm FTIR bakterii na poziomie gatunku i podgatunku, naj-
bardziej przydatne sa kombinacje obszaréw: polisacharydéw (1200 cm™ — 900 cm™)
z daktyloskopowym (900 cm™ — 700 cm™) i mieszanym (1500 cm™ — 1200 cm™)
ich pierwszych pochodnych.

Zastosowanie sztucznych sieci neuronowych do analizy widm FTIR, jako najbar-
dziej zaawansowanej metody chemometrycznej, pozwala na identyfikacj¢ bakterii
z rodzaju Lactococcus na poziomie gatunku i/lub podgatunku w 90 %.

Spektroskopia FTIR, potagczona z analiza chemometryczng, jest szybka i precyzyj-
ng metodg identyfikacji bakterii.
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IDENTIFICATION OF SELECTED SPECIES AND SUBSPECIES OF LACTOCOCCUS GENUS
WITH THE USE OF FTIR SPECTROSCOPY AND ARTIFICIAL NEURAL NETWORKS

Summary

A research was undertaken into the application of Fourier transform infrared spectroscopy and artifi-
cial neural networks to identify bacteria of the Lactococcus genus at a level of species and subspecies. A
methodology of FTIR spectra measurement and strategy of their analysis, previously developed by the
author, were used to select FTIR spectra of bacteria strains analyzed and to expand the FTIR library. The
research comprised 7 reference strains of milk fermentation bacteria of the Lactococcus genus derived
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from Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ) and 88 strains isolated from
food products. The bacteria strains of the Lactococcus genus were isolated from raw milk and from fer-
mented milk products.

The FTIR spectra of strains compiled in the library were used to develop artificial neural networks.
The application value of selected artificial neural networks was verified based on the identification results
of reference strains, as well as of the strains isolated from food products; their species affiliation was
determined based on a PCR test using species-specific primers. The application of artificial neural net-
works to analyse FTIR spectra made it possible to correctly identify bacteria of the Lactococcus genus
belonging to a particular species.

Key words: Lactococcus, FTIR spectroscopy, artificial neural networks
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