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Изучение биологических пленок - ассоциатов микроорганизмов, объединенных био-
полимерной средой (матриксом), становится все более актуальным вследствие кризиса
антибиотикорезистентности [n1], вызванного межбактериальными взаимодействиями че-
рез матрикс. Установлено, что примерно две трети инфекционных заболеваний вызваны
деятельностью биопленок [n2]. Для того чтобы своевременно разрабатывать эффектив-
ные методы противодействия, необходимо быстро и качественно устанавливать механизмы
бактериального взаимодействия внутри биопленки, а также экспрессно оценивать влияние
антибиотических препаратов на их жизнедеятельность.

В современной микробиологии для исследования биологических пленок используются
различные виды микроскопии [n3, n4], одной из которых является сканирующая электрон-
ная микроскопия (СЭМ) [n5]. Благодаря методу возможно проводить анализ морфологии
биологических структур, количественный анализ, определять скорость роста биопленок,
а также количество матрикса, коррелирующее с числом межбактериальных взаимодей-
ствий.

На сегодняшний день масштабное изучение биологических пленок лимитировано низ-
кой скоростью извлечения информации из микроскопических изображений. Вместе с тем,
XXI век знаменуется прорывом в области интеллектуального анализа изображений, в
частности, c использованием глубокого обучения [n6]. Создание сегментационной ней-
ронной сети, способной к распознаванию клеток, матрикса и подложки микроскопа, на
которой располагаются микробиологические образцы, вместе с алгоритмом компьютерно-
го зрения, выделяющим отдельные клетки и определяющим их геометрические размеры,
позволяет автоматизировать и ускорять решение различных микробиологических задач.

В нашей работе [n7] разработаны описанные выше алгоритмы. С использованием пред-
варительно размеченных изображений биопленок, зарегистрированных с помощью СЭМ,
обучена, оптимизирована и провалидирована нейронная сеть с архитектурой U-Net. До-
полнительно с использованием морфологических трансформаций и алгоритма Watershed
удалось решить задачу детекции и сегментации отдельных бактериальных клеток в биоплен-
ке.

Создание большого набора изображений достигнуто с помощью аппаратной автомати-
ческой регистрации. Для того чтобы показать практическую применимость разработан-
ной программной системы (см. Рисунок), она была использована для решения следующих
микробиологических задач:

1) Анализ биопленки на площади ∼0.1x0.1 мм2 с нанометровым разрешением. Опреде-
лены доли клеток, матрикса и подложки. Построено распределение клеток по раз-
мерам, составлена карта плотности числа клеток в зависимости от координаты на
подложке. Проведена кластеризация бактериальных клеток с использованием алго-
ритма DBSCAN.

2) Проведено кинетическое моделирование роста биопленок с использованием интел-
лектуальной обработки 800 СЭМ изображений.
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3) Проведено исследование влияния четырех различных антибиотиков на жизнедея-
тельность биопленки и для каждого из веществ построены профили подавления об-
разования бактерий с использованием автоматической сегментации и детекции от-
дельных клеток 500 СЭМ изображений.

Таким образом, создание протокола для автоматической обработки СЭМ изображений
биопленок позволяет упростить проведение микробиологических экспериментов и увели-
чить их количество. Задача структурной характеризации биопленок на реальном мас-
штабе позволяет более полно описать исследуемые объекты, не теряя при этом в глубине
анализа благодаря высокому разрешению электронной микроскопии. Алгоритмы компью-
терного зрения, использованные в работе, в будущем могут быть переобучены для анализа
трехмерных данных, полученных с помощью объемной электронной микроскопии. При-
менение цифровых решений на основе компьютерного зрения в микробиологии открывает
перспективы к ускоренному открытию антимикробных препаратов.

Статья подготовлена в соавторстве с Бойко Даниилом Александровичем, Детушевой
Еленой Владимировной, Детушевым Константином Викторовичем, Пенцак Евгением Оле-
говичем, Верещагиным Анатолием Николаевичем, Ананиковым Валентином Павловичем
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Рис. : 1. Цифровой подход к анализу микроскопических изображений биопленок.
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