Algorithmes de classification pour I'identificatiat®e bactéries en Spectroscopie
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Résumé - L’identification de bactéries par micrggedRaman est une technique fiable lorsqu’elleappliquée en
conditions de laboratoire, ou la culture et I'élas bactéries sont bien maitrisés. Nous nous g#&ns ici a un
contexte de menace bactériologique pathogénejdmntification doit étre rapide, robuste et portablr le terrain.
Un systeme expérimental et les algorithmes de iitzetton associés ont été développés. Dans un iprei@mps,
sur des bactéries en condition de culture relatérg standard, une classification par SVM sur pexges Raman a
donné des résultats satisfaisants. Nous avonstermsuisidéré des conditions plus difficiles, sas¢ dactéries dans
des états métaboliques variables, ainsi que deéxesactériennes non apprises dans la base. assifichtion de
type LDA appliquée de fagon hiérarchique associéme distance de Mahalanobis a donné les résildstslus
robustes, fournissant des informations sur I'esgsmérienne la plus proche et une indication gwohfiance du
résultat.

Abstract - Bacterial identification using Raman pascopy is a reliable technique when spectraaaguired in
laboratory conditions, when bacteria growth andestae well known. In this study we focus on thateat of
bacterial pathogen threats. Identification hasdddast, robust, and available for field operatiohs.experimental
system and associated classification algorithme theen developed. For relatively standardly cetturacteria, an
identification using a SVM classifier has shownpimvide satisfactory results. When considering mdifécult
conditions, with variable metabolism bacteria stated even bacterial species not included in thabdae, other
classification algorithms had to be developed. Base LDA decomposition applied within a hierarchitmame,
followed by a Mahalalobis distance, they allow toyide information on the more probable specie aadnfidence
level.

1 Introduction Dans cette étude nous considérons des bacténss da
des états de terrain quelconques, ainsi que deériesc

n apprises. Peut-on alors réaliser une idertiifica
éme avec des performances dégradées ?

Dans la suite nous présentons rapidement le systeme
instrumental utilisé. Nous introduisons les classes
considérées et leur hiérarchie. Un premier algowitile

La spectroscopie Raman est une technique bi
maitrisée pour [lidentification de micro-organismesm
dans des cultures de laboratoire. Elle permet, dars
conditions, une identification au niveau de I'espéar
une bio-masse allant de quelques cellules a dem-mic

CO'OT"eS. [1]. Elle est tre:s prometteusq pour Ung sssification basé sur une méthode SVM (Support
application de recherche d'agents pathogenes dans Vector Machine) est présenté et évalué sur la dase

contexte de menace biologique._ Elle doi_t_alo_rs étrSonnées. Pour des conditions de terrain plus ié§ic
applicable sur le terrain, et conduire a une idieation

rapide et robuste. une méthode de type LDA (Linear discrimination

.. , nalysis) a été également développée, pour ungsanal
Le spectre Raman d'une bactérie dépend de %1 ysis) g bpee, p §

: L . ernative ou complémentaire.
croissance de la bactérie et de son environnement,
conditions que l'on peut maitriser en milieu de
laboratoire. Mais qu’en est-il en conditions deder? 2 Instrumentation et protocole d’acquisition
L'état de chaque bactérie peut varier, et de dlust
impossible de les mettre en culture (ce qui peraiett
d’'uniformiser cet état) pour des raisons de vitesse Le systeme d'analyse [3] comporte deux modalités
d’analyse comme de dangerosité. d’'imagerie (microscopique et sans lentille) assexia
Certains travaux sur des bactéries cultivées s#dsn un micro-spectrométre Raman confocal. Une goutte de
conditions variables (milieu, T°, age) ont montndeq la solution a analyser est introduite dans l'instemt.
'on pouvait réaliser une identification a conditio Les modalités d’'imagerie permettent de localiseis pu
d’apprendre ces variations dans la base de dorj@ges focaliser sur chaque bactérie présente dans I'étiban
Des travaux complémentaires ont analysé l'influethee et d’en acquérir un spectre élémentaire d’'une ddece
la matrice environnementale. 10s environ. Les spectres acquis sont alors cowfscén
une base de données pour identification (Figure 1).

2.1 Systeme et spectrométre Raman
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Les spectres acquis (bruts) sont tout d'abord
prétraités. Successivement, on effectue les opésati

- Lissage par un algorithme de Savitsky-Golay,

- Soustraction de la ligne de base par un algogthm

Image sans lentille (3x3mm)

de Clayton,
Figure 1 : Dispositif expérimental. - Regroupement des canaux, selon traitement
- Sélection de régions d'intérét (ROI)
2.2 Les classes considérées Un exemple est donné en Figure 3.

La base retenue est représentative des bacter~
pathogénes recherchées dans un contexte de men
biologique, sans étre exactement celles-ci pour de¢ |
raisons de facilite. Elle comporte 4 familles et 1z .| W i WA
espéces (Figure 2). La classification visée est & /" N o
minimum la famille, si possible I'espece. Certaing: i -— |
especes sont peuvent étre présentes sous deuxsform ,, RO ROVL L0, I |
sporulée ou végeétative. Enfin, il est importantndger e el sy
que I'on peut disposer de plusieurs souches pacesp o

Figure 3 : Spectre initial brut (a gauche) et prétaité (a droite).

Famille Espéce Initiales

Bacillus cereus BC 2 formes

possibles :

Sactius auopnases - { s 3.2  Classification basée sur SVM
Sactile mainate . Pour constituer la base de données, tous kdrep
e sont acquis en conditions de laboratoire, maisagerf
B non excessivement strictes. Un ensemble de speleses
shigella boydi s classes présentées en §82.2 a été appris. Afiradsifobr
_ _ une bactérie correspondant a un ensemble de nouveau
- - spectres, on applique l'algorithme suivant, surqciea
Versinia preudotubercuiozis | ves spectre apres prétraitement :
Figure 2 : Les classes en deux niveaux : familles etpeces. - la premiere étape est basée sur une PLS («IPartia

Least Square ») a deux classBpore etVegétative
" . suivie du calcul d’une distance de Mahalanobis,esti
2.3  Conditions de terrain comparée a un seuil. Des tests sur quelques pics
Le prélevement a analyser, typiqguement de 1 ptaractéristiques sont egalement effectués. Cettpeét
comporte de quelques unes a quelques dizaines permet une premiere partition en : spore / végétati
bactéries. L'utilisateur (le primo-intervenant sl bactérie non exploitable (signal trop faible) / non
terrain) souhaite une réponse la plus rapide plessibbiologique. Dans les 2 derniers cas lanalyse est
idéalement une premiére réponse dés lanalyse teyminée.
quelqges spectres, !'éponse qui pourra étre_coefpeté - une seconde étape réalise une SVM (classes 2@ 2)
I'acquisition et le traitement des spectres suiwant utiisant soit la base «spore», soit la base

Dans un prelevement en milieu de terrain, d'autreg, s «tative ». Pour les spores la classificatistriaite

objets . hon ,b|o_log|que_s Qeuven} etre pre_sentéu niveau de I'espéce, pour les végétatives alanide
(p_ogssmres, débris,..) qui, méme s'ils sont r§dam _ la famille et de I'espéce, indépendamment.
minimum par un protocole de collecte et préparation

[4], devront étre gérer par l'algorithme. On dispose alors d'un résultat par spectre, ou par
Mais surtout, dans un tel contexte, on ne peutrisait ensemble de spectre (typiquement 10 a 20) que l'on
I'état des bactéries. La spectrosocopie Raman rest uobtient a partir d’'un vote majoritaire. L'implémation
méthode phénotypique qui est sensible a ['ét&st faite enlangage R.

métabolique de la bactérie, résulant par exemplsode
stress nutritif ou thermique. Linstant ou les bawés 5
supposées pathogénes ont été introduites dans
I'nvironnement n'est évidemment pas connu. Les résultats sont présentés sous forme d’uneamatri
Enfin, nous avons également considéré le cas despede confusion (Figure 4). La décision est prisesigi 10

bactériennes non apprises dans la base, mais Qg)(q_u SpeCtreS. La base de référence contient 2000 SpeCtr
milieu environnemental. pour les spores et 3000 pour les formes végésative

Résultats : matrice de confusion



Pour les spores le taux moyen de bonne identibica

Un algorithme de classification

est de 96,5%. Pour les végétatives il est de 948% supervisée, adapté 3 la
H . H Y variabilité des conditions de
niveau famille, 78,7% au niveau espece. C tervain
performances, si elles étaient obtenues sur laiter / l \
seraient trés satisfaisantes [5]. our NE-Vegetative ou NE-Spore Spone
vz o odc 5 ooa o 5 u « Outliers » « Bactérie non exploitable » « Bactérie, signal
. n 3 3 % wio o270 0 0 0 0 0 0 0 (non biologique) Bactérie, mais le signal ne exploitable »
scio offJo o 0 0 0 0 0 0 0 peut étre analysé avec
Spores 5 {08 186 0 mo.z 0 00408 0 1 0 fiabilité. / \
[ H 08 0 : or{e3 0 o off o o 0070 0 0 Spore ou Végétative.
FPlo 0 0 o Dmﬂ a 0 0 0 0
Yszpore 0 27 973 ’ ’ . FT{e o 0o 0o 0 O m a 0 0 0 O
Vegetatlves “r 9 0 eiizgie i e, 0 103382188 Espéce retenue, Non retenu
w22 0 0 bl [ m& L avec confiance (trop éloigné des
ss/o o o 0o o o o oea7f et s N
& 1 5 % YE[o 0 0 0 0 0 o 68 9 2 [1il2a7 espéces de la base)
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Figure 5 : Sorties de l'algorithme d'identification
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Figure 4 : Matrices de confusion e . . . , .
La classification présentée ci-dessus s'appliqueusu

spectre. En fait, on dispose d’'un ensemble de igsect

4 Classification en conditions de terrain L'analyse est alors effectuée sur chaque spedtiese
conclusions combinées pour linstant par une regle
simple. Une décision plus élaborée dépend du ctantex

Les résultats obtenus se sont révelés nettememsmo(par exemple hypothése d'une seule espéce pathogéne
bons dans les conditions suivantes : présente) et doit étre élaborée avec les opérati®nn

- lorsqu’on ajoute des souches. En effet une souclyglisateurs du systeme.
peut étre «plus proche » d'une souche d'une autre
espéece que de celles de son espece. Il peut dierésw.3 Résultats
des incohérences entre les classifications parléat
par espece si elles sont conduites indépendamment. Présenter un ou quelques cas expérimentaux est

- lors de I'analyse d’'une bactérie non apprise dans nécessairement réducteur. Il suffit d'un écart de
base. Dans ce cas l'algorithme SVM n’est pas pamtin  quelques degrés de température pour que les
car il conclut nécessairement a la présence d'spece conclusions risquent d'étre a réviser. De plusesi
de la base. difficile, voir impossible, de connaitre la réalitionc

- enfin, et c'est un cas trés fréquent, lorsque lagévaluer, en absolu, les performances de bonnes
bactéries contenues dans I'echantillon sont dariatn détections et fausses alarmes. Nous présentonscdsux
métabolique éloigné de celui de I'apprentissage. pour néanmoins illustrer notre méthode et donnons
quelques tendances générales dans les conclusions.

4.1 Limitation de la classification par SVM

D’autre part, en sortie de SVM, nous ne dispos@ss p
d'une « probabilité » ou d'un score satisfaisanturpo

Iutilisateur. Germination de Bacillus atrophaeus (BG)

Des BG aprés culture sont placées dans un milieu
4.2  Classification par LDA légeérement nutritif (eau peptonée + NaCl) pendan 6
Nous avons donc développé un second algorithme ¢&°- L€ milieu est donc "propre”, contenant peu de
classification. Il est basé sur une LDA appliquée Hactéries autres que celles introduites, mais sselle
différents niveaux. Il procéde d’une part sur lgeaiu Passent d'un etat sporulé a vegetatif. Le systéigere
famille, et le niveau espéce de deux fagond) detecte parfaitement le changement d'état. Rénda
indépendante et hiérarchique. Un niveau intermesdiaiUne Periode ou I'état est intermediaire, il consbuvent
regroupant des espéces "confondables” est égalem&Rt SPectres non exploitables”.
effectué. Les différentes conclusions partiellegitso —ovfenase debacenes sonees ot vegetatves sur specties acaus

R | Spore Végétatiyes

confrontées entre elles, et les incohérences wapd st T oy 4
conduisent & un rejet de décision. Des distances ', o
Mahanalobis, également estimées a différents niyeat Bagam  \ -~ Bacam T —
permettent de gérer la confiance selon ces nive@es. identifiedes |\ [ identifie des identifie uniquement des
distances sont comparées a lhistogramme de lecorsee  \ [ TS | Balus végétatives donc o0
valeurs pour les espéces de la base. L'algorittimad f e -
fournit diverses sorties possibles, représentées ta » / ‘\_/_\
figure 5. . —_ %

L'analyse par SVM introduite plus haut peut =~ ° |7 e ©O7 %
également effectuée en parallele. Ceci dans urdéut Autour de 2h-2h30

comparaison, mais aussi de combinaison éventuell |Peeou <« ciore e
Des tests sont en cours pour en démontrer lintérc.
éventuel.

Figure 6 : Germination de Bacillus atrophaeus en nfieu propre



ou "non retenu" (bactérie trop éloignée de touess |
Milieu environnemental complexe et BT espéces de la base). Ceci est bien sOr préfératées a

fausses alarmes. Le systéme analysant un ensemble d

Pour ce test on a préleve I'eau d'un étang péakurb spectres, une décision peut étre fournie a l'atdisr a

donc contenant des débris, algues cristaux, et dsérnr d'un certain nombre de spectres, nombre
bactéries naturelles inconnues. On y a ajouté degpendant du milieu considéré, plus ou moins "gopr
bactéries "environnementales" courantes préalalsieme
cultivees (Pseudomonas fluorescens, Pseudomonasenfin, des améliorations pourront étre apportémst, t
lurida, Pseudomonas rhizosphaerae, Pseudomonggbord au niveau de lidentification par utilisatide
jessenii, Cellulosimicrobium cellulans, Arthrobacte |image microscope et donc de |aspect morphokmiqu
oxydans). Puis enfin des bactéries simulant defe la bactérie. Des réflexions sont également emsco
pathogenes, a savoir Bacillus thuriengensis ATCCqy niveau de linstrument, aussi bien I'aspedgoet
10792. Le tout a été mis a vieillir et des preIeGBtB que la preparat|on de I'échantillon — en partmula}

effectués sur plusieurs jours. concentration permet de définir la sensibilité¢ de
Comme le montre la Figure 7, le systeme trouve atinstrument.

moins 55% de spectres exploitables, qui peuvent don

étre confrontés a la seconde étape d'identification .
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