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IVADAS

Patogeniniai grybeliai ir bakterijos sukelia infekcines ligas, kuriy komplikacijos kelia pavojy
paciento gyvybei. Remiantis 2016 mety duomenimis, trys mikroorganizmy sukeliamos infekciniy
ligy grupés (kvépavimo taky infekcijos, infekcijos sukeliancios viduriavima, tuberkuliozé) yra tarp
desimties priezas¢iy, sukelianéiy daugiausia miréiy pasaulyje [1]. Siuo metu dazniausiai bakterijy ir
grybeliy sukeliamos infekcijos yra gydomos skirtingais medikamentais. Bakterijy sukeliamoms
infekcinéms ligoms gydyti yra skiriami antibiotikai, o mieliy sukeliamoms infekcijoms gydyti —
prieSgrybeliniai vaistai. Yra zinoma, kad esant misrioms grybelinéms ir bakterinéms infekcijoms
paskirti medikamentai gali paveikti tik vieng patologiniy mikroorganizmy rasj (eukariotus ar
prokariotus), taip leidziant plisti likusiai mikroorganizmy rusiai. Todél yra svarbu ankstyvoje
susirgimo stadijoje identifikuoti infekcijg sukelian¢io mikroorganizmo rii§j ir paskirti tikslinj gydyma
[2-4]. Grybeliniy infekcijy atveju svarbu identifikuoti ir 1asteliy ztties mechanizma — apoptoze arba
nekroze. Nekrozés metu aktyviosios deguonies formos (ROS), pazeisti baltymai ir toksinai patenka j
infekcijos vietos aplinka ir gali sukelti antrinj uzdegima. Vykstant apoptozei néra sukeliamas antrinis
uzdegimas, o junginiai, kurie iSskiriami j aplinka, gali buiti panaudojami epitelio lasteliy regeneracijai.

Siuo metu patogeniniy grybeliy ir bakterijy tyrimai yra atlickami taikant jvairius molekulinés
biologijos, cheminius ir fizikinius metodus, ta¢iau jie neretai brangiai kainuoja, tyrimas uztrunka iki
keliy dieny, o rezultatai gali bati netikslas [5-6]. Yra Zinoma, kad patogeniniy mieliy ir bakterijy
lastelés skiriasi savo sandara ir chemine sudétimi, todeél jy identifikavimas gali biiti atliekamas taikant
FT-IR ATR (angl. attenuated total reflectance (ATR) Fourier transform infrared (FT-IR)
spectroscopy) spektrinj metoda. Taikant $j metodg néra reikalingas specialus bandiniy paruo$imas, o
ATR IR sugerties spektro registravimas uZtrunka iki keliy minuciy, todél identifikavimas gali buti
atlickamas grei¢iau nei naudojant kitus analizés metodus.

FT-IR ATR sugerties spektrinis metodas $iuo metu néra labai placiai taikomas siekiant atskirti
grybelius nuo bakterijy [7-9]. FT-IR ATR spektrinis metodas néra pritaikytas ir siekiant nustatyti
patogeninio mikroorganizmo Zzuties mechanizma, todél Siuo metu yra reikalingi tyrimai, kurie leisty
ne tik jvertinti FT-IR ATR spektrinio metodo patikimuma identifikuojant bakterijas ir mieles, metodo
pritaikomuma klinikinéje diagnostikoje, taciau leisty identifikuoti ir patogeninio mikroorganizmo
zuties mechanizma.

Sio darbo tikslas — istirti FT-IR ATR spektrinio metodo pritaikomuma patogeniniy
mikroorganizmy identifikavimui.

Siekiant jvykdyti Siame darbe suformuluotg tiksla, iSkeliami Sie uZzdaviniai:

1. Atlikti statisting spektring analizg ir jvertinti FT-IR ATR spektrinio metodo patikimumga skirtingy

patogeniniy mikroorganizmy tipy identifikavimui.



. Atlikti kokybine spektrine analize¢ ir pritaikius skirtingus statistinés analizés metodus, jvertinti
FT-IR ATR spektrinio metodo pritaikomuma skirtingy bakterijy riisiy identifikavimui.

. Atlikti kokybine spektring analiz¢ ir pritaikius skirtingus statistinés analizés metodus, jvertinti
FT-IR ATR spektrinio metodo pritaikomuma skirtingy grybeliy rasiy identifikavimui.

. Atlikti statisting spektring analiz¢ ir jvertinti FT-IR ATR spektrinio metodo patikimuma

nepaveikty, paveikty UV spinduliuote ar terminiu Soku patogeniniy grybeliy identifikavimui.



1. Literaturos apZvalga

1.1. Infraraudonosios sugerties spektroskopija

Infraraudonosios sugerties spektroskopija yra nedestruktyvus ir selektyvus metodas, kuris
teikia i$samig informacija apie tiriamosios molekulés virpesius. Kadangi kiekvienas cheminis rysys
turi savo unikaly virpesiy daznj, remiantis gauta informacija galima ne tik identifikuoti tiriamaja
molekule, taCiau ir tirti jos struktiirg. Vienas i§ §io metodo privalumy yra tas, kad IR sugerties
spektroskopija gali biiti naudojama tiriant jvairios agregatinés biisenos medziagas [10].

Esant molekulés ir IR spinduliuotés sgveikai, molekulé gali sugerti IR spinduliuote, o sugertos
IR spinduliuotés energija hv yra lygi energijy skirtumui tarp tam tikry molekulés virpesiniy lygmeny.
Si lygybeé gali bti isreiksta formule:

hv = E, — Epp, )
¢ia hv —sugertos IR spinduliuotés energija, En m — tam tikry molekulés virpesiniy lygmeny energijos.

IR spinduliuotés sugertis gali neivykti, net jei ir yra tenkinama (1) lygybé, kadangi
leidZziamiems/draudziamiems virpesiniams Suoliams galioja atrankos taisyklés. Remiantis pirmaja
atrankos taisykle, IR spinduliuotés sugerties spektruose bus aktyvis tik tie virpesiniai Suoliai, kuriems
vykstant virpesinis kvantinis skaicius pakinta vienetu arba minus vienetu. Antroji atrankos taisyklé
yra susijusi su molekuliy simetrija. Ja remiantis, IR spinduliuotés sugerties metu bus leidziami tik tie
virpesiniai $uoliai, kuriy metu pakinta molekulés dipolinis momentas. Sios dvi atrankos taisyklés yra
nesunkiai jrodomos taikant kvanting mechanikg. Vykstant priverstiniam Suoliui 1§ virpesinio
energijos lygmens m j lygmenj n, kurio metu yra sugeriama ar i§spinduliuojama IR spinduliuoté, yra

biitina, kad integralas:

Udmn = J~oy Y xthndQ, )
ar bent vienas 1§ (,uy)mn it (11,)mn. kurie isreiskiami analogiskomis lygtimis, nebiity lygis 0. Cia
yra elektrinio dipolinio momento komponenté x kryptimi, i — banginé¢ funkcija tam tikrame
virpesiniame lygmenyje, Q — normalioji koordinaté (atitinka normalyjj virpesj). Elektrinis dipolinis

momentas yra normaliosios koordinatés Q funkcija. Tada u, galima iSskleisti Teiloro eilute:

i = o+ (32) @ +3(5) @2+ ©)

Virpesinio Suolio metu, jvykus atomy poslinkiui, Q jgyja mazas vertes, todél aukStesnés eilés nariai

gali biiti atmesti. Pasinaudojus (2) ir (3) formulémis, gauname:

(.ux)mn = (#x)o fl/)n YmdQ + (aﬁ)o flpn QY dq. (4)

9Q
Dél banginiy funkcijy ortogonalumo, pirmasis lygties narys lygus nuliui, i§skyrus ta atvejj kai m=n.

Antrasis lygties narys nebus lygus nuliui tik tada, kai (2—’;") # 0ir [, Q,,dQ # 0. Sios dvi
0
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salygos nusako atrankos taisykles leidziamiems/draudziamiems virpesiniams Suoliams. Pirmoji

atrankos taisyklé iSplaukia i$ to, kad antrasis integralas nebus lygus nuliui tik tada, kai n=m=1. Antroji

atrankos taisykle, kuri susijusi su molekuliy simetrija yra jrodoma i8 salygos (Z—‘;") # 0. Remiantis
0

Sia salyga, IR spinduliuoté bus sugerta tik tada, kai virpesinio Suolio metu pakis molekulés elektrinis

dipolinis momentas. Virpesys bus aktyvus kai (%) # 0 ir neaktyvus kai (%) =0.
0 0

Daugelis molekuliy kambario temperatiiroje yra pagrindiniame virpesiniame lygmenyje, todél
energijos pernasa i§ v*‘= 0 virpesinio lygmens j v‘‘= 1 virpesinj lygmen] yra galima. Taciau gali
atsitikti ir taip, kad IR sugerties spektruose bus matomos juostos, kurios stebimos dél energijos
pernasos i$ v* ‘= 0 virpesinio lygmens j v'‘= 2, 3, 4, ... virpesinj lygmenj, Sios spektrinés juostos yra
vadinamos virStoniais. Kadangi virStoniai kvantinés mechanikos pozitiriu yra draudziami, jy

spektriniy juosty intensyvumas yra mazas.

Registruojant IR spinduliuotés sugerties spektrus yra matuojamas arba pralaidumas T = Ii (Io
0

— 1 bandinj kritusios spinduliuotés stipris, I — per bandinj praéjusios spinduliuotés stipris), arba optinis
tankis A = —log,,T. Bandinio optinis tankis gali bati iSreiSkiamas tokia formule:

A(D) = e(D)cl, )
gia ¢ yra spinduliuote sugerianéio tirpalo koncentracija [mol-dm?], [ — spinduliuotés geometrinio
kelio ilgis bandinyje [cm], €(¥) — molinis sugerties koeficientas. Optinis tankis A(7) yra
bedimensinis dydis, o molinj sugerties koeficientg (7)) spektroskopijoje yra priimta isreiksti
naudojant ne SI sistemos vieneta [mol™*-dm3-cm™]. Pralaidumas taip pat yra bedimensinis dydis, jis

dazniausiai yra iSreiSkiamas procentais:

P ()PP
T(D) = o) 100%. (6)
Optinis tankis ir pralaidumas yra susij¢ sarysiu:

Klasikiniame pralaidumo eksperimente informacija apie tiriamaja medZiagg yra gaunama i$
viso bandinio storio, registruojamuose spektruose yra matomos per didelio intensyvumo spektrinés
juostos, kuriy konturai iSkraipyti. Tai apsunkina spektring analize, todél optinis tankis turi buti
mazinamas taikant jvairius metodus (tirpinimas skaidriame tirpiklyje, plony pléveliy formavimas,
tableciy (angl. pellet) technika). Dél Sios priezasties tiek rutininiuose, tieck moksliniuose tyrimuose
placiai taikomas ATR metodas. Taikant §] metoda néra reikalingas specialus bandinio paruoSimas.
Spektriné informacija apie tiriamajj bandinj yra gaunama i§ keliy mikrometry storio pavir§inio

sluoksnio, todé¢l i§samiai analizei pakanka ir nedidelio medziagos kiekio [10-11].



1.2.Pazeistojo visiSkojo vidaus atspindzio infraraudonosios spektroskopijos

metodas

Taikant ATR metoda, IR spinduliuotés pluostelis yra nukreipiamas j bandinio pavirSiy per
visiSko vidaus atspindZzio optinj elementg (ATR prizme), kurio luzio rodiklis didesnis nei tiriamojo
bandinio. Spinduliuoté yra visiSkai atspindima riboje tarp ATR prizmés ir bandinio, o kickvieno
atspindzio metu IR spinduliuoté jsismelkia j bandinj ir yra selektyviai sugeriama. Atsispindéjusioje
spinduliuotéje yra informacija apie IR spinduliuotés sugertj bandinyje. Elektromagnetiné banga, kuri
isismelkia ] bandinj visiSko vidaus atspindZzio metu yra vadinama gestanCiuoju lauku
(1 pav.). Taikant ATR metodg gali bati naudojamos daugkartinio bei vieno atspindzio

prizmés (1 pav. (a)).

Bandinys (a) | Gestantysis laukas

! S

ATR prizmé

Krintantis IR
spinduliuotés pluostelis Atsispindéjes IR

spinduliuotés pluostelis

1 pav. () vieno atspindzio ATR eksperimentas, (b) spinduliuotés jsiskverbimo gylis (adaptuota pagal [10])
Tam, kad bty stebimas spinduliuotés pazeistasis visiSkasis vidaus atspindys, turi galioti
pagrindiné salyga, kuria remiantis, kritusios spinduliuotés kampas 6, turi virSyti kritinj kampg 6.
Kritinis kampas priklauso nuo tiriamojo bandinio bei ATR kristalo ltZio rodikliy ir gali buti iSreikStas

tokia formule:

0y, = arcsin (E), (8)

nq
¢ia ny yra ATR kristalo lizio rodiklis, nz — bandinio liZio rodiklis. Taikant ATR metoda dazniausiai
yra pasirenkami kristalai su dideliu liizio rodikliu tam, kad bty sumazintas kritinis kampas.

Dar vienas parametras, kuris yra svarbus ATR spektroskopijoje — IR spinduliuotés
jsiskverbimo j bandinj gylis (1 pav. (b)). Isiskverbimo j bandinj gylis yra apibréziamas kaip atstumas
nuo ATR Kkristalo ir bandinio salycio pavirsiaus iki tasko, kur gestanciojo lauko amplitudé sumazéja
2,7 karty, o intensyvumas apytiksliai sumazéja iki (1/€)?> nuo savo pradinés vertés. Sis parametras
yra apskaic¢iuojamas taip:

d, = 2 ©)

P 2mn, ,sin2 9—(2—?)2’




¢ia A — bangos ilgis, n1 - ATR kristalo luzio rodiklis, n — bandinio laZio rodiklis. Galima pastebéti,
kad Sis parametras priklauso nuo ATR prizmés luzio rodiklio, spinduliuotés bangos ilgio bei nuo IR
spinduliuotés kritimo kampo. Remiantis (9) formule, galima pastebéti, kad IR spinduliuotés
jsiskverbimo j bandinj gylis priklauso nuo bangos ilgio ir nuo santykio tarp bandinio ir kristalo Iiizio
rodikliy. Dél Sios priezasties ATR IR sugerties spektrai skiriasi nuo ty paciy tyrime naudoty medziagy
pralaidumo spektry, kadangi ilgabangéje spektro srityje juosty santykinis intensyvumas yra didesnis
negu santykinis juosty intensyvumas trumpabangéje spektro srityje. Dél Sios priezasties taip pat gali
biti stebimas nezymus spektriniy juosty poslinkis j ilgabange spektro sritj, todél siekiant tarpusavyje
palyginti pralaidumo ir ATR IR sugerties spektrus batina atlikti ATR IR sugerties spektry
intensyvumo korekcija. Siam trikumui i$spresti Siuolaikiniai prietaisai automatikai atlicka
intensyvumo korekcija jy vertimo j optinio tankio skalg metu remiantis formule:

ATR = AB % const-v - —“nﬁ.sj:(e)_l, (10)
¢ia ATR — galutinis spektras, AB — nekoreguotas spektras, N — ATR atspindziy skaicius, v — bangos
skaiCius, n12 — ATR kristalo ir bandinio liZio rodikliy santykis, 8 — spinduliuotés kritimo kampas,
E — elektrinio lauko stiprio verté terpes skiriancioje riboje.

Svarbiausias ATR prizmiy parametras — medziagos i$ kurios padaryta prizmé luzio rodiklis.
Tyrimams ATR prizmés turi biiti pasirenkamos atsizvelgiant j bandinio kietuma, spektrinj intervala,
isiskverbimo gylj bei higroskopiskuma. Vienos i§ dazniausiai naudojamy medziagy ATR prizmiy
gamybai — deimantas, germanis, silicis, cinko selenidas. Problema registruojant IR spinduliuotés
sugerties spektrus ATR metodu gali atsirasti tada, kai prizmés laZio rodiklis yra nedaug didesnis uz
tiriamojo bandinio 1azio rodiklj. Tokiu atveju, registruojant IR spinduliuotés sugertj, yra sunku
iSlaikyti salygas, kad tiriamoji spinduliuoté visada kristy j bandinio ir ATR kristalo saly¢io pavirsiy
didesniu kampu uz kritinj kampg. Taip bus stebimas ne tik ATR bet ir veidrodinis atspindys, kuriam
budingas ,,iSvestinés* tipo spektriniy kontiiry atsiradimas, o tai apsunkina spektring analizg.
Renkantis prizme ] bandinio kietumg svarbu atsizvelgti dél to, kad registruojant ATR IR sugerties
spektrus labai svarbu geras mechaninio kontakto, tarp bandinio ir ATR prizmés, uztikrinimas, o kiety
ir minkSty poréty bandiniy atveju, kartais tai sunku realizuoti. Kieti bandiniai gali paZeisti ATR
prizmés pavirSiy, o minkStiems porétiems bandiniams reikalingas papildomo slégio panaudojimas

[10,12].
1.3. Patogeniniai mikroorganizmai

Patogeniniai mikroorganizmai, tokie kaip bakterijos, grybelis ar virusai, gali kelti pavojy

zmogaus sveikatai bei gyvybei. Siy mikroorganizmy yra gausu mus supanéioje aplinkoje, todél salytis
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su mikroorganizmy turinéiu pavir§iumi ar uzter$ty produkty vartojimas gali sukelti jvairias infekcines
ligas. Siuo metu yra Zinoma, kad dél infekcijy, kurias sukelia antibiotikams atsparios bakterijos,
kasmet Europoje mirsta apie 33000 pacienty, o kai kuriy grybeliy rasiy plitimo protrikiai yra stebimi
visame pasaulyje. Siame darbe yra tiriami jvairiy ra$iy grybeliai ir bakterijos, todél sekan&iuose
skyreliuose yra apzvelgiama S$iy mikroorganizmy sandara, paplitimas pasaulyje, aptariamos

pagrindinés bakterijy ir grybeliy risys ir jy sukeliamos infekcijos [1-2, 13-15].

1.3.1. Grybeliai

Vienas i§ mikroorganizmy, galin¢iy sukelti patologines reakcijas zmogaus organizme —
grybelis. Grybelis — eukariotinis organizmas, kurio lgstelés branduolys nuo citoplazmos yra atskirtas
plazmine membrana. Siuo metu pasaulyje yra zinoma ir aprasyta 69000 skirtingy grybeliy rasiy, i3
kuriy apie 400 rusiy gali sukelti patologines reakcijas zmogaus organizme. Grybeliy lastelés yra
didesnés uz bakterijas, o juose vykstantys molekuliniai procesai yra artimi augaly bei gyviiny
lastelése vykstantiems procesams. Pagrindinis skirtumas tarp grybeliy ir zinduoliy Igsteliy yra tas,
kad grybeliy lastelés turi standZzias lgstelés sieneles, kurios gaubia plazmines membranas (2 pav.).
Grybelio lastelés sienelé daugiausia yra sudaryta i§ gliukany, glikoproteiny ir chitino, o jos struktiira
priklauso nuo grybelio riisies. Gliukanas yra svarbiausias struktirinis lgstelés sienelés polisacharidas.
Gliukany strukttiros gali biiti labai jvairios, jy gliukozés fragmentai gali biiti sujungti per vieng ar abu
a ir B rysius. Chitinas — didelis struktarinis polisacharidas, kuris yra sudarytas i§ modifikuoty
gliukozés grandiniy. Jo kiekis grybelio lastelés sienel¢je gali skirtis ir priklauso nuo grybelio
strukturos. Lastelés sienele sudarantys glikoproteinai padeda Igstelei iSlaikyti savo forma, apsaugo ja
nuo nereikalingy medziagy, yra atsakingi uz signaly perdavimg, molekuliy adsorbcijg, adhezijos

procesus, sieneliy komponenty sintezg ir jy pertvarkymg.

\ Vakuolé
Branduolys /

Lastelés sieneléy, Citoplazma

Sudarytai: W
- 50-60 % gliukany,

- 20-50 % glikoproteiny,

- 1-20 % chitino.

2 pav. Grybelio lastelés sandara (adaptuota pagal [16])

Patogeniniai grybeliai néra judris, yra vienalgsCiai arba sudaryti i§ cilindriniy Igsteliy

grandinélés - hifo (hifas — ilga iSsiSakojusi sitliné struktiira, kuri badinga grybams ir yra naudojama

9



maistiniy medziagy transportavimui). Grybeliai paprastai yra skirstomi j dvi rasis — pelésj ir mieles.
Mielés daugiausia egzistuoja kaip pavienés atskiros lastelés, o pelésiams budinga hifo struktiira.
Sveiko Zmogaus organizme egzistuoja jvairios gynybinés sistemos (pavyzdziui, virS§kinamajame
trakte apsaugine funkcija atlicka epitelinis audinys, kvépavimo takuose - mukociliarinis klirensas?),
kurios apsaugo organizmg nuo grybeliniy infekcijy. Ta¢iau sergancio zmogaus organizmas, Kurio
imuniné Sistema pazeista, yra palanki terpé atsirasti grybelinéms infekcijoms. Grybelis j zmogaus
organizma gali patekti per sveikg ar pazeistg oda, nurijus ar jkvépus grybelio spory. Candida — vienas
i§ plaGiausiai paplitusiy kolonizuojandiy? grybeliy prototipy. Nors Candida gentis ir yra normali
burnos, ryklés, zarnyno ir maksties mikrofloros dalis, Siam grybeliui pradéjus nekontroliuojamai
daugintis ar patekus j kraujotaka, vidaus organus (inkstus, Sirdj, smegenis) jis gali sukelti infekcijas,
tokias kaip kandidozé. Candida genties grybeliai, ligoninéje gydomiems pacientams, neretai sukelia
infekcijas kraujotakos sistemoje. Apytiksliai vienas i§ keturiy tokiy pacienty mirSta. Candida
lusitaniae sukelia 19,3 % visy, ne Candida albicans rtsies grybelio, infekcijy ir apie 1,7 %
urogenitalinés kandidozés atvejy. Sios rii§ies grybelis daZniausiai diagnozuojamas pacientams,
sergantiems piktybinémis hematologinémis ligomis, ypa¢ tais atvejais, kai pacientui yra skiriamas
chemoterapinis gydymas. Dar viena Candida rasis, galinti sukelti infekcijas Zzmogaus organizme —
Candida guilliermondii. Sis grybelis ligoninéje gulintiems pacientams gali sukelti léting
onichomikozg, imy osteomielita, septinj artrita, endokardita, fungemija bei kitas invazines infekcijas.
Candida parapsilosis — grybelis aptinkamas ant odos. Sios riisies grybelio sukeliama infekcija
dazniausiai pasireiSkia tiems pacientams, kuriems klinikinio gydymo metu | vena yra jvedamas
kateteris. Tokio klinikinio gydymo metu i$sivys¢iusi grybeliné infekcija yra diagnozuojama nuo 1 %
iki 16 % visy pacienty [13, 17-22].

1.3.2. Bakterijos

Patologines reakcijas Zmogaus organizme gali sukelti ir vieni i§ struktiiriSkai paprasciausiy
bei gausiausiai Zeméje gyvenanéiy organizmy — bakterijos. Siuo metu yra Zinoma apie 5000 skirtingy
rasiy bakterijy. Bakterijos yra prokariotai, kurie nuo eukarioty skiriasi tuo, kad neturi tikro Igstelés
branduolio. Vietoje branduolio, bakterijos lastelés centre yra nukleoidas, kuris yra sudarytas is vienos
deoksiribonukleoriigsties (DNR) molekulés (3 pav.). Bakterijos lastelés sienelé yra viena i$
svarbiausiy struktiiry, kadangi ji apsaugo Iastele nuo iSsipiitimo ir plySimo. Lastelés sienelé paprastai

yra sudaryta i§ peptidoglikano — polisacharidiniy molekuliy tinklo, sujungto polipeptidiniais

!Mukociliarinis klirensas — virpamojo epitelio funkcija.
2Kolonizacija — grybelio biivimas kiino pavir§iuje (ant odos, burnoje, Zarnyne ar kvépavimo takuose) nesukeliant Zmogui
ligos.
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kryZminiais rySiais. Kai kuriy bakterijy lgstelése peptidoglikanas sudaro stora, sudétingg tinkla, o kity
bakterijy lastelése plonas peptidoglikano sluoksnis yra jsiterpes tarp dviejy plazminiy membrany.
Sias dvi bakterijy rasis galima atpaZinti naudojant daZymo procesa. Gram — teigiamos bakterijos turi
storesng¢ peptidoglikano sienele ir nusidazo purpurine spalva, gram — neigiamos bakterijos turi maziau
peptidoglikano ir nusidazo raudona spalva. Bakterijy dydis paprastai gali siekti 1 um, kai tuo tarpu
eukariotiniai organizmai gali buti iki 10 karty didesni. Bakterijos dazniausiai pasizymi paprasta
strukttira ir gali bati trijy formy: bacillus — tiesios lazdelés formos bakterijos, coccus — sferinés formos
bakterijos ir spirillus — ilgos spiralés formos bakterijos. Bakterijos sukelia daugybe zmogaus sveikatai
pavojingy ligy, tokiy kaip cholera, raupai, stabligé, bakteriné pneumonija, kokliusas, difterija, Laimo
liga, tuberkuliozé ir kitos. Viena i§ bakterijy rusiy, kuri dazniausiai sukelia bakterines infekcijas
Zmogaus ar gyviino organizme - Escherichia coli. E. coli bakterijos gali sukelti enterita, Slapimo taky
infekcija, sepsj ir kitas klinikines infekcijas, tokias kaip naujagimio meningitas. Si bakterija taip pat
yra ligy kontrolés ir prevencijos centry, biologiniy veiksniy, galin¢iy kelti pavojy visuomenés
sveikatai ir saugai, sgrase. Staphylococcus aureus bakterijy kolonijos yra diagnozuojamos apie 30 %
visos zmoniy populiacijos. S. aureus yra ir komensaliné bakterija®, ir Zmogaus patogenas. Si bakterija
gali sukelti bakteremija, infekcinj endokardita, osteoartikuliarinio aparato, odos, minkstyjy audiniy

ar pleuropulmonines infekcijas [23-25].

Lastelés sienelé
Plazminé membrana
Citoplazma

Ribosomos
Plazmidé
Fimbrijos

Ziuzelis
Nukleoidas

3 pav. Bakterijos Igstelé (adaptuota pagal [26])

1.3.3. Misrios grybelinés ir bakterinés infekcijos

Nors bakterijos ir grybelis gali sgveikauti tiesioginiu arba netiesioginiu biidu Zmogaus
organizme, ilga laika buvo manoma, kad grybelis nedaro jtakos infekcijoms, kurias sukelia bakterijos.
IStobuléjus diagnostinei jrangai bei atlikus daugiau tyrimy, buvo pastebéta, kad bakterijy ir grybeliy

saveika dazniausiai pasireiskia infekcijos metu ir gali pabloginti paciento biikle. Atlikus jvairius

%Komensaliné bakterija — bakterija, kuri naudojasi organizmo istekliais, tatiau pa¢iam organizmui nekenkia.
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tyrimus nustatyta, kad misrios infekcijos sukelia iki 38 % visy kandidozés atvejy. Pseudomonas
aeruginosa bakterijos daug dazniau yra nustatomos ty pacienty organizme, kurie serga cistine fibroze
ir kuriems diagnozuota Aspergillus fumigatus infekcija ar nuolatiné Candida albicans kolonizacija,
negu ty pacienty, kuriy organizme néra pastaryjy grybeliy riisiy. Jvairios misrios infekcijos taip pat
gali biiti diagnozuojamos burnos ertméje, plau¢iuose, Zarnyne ar lytiniuose organuose [27].

Taigi, patogeniniai mikroorganizmai, tokie kaip grybelis ar bakterijos, gali sukelti jvairias
infekcines ligas, kurios pavojingos Zzmogaus sveikatai bei gyvybei, todél siekiant, kad pacientas
pasveikty, yra svarbus tinkamo gydymo paskyrimas. Kai kurios grybeliy ir bakterijy rasys yra
atsparios medikamentams, o esant miSrioms infekcijoms gydymas antibiotikais gali paveikti tik
organizme esancias bakterijas, taip leisdamas toliau plisti grybeliui, nes yra manoma, kad bakterijos
slopina grybelio augima. Todél siekiant paskirti efektyvy gydyma yra svarbu tiksliai identifikuoti

infekcija sukélusius mikroorganizmus [2-3].

1.4. Patogeniniy mikroorganizmy identifikavimo metodai

Siuo metu yra taikoma daugybe jvairiy metody patogeniniy mikroorganizmy identifikavimui.
Dazniausiai yra taikomi tradiciniai metodai, kurie pagrjsti mikroorganizmy kultiiros ir jy fenotipiniy
savybiy nustatymu. Taciau tobuléjant klinikinei diagnostikai ir technologijoms, yra ieSkoma naujy
identifikavimo metody bei bandoma vis dazniau pritaikyti automatinius ir pusiau automatinius
mikroorganizmy identifikavimo metodus.

Mikroorganizmy taksonomijoje daZzniausiai yra taikomi molekulinés biologijos metodai,
kurie yra skirstomi j genotipinius ir fenotipinius tyrimo metodus. Fenotipiniai metodai yra paremti
organizmo iSoriniy pozymiy nagring¢jimu ir yra dazniau taikomi laboratorijose dél santykinai
(ivair@s kiino skysciai, biopsijos méginiai) yra s€¢jami ant specialiai paruostos auginamosios terpés.
Kino skys€iai prie§ séjimg daZniausiai yra centrifuguojami ir suspenduojami mazame kiekyje
supernatanto, o biopsijos méginiai yra supjaustomi ir sumalami. Pagrindinis §io metodo triilkumas yra
tas, kad tiriamy lasteliy dydis, forma, sporuliacija®, lasteliy sudétis, antigeniskumas, biocheminis
aktyvumas ir jautrumas antimikrobinéms medZiagoms priklauso nuo naudojamos terpés ir augimo
salygy. Siuo metu néra tokios terpés, kuri biity tinkama ir optimali visiems mikroorganizmams.
Taikant genotipinius metodus yra tiriamas mikroorganizmy genomas, o gauti rezultatai nepriklauso
nuo auginimo salygy ir naudojamos terpés. Dazniausiai taikomi genotipiniai metodai yra specifiniy
risiy polimeraziné grandininé reakcija (angl. polymerase chain reaction — PCR), Kiti

polimerazinémis grandininémis reakcijomis pagristi metodai ir 16S rRNR/16S ribosomy DNR

“Sporuliacija — endospory formavimosi procesas.
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(rDNR) geny seckos nustatymas. Pastarasis metodas yra laikomas auksiniu standartu siekiant
identifikuoti mikroorganizmus. Sie metodai pasizymi dideliu jautrumu ir leidzia tiksliai identifikuoti
mikroorganizmy raiis, taciau analizé yra brangi, todél tyrimo metodai sunkiai pritaikomi rutiningje
klinikingje diagnostikoje. Be to, Siuos tyrimus dazniausiai atliecka specialios institucijos, o rezultaty
gali tekti laukti iki trijy dieny.

Siekiant sutrumpinti analizés laikg vis dazniau bandoma pritaikyti automatines ir pusiau
automatines mikroorganizmy identifikavimo Sistemas, kuriy veikimo principas yra pagrjstas
mikroorganizmy biocheminiy savybiy tyrimais. Taikant automatinius identifikavimo jrenginius
daZniausiai yra tiriamas mikroorganizmy augimas pasirinktoje terpéje, naudojant kolorimetrijos® ir
turbidimetrijos® metodus. Tokiems automatiniams ir pusiau automatiniams jrenginiams biidinga
trumpesné analizes trukmé. Analizé gali uztrukti nuo 1 iki 12 valandy ir labiausiai priklauso nuo to,
koks maksimalus kiekis bandiniy gali buti analizuojamas jrenginyje vienu metu. Automatings ir
pusiau automatinés sistemos leidzia ne tik identifikuoti mikroorganizmy rtisj, bet taip pat ir nustatyti
ju jautrumga vaistiniams preparatams. Pagrindinis tokiy sistemy trikumas yra jvairiy mikroorganizmy
rusiy identifikavimo tikslumas, kuris skirtingoms mikroorganizmy rt§ims svyruoja nuo 43,75 % iki
100 %.

Siekiant identifikuoti skirtingas mikroorganizmy risis yra taikoma ir matriciné lazeriu
desorbuota ir jonizuota lékio trukmés masiy spektrometrija (angl. matrix-assisted laser
desorption/ionization — time-of-flight — mass spectrometry — MALDI TOF MS). Taikant §j metoda
pirmiausia tiriamasis bandinys yra sumaiSomas su tirpalu vadinamu matrica, tada bandinio ir matricos
misinys yra garinamas tol, kol lieka tik kristaliné matrica su analités molekulémis. Kristaliné matrica
veikia kaip protony Saltinis, d¢l kurio analité yra lengviau jonizuojama. Nepazeistos mikroorganizmo
lastelés yra jonizuojamos trumpais lazerio impulsais. Jonizuotos dalelés yra greitinamos elektriniu
lauku, o jas uzregistravus gaunamas masiy spektras. Mikroorganizmy identifikavimas atlickamas
naudojant specialias programas, kurios leidZia turimg masiy spektrg palyginti su duomeny bazeje
esanciais spektrais. Siekiant identifikuoti mikroorganizmus taikant MALDI TOF MS metoda
dazniausiai yra atlickama baltymy analizé. Sis metodas leidZia greitai ir tiksliai identifikuoti
mikroorganizmus, taciau siekiant uzregistruoti masiy spektra reikalingas specialus ir sudétingas
bandiniy paruoSimas — jy ekstrahavimas. Mikroorganizmy identifikavimo tiksluma taikant MALDI
TOF MS metoda riboja naudojamy duomeny baziy kokybé. Taip pat nustatyta, kad taikant §] metoda
yra sunku identifikuoti artimas bakterijy gentis, tokias kaip Escherichia ir Shigella.

Nors visi minéti metodai §iuo metu yra taikomi siekiant identifikuoti jvairius

mikroorganizmus, jie turi nemazai trikumy: ilga analizés trukmé — tyrimas paprastai trunka nuo

SKolorimetrija — metodas, kurio metu yra tiriama $viesos sugertis ir nustatoma tiriamosios medziagos koncentracija.
8Turbidimetrija — tyrimo metodas, paremtas pro sistemg praéjusios $viesos intensyvumo matavimais.
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vienos iki keliy dieny, bandiniai turi biti specialiai paruosiami, paruoSimo metodai yra sudétingi,
uzima laiko, brangiau kainuoja. Taikant FT-IR ATR spektrinj metodg néra reikalingas specialus
bandiniy paruoSimas, iSsami informacija apie tiriamajj bandinj gali buiti gaunama i§ mazo medziagos
kiekio, o mikroorganizmo ATR IR sugerties spektro registravimas trunka keletg minuéiy. Todél
patogeniniy mikroorganizmy identifikavimas, taikant FT-IR ATR spektrinj metoda, gali biti

atlickamas greiciau, paprasciau ir mazesniais kastais [5, 6].
1.5. Chemometriniai analizés metodai

Chemometrija — matematiniy ir statistiniy metody taikymas cheminiams procesams tirti,
analizés metu susiejant Kokybinius parametrus ir fizines savybes su analizuojamais duomenimis.
Chemometrija yra placiai taikoma spektroskopijoje siekiant atlikti spektriniy duomeny analize,
spektry klasifikavima ar jy modeliavima, stebéti jvairius procesus bei atlikti jy prognoze. Pagrindiniai
chemometriniai analizés metodai, kurie taikomi spektroskopijoje — principiniy komponenty analizé
(angl. principal component analysis — PCA), maziausiy kvadraty regresijos metodas (angl. partial
least squares regression — PLS) [28-30]. Magistrantiiros studijy baigiamajame darbe bus taikomi
hierarchinés klasteriy analizés (angl. hierarchical cluster analysis — HCA) ir PCA statistinés analizés
metodai, todél jie Siame skyrelyje aptariami detaliau.

HCA yra objekty iSskirstymas | atskiras grupes remiantis tam tikrais jiems biidingais
pozymiais. Vienoje grupéje esantys objektai yra panasis ar susij¢ su savo grupéje esanciais objektais,
taiau susije¢ tam tikrais poZzymiais ir su kitose grupése esanciais objektais. Kuo didesnis
homogeniSkumas grupéje ir kuo didesnis skirtumas tarp skirtingy grupiy, tuo geriau iSskiriamos
atskiros grupés. HCA grupiy atskyrimas yra atvaizduojamas dendrogramomis. Klasteriy analizé gali
biti atlickama taikant skirtingas jungimo metodikas (tolimiausio kaimyno, artimiausio kaimyno,
centroidy, vidutiniy atstumy), taciau daznai, siekiant apjungti objektus j grupes, yra naudojamas Ward
algoritmas. Ward algoritmas yra paremtas tuo, kad kiekvienas objektas yra suvokiamas kaip atskira
grupe, o kiekviename grupavimo etape yra surandama grupiy pora, kuri sumazina suminj kvadratinj
klaidos nuokrypj (angl. sum of the squared error - SSE), kuris skai¢iuojamas pagal formulg:

SSE = Y51 Yxec, dist(c;, x)?, (11)
¢ia K — klasteriy skaicius, Ci — i-tasis Klasteris, cj— i-tojo klasterio centras, x — objektas klasteryje,
dist(c;, x)? — Euklidinis atstumas tarp klasterio centro ir objekto.

PCA yra vienas seniausiy ir placiausiai naudojamy statistinés analizés metody, kurio tikslas
sumazinti duomeny rinkinio matmeny skaiciy (dimensiskumg), prarandant kuo maziau informacijos
ir taip palengvinant turimos duomeny bazés interpretacijg. Atlieckant PCA analize, taikomos

sudétingos matematinés procediitos tam, kad transformuot tam tikrg skaiciy galimai priklausomy
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kintamyjy j mazesn] skaiCiy tarpusavyje nekoreliuojanciy komponenty, vadinamy principiniais
komponentais (PC). Siekiant supaprastinti didelés duomeny bazés interpretacija, duomenys daznai
atvaizduojami PCA diagramoje, kuri sudaryta i§ pirmosios ir antrosios principiniy komponenty
plokStumy. Pirmasis ir antrasis principiniai komponentai atitinka didZiausiag duomeny dispersijg
skirtingomis kryptimis ir yra parenkami taip, kad tarpusavyje sudaryty statyjj kampa bei kirsty
centrinj kito komponento asies taska (4 pav.). Siekiant atlikti PCA, daznai taikomas kovariacijos
matricos metodas, kuomet pirmiausia yra apskai¢iuojama kovariacijos matrica, o po to skai¢iuojamos

kovariacijos matricos tikrinés vertés ir tikriniai vektoriai.

YA

PC:

X
4 pav. PCA diagrama, kurioje pavaizduotos didziausios dispersijos kryptys (PCy ir PC,) ir abiejy
kintamyjy dispersijos (o7 ir 63) (adaptuota pagal [31])
Kovariacija parodo, kaip kintamyjy poros yra susijusios viena su kita, ir gali blti uzraSyta

tokia forma:

Cov(x,y) = =T, (x — D — ), (12)

kur n — kintamuosius apibtdinanéiy ver¢iy kiekis, X, y — Kintamieji, 0 x, ¥ — kintamyjy vidurkiai.
Kovariacijos matrica yra simetriné (pvz. X = X'), visada teigiama ir pusiau apibréZta matrica.
Kovariacijos matricos jstrizainés vertés rodo kintamojo Xi, i = 1, ..., M, dispersija, kai tuo tarpu ne

jstrizainés elementai rodo kovariacijg tarp dviejy skirtingy kintamyjy (13)

Var(xy,x)  Cov(x.xz) ... Cov(xy, xy)
Cov(x_a, xl) Var (5\'3_._ X3 ) Cov(x_a, Xar ) . (13)
Cm:(xM, xl) Cov(xM , X ) I’hi'(xM, xM)

Teigiama reik§mé kovariacijos matricoje rodo tiesioging koreliacija tarp dviejy kintamyjy, neigiama
reik§meé rodo atvirksting koreliacijg tarp dviejy kintamyjy, o nuliné verté rodo, kad abu kintamieji yra

statistiSkai nepriklausomi.
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Siekiant apskaiciuoti kovariacijos matricos tikrines vertes ir tikrinius vektorius yra
naudojamas sarysis:

CV = AV, (14)
kur V — tikrinis vektorius, A — tikriné verté. Tikrinés vertés yra skaliariniai dydziai, o tikriniai vektoriai
- ne nuliniai vektoriai, kurie atitinka principinius komponentus, t.y. kiekvienas tikrinis vektorius
atitinka vieng principinj komponentg. Tikriniai vektoriai nurodo erdvés kryptj, o juos atitinkancios
tikrinés vertés nurodo tikrinio vektoriaus dydj. Tikrinio vektoriaus dydis nurodo principinio

komponento svarbg [31-33].

1.6. Patogeniniy mikroorganizmy identifikavimas FT-IR spektriniu metodu

FT-IR spektrinis metodas yra naudojamas daugelyje moksliniy sri¢iy ir tampa vis dazniau
pritaikomas biochemijoje ir biomedicinoje. Sis metodas yra jautrus, greitas, nebrangus bei teikia
iSsamig kokybing ir kiekybing cheming informacijg apie tiriamajj bandinj. Ivairiy moksliniy tyrimy
rezultatai rodo, kad FT-IR spektrinis metodas yra tinkamas jvairiy biologiniy sistemy identifikavimui,
todél gali buti pritaikytas ir siekiant identifikuoti patogeninius mikroorganizmus [34].

FT-IR spektrinis metodas $iuo metu néra placiai taikomas siekiant identifikuoti skirtingas
patogeniniy mikroorganizmy riisis. Yra atlikta tik keletas moksliniy tyrimy, kuriuose siekiama atskirti
bakterijas nuo grybeliy, ir tokiuose tyrimuose dazniau taikoma FT-IR mikrospektroskopija [7-9].
Taikant FT-IR mikrospektroskopijos metodg yra tirti B. magaterium, E. coli, P. stutzeri bakterijy ir
fiziologinio tirpalo miSiniai bei Penicillium sp., Memnoniella sp. ir Fusarium sp. grybeliy ir
fiziologinio tirpalo miSiniai [7]. Pagrindiniai spektriniai Zymenys, kuriais remiantis galima
identifikuoti bakterijas ir grybelius, yra trys spektrinés juostos, esancios ties 1450 cm™, 1396 cm™ ir
1377 cm* (Sios spektrinés juostos 5 pav. pazymétos rodyklémis). Bakterijy FT-IR spektrams yra
biidingos baltymams priskiriamos spektrinés juostos, esan¢ios ties 1450 cm™ ir 1396 cm™. Grybeliy
FT-IR spektrams yra biidinga baltymy spektriné juosta, esanti ties 1377 cm™, 0 1450 cm™ spektriné

juosta yra stebima kaip spektrinés juostos, esancios ties 1410 cm™, petys.
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5 pav. (a) skirtingy rasiy bakterijy ir (C) skirtingy rasiy grybeliy FT-IR sugerties spektrai spektriniame
intervale nuo 2000 cm™* iki 600 cm, (b) skirtingy rtsiy bakterijy ir (d) skirtingy raisiy grybeliy FT-IR
spektrai spektriniame intervale nuo 1500 cm iki 1300 cm™ (adaptuota pagal [7]).

FT-IR mikrospektroskopijos metodas pritaikytas ir patogeniniy mikroorganizmy
identifikavimui, kuriais buvo uzkréstos megintuvélyje uzaugintos zaliosios markatos inksty lasteles.
Tyrimas atliktas registruojant uzkreésty zaliosios markatos inksty lasteliy ir fiziologinio tirpalo miSiniy
FT-IR spektrus. Nustatyta, kad pagrindiniai spektriniai skirtumai tarp bakterijy, grybeliy ir virusy
FT-IR spektry yra stebimi 1070 cm™ —980 cm™!, 1385 cm™! — 1360 cm ™! ir 1670 cm™! — 1620 cm’™!
spektriniuose intervaluose. Lasteliy kultiry, kurios infekuotos grybeliu, FT-IR spektruose yra
biidingos spektrinés juostos, esancios ties 1030 cm™'ir 1373 cm™!. Lasteliy kultiiry, kurios infekuotos
bakterijomis, FT-IR spektruose yra stebima didelio intensyvumo spektriné juosta, esanti ties
1657 cm™!. Yra teigiama, kad pagrindiniai spektriniai Zymenys, leidZiantys identifikuoti patogeninj
mikroorganizmg, yra spektriniy juosty, esanéiy ties 857 cm™!ir 1650 cm!, poslinkis. Spektriné juosta,
esanti ties 857 cm™! yra priskiriama angliavandeniams, o spektriné juosta, esanti ties 1650 cm ™!,
priskiriama baltymy Amidas | grupei [8].

Yra atlikti tyrimai, kuriy metu FT-IR mikrospektroskopijos metodas palygintas su Ramano
sklaidos mikrospektroskopijos metodu. Sio mokslinio tyrimo metu buvo registruojami bakterijy ir
grybeliy, uzauginty laboratorinémis salygomis, spektrai bei bakterijy ir mieliy, uZauginty paémus i§
serganCiy pacienty kraujo meéginius, spektrai. Pagrindiniai spektriniai skirtumai tarp skirtingy
patogeniniy ruSiy néra aptariami, tacCiau uZregistruotiems spektrams atlikta HCA, tiesiné
diskriminantiné analizé (angl. linear discriminant analysis — LDA), bei dirbtinio neuroninio tinklo
(angl. artificial neural networks — ANN) analizé. Pirmiausia analizé buvo atlickama su duomeny
baze, kurig sudaré spektrai i§ laboratorinémis salygomis uzauginty patogeniniy mikroorganizmy.

Nustatyta, kad taikant tiek Ramano sklaidos, tiek FT-IR spektroskopinius metodus, skirtingos
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patogeniniy mikroorganizmy rasys identifikuojamos dideliu tikslumu. Taikant FT-IR spektrinj
metoda teisingai identifikuotos 116 i§ 120 mikroorganizmy rasiy, o taikant Ramano sklaidos
spektroskopinj metoda - 132 i§ 140. Toliau analizé buvo atlickama patogeniniy mikroorganizmy,
uzauginty paémus i§ serganciy pacienty kraujo méginius, spektrams. Taip buvo siekiama jvertinti
metody pritaikomumg klinikin¢je diagnostikoje. Buvo nustatyta, kad patogeniniy mikroorganizmy
identifikavimas taikant Ramano sklaidos spektroskopinj metoda siekia 92,2 %, o taikant FT-IR
spektrinj metoda 98,3 % [9].

Siuo metu FT-IR spektrinis metodas kiek plagiau yra taikomas siekiant identifikuoti skirtingas
tik bakterijy arba tik grybeliy rasis. Siekiant identifikuoti skirtingas grybeliy riSis yra atlikti
moksliniai tyrimai, kuriy metu registruoti grybeliy, aptinkamy augaluose, FT-IR spektrai.
Uzregistravus FT-IR spektrus ir pritaikius HCA, PCA ir LDA statistinés analizés metodus, nustatyta,
kad augaluose aptinkamas grybelis gali buti identifikuotas 85,5 % — 99,7 % tikslumu [35-36]. Taip
pat atliktas tyrimas, kurio metu buvo siekiama nustatyti FT-IR spektrinio metodo identifikavimo
tiksluma, registruojant patogeniniy grybeliy FT-IR spektrus. Pritaikius HCA ir PCA statistinés
analizés metodus nustatyta, kad FT-IR spektrinio metodo tikslumas, identifikuojant skirtingas
patogeniniy grybeliy rasis, siekia 95,6 % — 99,7 % [37]. Yra atlikta ir moksliniy tyrimy, kuriy metu,
taikant FT-IR spektrinj metoda, sickiama nustatyti geriausig grybeliy bandiniy paruo§imo protokola
[38]. Moksliniuose tyrimuose, kuriuose yra atlickami eksperimentai su skirtingomis bakterijy rasimis
ir jy miSiniais, rodo, kad skirtingos bakterijy riiSys bei miSiniai, kuriuos sudaro skirtingos bakterijy
rasys, gali buti identifikuoti didesniu nei 85 % tikslumu [34, 39-40].

Apibendrinus, galima teigti, kad Siuo metu FT-IR spektrinis metodas yra daug placiau
taikomas siekiant atskirti tik bakterijy arba tik grybeliy rtsis, ta¢iau néra placiai taikomas siekiant
atskirti bakterijas nuo grybeliy. Tokiuose tyrimuose dazniau taikomas FT-IR mikrospektroskopijos
metodas, todél siekiant nustatyti FT-IR ATR spektrinio metodo patikimuma identifikuojant skirtingas
mikroorganizmy rusis yra reikalingi iSsamis tyrimai. Taip pat yra svarbu atlikti tyrimus su didelémis
spektriniy duomeny bazémis, kadangi dauguma moksliniy straipsniy autoriy, kurie tyrimuose taiko
FT-IR mikrospektroskopijos metoda, teigia, kad iSsamis tyrimai su didelémis spektriniy duomeny
bazémis leisty tiksliau nustatyti spektrinius Zymenis, kuriais remiantis biity identifikuotas patogeninis
mikroorganizmas. Tikslus mikroorganizmo riaSies nustatymas leisty ne tik pritaikyti FT-IR ATR
spektrin] metoda klinikingje diagnostikoje, bet taip pat ir paskirti pacientui efektyvy gydyma ir taip

sumazinti galimy komplikacijy rizika.
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2. Eksperimentiné dalis

2.1. Mieliy ir bakterijy bandiniy paruoSimas ir spektry registravimas

Magistantiiros studijy baigiamojo darbo metu ATR IR spektriniu metodu tirtos jvairios

bakterijy ir mieliy, uzauginty Petri 1ékstelése, rusys (bandiniy pavyzdziai pateikiami 6 pav.).

6 pav. Petri 1ékstelése esanciy mikroorganizmy pavyzdziai: (a) kai auginama viena kolonija ir (b) kai
auginamos keturios kolonijos vienoje Petri 1éksteléje

Bakterijy ir mieliy bandiniai gauti bendradarbiaujant su Vilniaus universiteto Gamtos moksly

fakulteto Mikrobiologijos ir Biotechnologijos katedra (VU JGMC). Tyrimas atliktas su 8 skirtingomis

bakterijy ir 3 skirtingomis mieliy rtsimis, i§ viso istirta 150 bandiniy. Tirty mikroorganizmy rusys ir

tirty bandiniy skai¢ius yra pateikiami 1 lenteléje.

1 lentelé. Tirty mikroorganizmy rasys ir bandiniy skaicius.

Bakterijos Mielés
Bandiniy skaicius Bandiniy skaicius
— — o = —
- E - |8 gl 2 £
AN N | 2 N| oo N
Rasis TS Rusis TR | 228 328
z 2 =2 | 222 ESPD
o o (o] o © O = © O
o] S | 7ag| Eag
<X 2 |> 2| 8 X
£ E|> EF E
Arthrobacter sp. 7 Saccharomyces cerevisiae 30 - -
Candida
Streptomyces sp. 7 Candida lusitaniae 11 11 11
Sarcina sp. 7 SPP: Capc_Ma - 10 11 9
guilliermondii
Bacillus sp. 7
Staphylococcus aureus 7
Pseudomonas aeruginosa 8
Streptococcus pyogenes 7
Escherichia coli 7
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ATR IR sugerties spektrai registruoti ,,Bruker* jmonés FT-IR spektrometru ,,Alpha*. Pries
kiekvieno bandinio spektro registravima, siekiant uztikrinti §vary ATR kristalo pavir$iy, kristalas yra
nuvalomas distiliuotu vandeniu ir etanoliu, uZregistruojamas atraminis spektras. Tada su kilpele i$
Petri 1€kstelés paimamas nedidelis bandinio kiekis, dedamas ant ATR kristalo, bandiniui leidziama
i8dziati ir uzregistruojamas bandinio ATR IR sugerties spektras. Eksperimento schema yra

pateikiama 7 pav.

Bandinys

ATR kristalas

7 pav. Eksperimento schema (schema nubraizyta naudojant programinj paketa ,,BioRender*)

Spektry registravimas ir apdorojimas buvo atlickamas naudojant programinj paketg ,,OPUS*“. ATR
IR sugerties spektrai registruoti 4000 — 400 cm-! intervale, pasirenkant 4 cm™ skyra, registruojant ir
suvidurkinant 64 spektrus. Visiems uZregistruotiems spektrams atlikta ATR IR sugerties spektry

intensyvumo korekcija, bazinés linijos korekcija bei atliktas minimumo - maksimumo normavimas.
2.2. Tyrimo rezultaty analizé
2.2.1. Bakteriju ir mieliu ATR IR sugerties spektry atsikartojamumo tyrimas
Siekiant identifikuoti skirtingas patogeniniy mikroorganizmy rasis bei skirtingas mieliy ir
bakterijy rasis, yra svarbu jvertinti spektry atsikartojamuma, todél baigiamojo darbo metu pirmiausia

jvertintas skirtingy bakterijy ir mieliy riisiy ATR IR sugerties spektry atsikartojamumas. Skirtingy
bakterijy raiSiy ATR IR sugerties spektrai yra pateikiami 8 pav. ir 9 pav.

( a) Arthrobacter sp. 1 (b) Bacillus sp. 1

—— Arthrobacter sp. 2 Bacillus sp. 2

Arthrobacter sp. 3 Bacillus sp. 3

Arthrobacter sp. 4 Bacillus sp. 4

Arthrobacter sp. 5 Bacillus sp. 5

Arthrobacter sp. 6 Bacillus sp. 6

Arthrobacter sp. 7 Bacillus sp. 7
£ 2
- -
=) =]
< <
- -
-z 2
£ £
= =
o F o
o o

1 1 1 1 . / L 1 N N WA

1800 1600 1400 1200 1000 800 1800 1600 1400 1200 1000 800

Bangos skaiius, cm’ Bangos skai&ius, cm’!

8 pav. (a) Arthrobacter sp. ir (b) Bacillus sp. bakterijy ATR IR sugerties spektrai
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(a) Sarcina sp. 2 b E. coli2
Sarcina sp. 3 ——FE. coli 3
Sarcina sp. 4 E. coli 4
Sarcina sp. 5 E. coli 5
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(c) ——S. pyogenes 1 (d) —— P. aeruginosa 1
—— S. pyogenes 2 —— P. aeruginosa 2
—— S. pyogenes 3 —— P. aeruginosa 3
—— S. pyogenes 4 — P. aeruginosa 4
——— 8. pyogenes 5 —— P. aeruginosa 5
——— 8. pyogenes 6 —— P. aeruginosa 6
—— 8. pyogenes 7 —— P. aeruginosa 1
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S. aureus 1
(e) S aureus 2 (f) Streptomyces sp. 1
S. aureus 3 Streptomyces sp. 2
S. aureus 4| Streptomyces sp. 3
S. aureus 5 Streptomyces sp. 4|
S. aureus 6 Streptomyces sp. 5
S. aureus 7 Streptomyces sp. 6|
. Streptomyces sp. 7|
& @
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9 pav. (a) Sarcina sp., (b) E. coli, (c) S. pyogenes, (d) P. aeruginosa (e) S. aureus ir (f) Streptomyces sp.
bakterijy ATR IR sugerties spektrai

Galima pastebéti, kad ty paciy bakterijy rtsiy, kurios augintos skirtingose Petri 1€kStelése,
ATR IR sugerties spektruose yra stebimi kai kuriy spektriniy juosty intensyvumo pokyciai (nustatyty
pagrindiniy spektriniy juosty padétys ir medziagos, kuriy virpesiams jos priskiriamos, pateikiamos
1 priedo 1 lenteléje). Visuose ty paciy rasiy bakterijy, kurios uzaugintos skirtingose Petri 1ékstelése

skirtingu metu, ATR IR sugerties spektruose yra stebimas spektriniy juosty, esanéiy ties 1737 cm™
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(lipidai, v(C=0)), 1543 cm™ (baltymai (Amidas I1, 3(N-H), v(C-N))), 1453 cm (alkanai, acikliniai
junginiai, §;(CHy)), 1398 cm™ (riebiosios ir amino riigitys, vs(C=0)), 1373 cm? (nukleobazés
(guaninas, citozinas, v(C-N))), 1340 cm™ (baltymai (kolagenas, dw(CHz))), 1312 cm™ (baltymai),
1238 cm (fosfatas I, baltymai, va(P=0)), intensyvumo kitimas. Be jau minéty spektriniy juosty,
Arthrobacter sp. bakterijy ATR IR sugerties spektruose yra stebimas ir spektriniy juosty, esanciy
spektrinéje srityje nuo 1183 cm™ iki 930 cm™, kuri susijusi su bakterijy lasteliy sienelése esanéiais
angliavandeniais, intensyvumo kitimas. Bacillus sp. bakterijy ATR IR sugerties spektruose taip pat
yra stebimas spektriniy juosty, esanéiy spektriniame intervale nuo 1183 cm™ iki 930 cm™,
intensyvumo kitimas, o kai kuriy Bacillus sp. bakterijy bandiniy ATR IR sugerties spektruose
stebimas zymus spektriniy juosty, esanéiy ties 1440 cm? (lipidai, 8(CHz)) ir 1382 cm’
(angliavandeniai, 6(COH)), intensyvumo padidéjimas. Sarcina sp. bakterijy ATR IR sugerties
spektruose pagrindiniai spektriniai skirtumai yra stebimi spektrinéje srityje, esan¢ioje nuo 1183 cm™
iki 930 cm™, kur yra stebimas spektro kontiiro pokytis. Spektro kontiiro pokytis kai kuriy Sarcina sp.
bakterijy bandiniy ATR IR sugerties spektruose yra stebimas dél Zymaus spektrinés juostos, esancios
ties 1038 cm™* (angliavandeniai (ribozé, v(C-0))), intensyvumo padidéjimo. S. pyogenes, S. aureus,
Streptomyces sp. ir E. coli bakterijy ATR IR sugerties spektruose taip pat yra stebimi spektro kontiiro
poky¢iai spektrinéje srityje, esan¢ioje nuo 1183 cm™ iki 930 cm™. S. pyogenes bakterijy ATR IR
sugerties spektruose, spektro kontiiro pokyciai, minétoje spektrinéje srityje, yra stebimi dél spektriniy
juosty, esan¢iy ties 1151 ecm™ (angliavandeniai, v(C-0)), 1117 cm™ (RNR, v(C-0)), 1074 cm
(angliavandeniai, v(C-0)), 1057 cm? (angliavandeniai (deoksiribozé, v(C-0))), 1028 cm™
(angliavandeniai (glikogenas, v(C-0O), v(C-C), §(C-O-H))), 992 cm™ (angliavandeniai (ribozé,
v(C-0), v(C-C))), intensyvumo kitimo. S. aureus bakterijy ATR IR sugerties spektruose, spektro
kontiiro pokytis yra matomas dél spektriniy juosty, esanéiy ties 1082 cm™ (fosfatas, vs(PO2)),
1057 cm™, 1028 cm™, intensyvumo kitimo. Streptomyces sp. bakterijy ATR IR sugerties spektruose,
spektrinéje srityje, esan¢ioje nuo 1183 cm™ iki 930 cm™, spektro kontiiro pokytis yra stebimas dél
spektriniy juosty, esanéiy ties 1082 cm™ ir 1057 cm™, intensyvumo kitimo. E. coli bakterijy ATR IR
sugerties spektruose spektrinéje srityje, esandioje nuo 1183 cm™ iki 930 cm™, yra stebimas spektriniy
juosty, esanciy ties 1170 cm™ (baltymai, va(CO-0-C)), 1151 cm™, 1057 cm™?, 1038 cm, 992 cm™,
967 cm™ (angliavandeniai (deoksiribozé, v(C-0), v(C-C))), intensyvumo kitimas. E. coli bakterijy
ATR IR sugerties spektruose taip pat stebimas ir spektrinés juostos, esandios ties 1260 cm™
(fosfatas 1, va(PO2)), intensyvumo kitimas. P. aeruginosa bakterijy ATR IR sugerties spektruose
zymus spektro kontiiro pokytis spektrinéje srityje, esan¢ioje nuo 1183 cm™ iki 930 cm™, nestebimas
ir stebimas tik spektriniy juosty, esanéiy ties 1082 cm™ ir 1057 cm, intensyvumo kitimas.

Tos pacios riisies mieliy, kurios augintos skirtingose Petri 1ekstelése skirtingu metu, ATR IR

sugerties spektrai pateikiami 10 pav.
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(a) —— C. guilliermondii 1 (b) — C. lusitaniae 1
—— C. guilliermondii 2 —— C. lusitaniae 2
—— C. guilliermondii 3 —C lust:tam:ae 3
—— C. guilliermondii 4 —— C. lusitaniae 4
——— C. guilliermondii 5 —C lusl:tam:ae 5
——— C. guilliermondii 6 —C lust.tam.ae 6
——— C. guilliermondii 7 — C. lusitaniae 7
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10 pav. (a) C. guilliermondii, (b) C. lusitaniae, (c) S.cerevisiae PSI', (d) S. cerevisiae strong ir

(e) S. cerevisiae weak mieliy ATR IR sugerties spektrai

Tos pacios riisies mieliy, kurios augintos skirtingose Petri Iékstelése skirtingu metu, ATR IR

sugerties spektrai atsikartoja geriau nei bakterijy ATR IR sugerties spektrai. Visais atvejais néra

stebimas naujy spektriniy juosty atsiradimas ir stebimas tik spektriniy juosty, esanéiy ties 1737 cm™

(lipidai, v(C=0)), 1543 cm™ (baltymai (Amidas II, §(N-H), v(C-N))), 1453 cm™ (alkanai, acikliniai
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junginiai, 8;(CH2)), 1398 cm (riebiosios ir amino riigstys, vs(C=0)), 1340 cm™* (baltymai (kolagenas,
dw(CHy2))), 1312 cm™ (baltymai), 1238 cm™ (fosfatas I, baltymai, va(P=0)), bei spektriniy juosty,
esanéiy spektrinéje srityje nuo 1183 em™ iki 930 cm™, intensyvumo kitimas.

Apibendrinus galima teigti, kad tos pacios risies mieliy, kurios augintos skirtingose Petri
lekstelése skirtingu metu, ATR IR sugerties spektry atsikartojamumas yra geresnis negu bakterijy
ATR IR sugerties spektry. Spektriniy juosty intensyvumo kitimas, bei spektro kontiiro poky¢iai gali
daryti jtakg skirtingy patogeniniy mikroorganizmy rusiy identifikavimo tikslumui ir yra stebimi dél
nehomogeninio bandinio pasiskirstymo Petri léksteléje ir nulemti patogeniniy mikroorganizmy

auginimo salygy, kurias kiekvieng kartg sunku islaikyti identiSkas.
2.2.2. Patogeniniy bakterijy ir mieliy identifikavimas

Baigiamojo darbo metu tyrimas atliktas su 8 skirtingy riiSiy bakterijomis ir 3 skirtingy rasiy
mielémis, i§ viso istirta 150 bandiniy. Spektriniai skirtumai tarp patogeniniy bakterijy ir mieliy ATR
IR sugerties spektry yra stebimi ,pir§ty antspaudy” (1800 cm™ — 750 cm™) spektrinéje srityje.
Kadangi gauta po keletg kiekvienos rsies patogeniniy mikroorganizmy bandiniy, 11 pav. pateikiami

suvidurkinti skirtingy riiSiy bakterijy ir mieliy bandiniy ATR IR sugerties spektrai.

Arthrobacter sp. ( ) —— C. guilliermondii
(a) ‘ Sarcina sp. b [ —— C. lusitaniae
S. aureus. sp. S. cerevisiae PSI’
P. aeruginosa sp. S. cerevisiae strong
—— S. pyogenes sp. S. cerevisiae weak
E. coli sp.
Streptomyces sp.
Bacillus sp.
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11 pav. Skirtingy rtisiy (a) bakterijy ir (b) mieliy ATR IR sugerties spektrai

Svarbiausi spektriniai skirtumai, tarp mieliy ir bakterijy ATR IR sugerties spektry, yra stebimi
spektrinéje srityje, esan¢ioje nuo 1183 cm™ iki 930 cm™ (3i spektriné sritis pazyméta 11 pav. (a), (b)).
Mieliy ATR IR sugerties spektruose yra stebimos intensyvios angliavandeniams priskiriamos
spektrinés juostos, esan¢ios ties 1043 cm™ (v(C-0), §(C-0)) ir 1074 cm? (v(C-O)). Minétoje
spektrinéje srityje taip pat stebimos ir mazesnio intensyvumo angliavandeniams priskiriamos
spektrinés juostos, esancios ties 1151 ecm™ (v(C-0)), 1106 cm™ (polisacharidai, v(CO), v(CC)),
997 cm? (ribozé, v(C-0), v(C-C)), 967 cm™? (deoksiriboze, v(C-O), v(C-C)). Bakterijy ATR IR

sugerties spektruose, spektrinéje srityje, esancioje nuo 1183 cm™ iki 930 cm™, yra stebima daugiau
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maZesnio intensyvumo angliavandeniams priskiriamy spektriniy juosty, esanéiy ties 1159 cm™ (si
spektriné juosta gali biiti priskiriama ir baltymams, v(C-O)), 1151 cm™, 1106 cm?, 1074 cm™*
(v(C-0)), 1057 cm™ (deoksiribozé, v(C-0)), 1043 cm? (gliukozé, fruktozé, glikogenas, v(C-O),
3(C-0)), 1028 cm™ (glikogenas, v(C-0), v(C-C), §(C-0-H)), 1016 cm™ (polisacharidai, v(CO),
v(CC), 3(OCH)), 997 cm? (riboze, v(C-0), v(C-C)), 992 cm™* (ribozé, v(C-0), v(C-C)), 967 cm™*
(deoksiribozé, v(C-0), v(C-C)), RNR priskiriama spektriné juosta, esanti ties 1117 cm™ (v(C-0)),
baltymams priskiriama spektriné juosta, esanti ties 1170 cm? (va(CO-O-C)), bei fosfatams
priskiriama spektriné juosta, esanti ties 1082 cm™ (vs(PO2)).

Taip pat mieliy ir bakterijy ATR IR sugerties spektruose yra stebimas spektro konttro pokytis,
spektriniame intervale, esan¢iame nuo 1360 cm™ iki 1280 cm™ (3i spektriné sritis pazyméta 11 pav.
(a), (b)). Mieliy ATR IR sugerties spektre, minétame spektriniame intervale yra stebimos dvi mazo
intensyvumo spektrinés juostos, viena esanti ties 1340 cm™, kuri priskiriama kolageno &w(CHo)
virpesiui, ir Kita, esanti ties 1312 cm™, kuri priskiriama baltymams. Spektriné juosta, esanti ties
1340 cm™, mieliy ATR IR sugerties spektruose yra stebima kaip spektrinés juostos, esanéios ties
1398 cmL, petys. Bakterijy ATR IR sugerties spektruose yra stebimas spektrinés juostos, esancios
ties 1312 cm®, poslinkis, kuris priklauso nuo tiriamos bakterijy ridies. Spektrinés juostos poslinkis
yra stebimas intervale, esan¢iame nuo 1316 cm™ iki 1307 cm™. Spektriné juosta, esanti ties
1340 cm™, bakterijy ATR IR sugerties spektre yra stebima ne kaip spektrinés juostos, esancios ties
1398 cm?, petys, o jos intensyvumas priklauso nuo tiriamos bakterijy riisies.

Palyginus bakterijy ir mieliy ATR IR sugerties spektrus, stebimas ir spektrinés juostos,
esandios ties 1543 cm™, kuri priskiriama baltymy Amidas Il grupes §(N-H), v(C-N) virpesiams,
intensyvumo kitimas. Sios spektrinés juostos intensyvumas kinta priklausomai nuo tiriamojo
bandinio, todél siekiant tiksliau jvertinti Sios spektrinés juostos, kaip spektrinio Zymens, tinkamuma
svarbu atlikti tyrimus su didesne bandiniy imtimi.

Pagrindiniai spektriniai skirtumai, kurie stebimi tarp mieliy ir bakterijy ATR IR sugerties
spektry, yra susij¢ su mieliy ir bakterijy lastelése esanciais angliavandeniais, kadangi
mikroorganizmai siekdami iSgyventi sintetina tam tikras angliavandeniy turinCias struktiiras
(modifikuoja savo lastelés sieneles). Siy struktiiry sinteze vykdo fermenty kompleksas, vadinamas
angliavandeniuose aktyviais fermentais (angl. carbohydrate-active enzymes - CAZy), kuris taip pat
tarpininkauja angliavandeniy turin¢iy fermenty surinkimui bei perdirbimui. CAZy apjungia glikozidy
hidrolaziy, polisacharidy lipaziy ir angliavandeniy esteraziy Seimas, angliavandenius riSancius
modulius. ISoriniai angliavandeniai yra viena i§ labiausiai kintan¢iy mikrobiniy lasteliy
charakteristiky, o bakterijy ir grybeliy glikomas (angl. glycome) atspindi sgveikos su neSiotoju
mechanizmus bei geneting strukttirg. Taigi daugelis patogeniniy mikroorganizmy savo pavirSiuje

18skiria angliavandenius, o $iy angliavandeniy struktiira i§ esmés primena ta, kuri yra mikroorganizmy
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lasteliy pavirSiaus glikoproteiny ir glikolipidy molekulése. Kadangi visy mikroorganizmy lasteliy
sienelése esanciy angliavandeniy sudétis ir struktira skiriasi, yra stebimi spektriniai skirtumai tarp
mieliy ir bakterijy ATR IR sugerties spektry [41].

Magistrantiros studijy baigiamojo darbo metu siekta nustatyti patikimiausig bakterijy ir
mieliy ATR IR sugerties spektry identifikavimo metoda pritaikant skirtingus statistinés analizés
metodus, kurie atliekami pasirenkant skirtingus spektrinius intervalus. Tam tikslui pritaikyti du
statistinés analizés metodai — HCA ir PCA. HCA atlikta naudojant programinj paketa ,,Origin®,
taikant Ward algoritma. Nustatyta, kad bakterijy ir micliy ATR IR sugerties spektrai HCA
dendrogramoje yra geriausiai i$skiriami j atskirus klasterius pasirenkant 1800 cm™ — 750 cm
spektrinj intervalg. HCA dendrograma pateikiama 12 pav. (tam, kad geriau biity matomi pavadinimai

abscisiy asyje, pateikiama pasukta HCA dendrograma).
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12 pav. Bakterijy ir mieliy ATR IR sugerties spektry HCA dendrograma atlikta pasirinkus spektrinj
intervalg, esantj nuo 1800 cm™ iki 750 cm™ (bakterijos yra pazymétos raudona, mielés - mélyna spalvomis,
neteisingai grupei priskirti ATR IR sugerties spektrai pazyméti rodyklémis)
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Galima pastebéti, kad mielés ir bakterijos yra gerai iSskiriamos j du atskirus klasterius. Kairéje
dendrogramos puséje, kuri pazyméta raudona spalva, yra sugrupuota didzioji dalis bakterijy ATR IR
sugerties spektry, o desin¢je dendrogramos puséje, kuri pazyméta mélyna spalva, sugrupuota didzioji
dalis mieliy ATR IR sugerties spektry. Neteisingai grupei yra priskirti $esi Arthrobacter sp. bakterijy
ATR IR sugerties spektrai. Sie spektrai priskirti mieliy ATR IR sugerties spektry klasteriui.
Neteisingam klasteriui Athrobacter sp. bakterijy ATR IR sugerties spektrai gali buiti priskiriami,
kadangi spektrinéje srityje, esan¢ioje nuo 1183 cm™ iki 930 cm™, yra stebimos intensyvios spektrinés
juostos, o spektriniy juosty, esanciy ties 1043 cm™ ir 1074 cm™, padétis ir kontiiras sutampa su mieliy
ATR IR sugerties spektruose stebimomis spektrinémis juostomis. Nustatyta, kad taikant HCA
statistinj analizés metoda mielés gali buti identifikuotos 100 %, o bakterijos 89,9 % tikslumu.

Bakterijy ir mieliy ATR IR sugerties spektrams PCA atlikta naudojant programinj paketa
,Origin®“. Geriausiai ] dvi atskiras grupes ATR IR sugerties spektrai PCA diagramoje yra
sugrupuojami pasirenkant spektrinj intervala, esantj nuo 1345 cm™ iki 930 cm™. PCA diagrama
pateikiama 13 pav.
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Principinis komponentas (1)
13 pav. Bakterijy ir mieliy ATR IR sugerties spektry PCA diagrama atlikta pasirinkus spektrinj intervala,
esantj nuo 1345 cm™ iki 930 cm™* (bakterijos yra pazymétos raudona, o mielés - mélyna spalvomis)

PCA diagramoje bakterijy ir mieliy ATR IR sugerties spektrai yra gerai iSskirti ] atskiras
grupes. Penki Arthrobacter sp. bakterijy ATR IR sugerties spektrai yra sugrupuojami ar¢iau mieliy
ATR IR sugerties spektry klasterio. Arthrobacter sp. bakterijy ATR IR sugerties spektrai arciau
mieliy ATR IR sugerties spektry klasterio gali buti priskiriami dél ty paciy priezas¢iy kaip ir HCA
dendrogramoje, kadangi $ios rasies bakterijy ATR IR sugerties spektruose yra stebimos intensyvios

spektrinés juostos spektriniame intervale, esanéiame nuo 1183 cm™ iki 930 cm™, o spektriniy juosty,
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esanéiy ties 1043 cm™ ir 1074 cm™, padétis sutampa su mieliy ATR IR sugerties spektruose
stebimomis spektrinémis juostomis. Nustatyta, kad taikant PCA statistinés analizés metoda mieliy
ATR IR sugerties spektrai gali biti identifikuojami 100 % tikslumu, o bakterijy ATR IR sugerties
spektrai 91,2 % tikslumu.

2.2.3. Skirtingy bakteriju rusiy identifikavimo tyrimas

Baigiamojo darbo metu siekta nustatyti, kaip tiksliai gali bati identifikuoti skirtingy bakterijy
rasiy ATR IR sugerties spektrai. Kadangi tos pacios riiSies bakterijy ATR IR sugerties spektruose yra
stebimas spektriniy juosty intensyvumo kitimas, siekiant geriau atvaizduoti skirtingy bakterijy raisiy

ATR IR sugerties spektrus 14 pav. pateikiami kiekvienos rusies bakterijy spektry vidurkiai.
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14 pav. Skirtingy riisiy bakterijy ATR IR sugerties spektrai

Pagrindiniai spektriniai skirtumai, tarp skirtingy bakterijy riiSiy ATR IR sugerties spektry, yra
stebimi spektrinéje srityje, esanc¢ioje nuo 1350 cm™ iki 1270 cm™, bei spektrinéje srityje, esancioje
nuo 1183 cm™ iki 930 cm™. Skirtingy bakterijy riisiy ATR IR sugerties spektruose taip pat stebimas
ir santykinis spektrinés juostos, esancios ties 1543 cm™, kuri priskiriama baltymy Amidas II grupés
d(N-H), v(C-N) virpesiams, intensyvumo kitimas, taciau Sios spektrinés juostos intensyvumo kitimas
gali biiti susietas ir su nehomogeniniu tiriamojo bandinio pasiskirstymu Petri 1€kSteléje ar priklausyti
nuo bandinio auginimo saglygy. Arthrobacter sp., Bacillus sp., E. coli, Sarcina sp. bakterijy ATR IR
sugerties spektruose spektrinéje srityje, esan¢ioje nuo 1350 cm™iki 1270 cm, yra stebima viena plati
spektriné juosta, esanti ties 1312 cm™ (baltymai), E. coli atveju $ios spektrinés juostos intensyvumas
gali kisti priklausomai nuo bandinio. S. aureus, S. pyogenes, Streptomyces sp. bakterijy ATR IR

sugerties spektruose yra stebima ne tik ties 1312 cm™ esanti spektriné juosta, ta¢iau ir intensyvi
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spektriné juosta, esanti ties 1340 cm™ (baltymai (kolagenas, dw(CH2))). Sios spektrinés juostos
intensyvumas taip pat kinta priklausomai nuo bandinio. P. aeruginosa bakterijy ATR IR sugerties
spektruose, spektriniame intervale, esan¢iame nuo 1350 cm™ iki 1270 cm™, yra stebimos dvi mazo
intensyvumo spektrinés juostos, esancios ties 1340 cm™ir 1312 cm™. Suvidurkintuose bakterijy ATR
IR sugerties spektruose galima pastebéti, kad spektrinéje srityje, esanéioje nuo 1183 cm™ iKi
930 cm™, E. coli ir P. aeruginosa bakterijy ATR IR sugerties spektrai sutampa, yra stebima mazo
intensyvumo spektriné juosta, esanti ties 1170 cm™ (baltymai, va(CO-O-C)), ir didesnio intensyvumo
spektrinés juostos, esancios ties 1082 cm™ (fosfatas, vs(PO2)) ir 1057 cm™ (angliavandeniai
(deoksiriboze, v(C-0))). Arthrobacter sp. bakterijy ATR IR sugerties spektre, spektrinéje srityje,
esan¢ioje nuo 1183 cm™ iki 930 cm™, yra stebimos keturios intensyvios spektrinés juostos, esanéios
ties 1151 cm? (angliavandeniai, v(C-O)), 1074 cm™ (angliavandeniai, v(C-0)), 1043 cm
(angliavandeniai (gliukoze, fruktozé, glikogenas, v(C-O), §(C-0))), 992 cm™ (angliavandeniai
(ribozé, v(C-0), v(C-C))). S. aureus ir S. pyogenes bakterijy ATR IR sugerties spektruose, minétoje
spektrinéje srityje, yra stebimos trys intensyvios, dalinai persiklojusios, spektrinés juostos, esancios
ties 1074 cm™, 1057 cm™ ir 1043 cm™. S. aureus bakterijy ATR IR sugerties spektre taip pat stebima
mazo intensyvumo spektriné juosta, esanti ties 1159 cm™ (baltymai, angliavandeniai, v(C-0)), o
S. pyogenes bakterijy ATR IR sugerties spektre stebimos dvi mazo intensyvumo persiklojusios
spektrinés juostos, esanéios ties 1170 cm™ ir 1159 cm™. Bacillus sp. ir Streptomyces sp. bakterijy
ATR IR sugerties spektruose, spektrinéje srityje, esan¢ioje nuo 1183 iki 930 cm™, yra stebimos dvi
intensyvios ir dalinai persiklojusios spektrinés juostos, esancios ties 1082 cm™ ir 1057 cm™, bei dvi
mazo intensyvumo persiklojusios spektrinés juostos, esan¢ios ties 1170 cm™ ir 1159 cm™. Sarcina
sp. bakterijy ATR IR sugerties spektre, spektrinéje srityje, esancioje nuo 1183 cm™iki 930 cm™, yra
stebima didelio intensyvumo spektriné juosta, esanti ties 1028 cm™ (angliavandeniai (glikogenas,
v(C-0), v(C-C), 8(C-0-H))), ir dvi Siek tiek mazesnio intensyvumo spektrinés juostos, esancios ties
1057 cm™ ir 1082 cm™.

Kadangi yra zinoma, kad bakterijos gali buti skirstomos j gram — teigiamas ir gram —
neigiamas bakterijas, siekiant tiksliai identifikuoti bakterijy rii§} pirmiausia atlikta statistineé ATR IR
sugerties spektry analizé, kurios tikslas spektrus isskirti j dvi atskiras grupes. Baigiamojo darbo metu
gauta penkiolika gram — neigiamy bakterijy bandiniy (septyni E. coli ir astuoni P. aeruginosa
bakterijy bandiniai) ir keturiasdeSimt du gram — teigiamy bakterijy bandiniai (septyni Arthrobacter
sp., septyni S. aureus, septyni S. pyogenes, septyni Streptomyces sp., septyni Bacillus sp. ir septyni
Sarcina sp. bakterijy bandiniai). Statistinei analizei atlikti taikyti du statistinés analizés metodai —
HCA ir PCA. HCA atlikta naudojant programinj paketa ,,Origin‘, taikant Ward algoritma, pasirenkant
spektrinj intervala, esantj nuo 1440 cm™ iki 930 cm™. HCA dendrograma pateikiama 15 pav.
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15 pav. Skirtingy bakterijy rasiy ATR IR sugerties spektry HCA dendrograma atlikta pasirinkus spektrinj
intervalg, esantj nuo 1440 cm® iki 930 cm? (gram — teigiamos bakterijos pazymétos zalia, gram —
neigiamos — raudona spalvomis, neteisingai grupei priskirti ATR IR sugerties spektrai pazymeéti
rodyklémis)

Galima pastebéti, kad gram — teigiamy ir gram — neigiamy bakterijy ATR IR sugerties spektrai

yra gerai i$skirti ] atskirus klasterius. Kairéje dendrogramos puséje yra sugrupuota didzioji dalis gram
— neigiamy bakterijy ATR IR sugerties spektry, kuri paZyméta raudona spalva, deSingje
dendrogramos pusé¢je didzioji dalis gram — teigiamy bakterijy ATR IR sugerties spektry, kuri
pazyméta zalia spalva. Gram — neigiamy bakterijy klasteriui teisingai priskirta keturiolika ATR IR
sugerties spektry, o gram — teigiamy bakterijy klasteriui — trisdeSimt septyni ATR IR sugerties
spektrai. Neteisingoms grupéms priskirtas vienas E. coli bakterijy ATR IR sugerties spektras, du
S. aureus bakterijy ATR IR sugerties spektrai ir trys Streptomyces sp. bakterijy ATR IR sugerties
spektrai. Todél galima teigti, kad gram — neigiamos bakterijos gali biti identifikuojamos 93,3 %
tikslumu, o gram — teigiamos bakterijos 88,1 % tikslumu

PCA analiz¢ atlikta taikant programinj paketa ,,Origin‘, pasirenkant spektrinj intervalg, esantj

nuo 1800 cm™ iki 750 cm™. PCA diagrama pateikiama 16 pav.
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16 pav. Skirtingy bakterijy rasiy ATR IR sugerties spektry PCA diagrama atlikta pasirinkus spektrinj
intervalg, esantj nuo 1800 cm™ iki 750 cm™ (gram — teigiamos bakterijos yra pazymétos zalia, 0 gram —
neigiamos bakterijos - raudona spalvomis)

Didesné¢ dalis gram — teigiamy bakterijy ATR IR sugerties spektry (trisdeSimt vienas ATR IR
sugerties spektras) yra sugrupuojami desinéje PCA diagramos puséje, taciau vienuolika gram —
teigiamy bakterijy ATR IR sugerties spektry yra priskiriami ar¢iau gram — neigiamy bakterijy ATR
IR sugerties spektry klasterio. Todél remiantis PCA diagrama galima teigti, kad gram — neigiamy
bakterijy ATR IR sugerties spektrai gali biiti identifikuojami 100 %, o gram — teigiamy bakterijy ATR
IR sugerties spektrai — 73,6 % tikslumu.

Atskyrus gram — teigiamy ir gram — neigiamy bakterijy ATR IR sugerties spektrus baigiamojo
darbo metu siekta nustatyti ar galima tiksliai identifikuoti bakterijy rasj remiantis ATR IR sugerties
spektrais. Tam tikslui buvo pritaikyti HCA ir PCA statistinés analizés metodai. Skirtingy gram —
teigiamy bakterijy ruSiy ATR IR sugerties spektry HCA atlikta naudojant programinj paketa ,,Origin®,
taikant Ward algoritma, pasirenkant spektrinj intervala, esantj nuo 1264 cm™ iki 951 cm™. HCA

dendrograma pateikiama 17 pav.
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17 pav. Skirtingy gram — teigiamy bakterijy riiSiy ATR IR sugerties spektry HCA dendrograma atlikta
pasirinkus spektrinj intervalg, esantj nuo 1264 cm? iki 951 cm™ (neteisingai grupei priskirti ATR IR
sugerties spektrai pazyméti rodyklémis)

Skirtingy gram — teigiamy bakterijy rasiy ATR IR sugerties spektrai iSskirti j SeSis atskirus
klasterius. Galima pastebéti, kad Arthrobacter sp. bakterijy ATR IR sugerties spektry klasteriui, kuris
pazymeétas raudona spalva, priskiriami Sesi Arthrobacter sp. bakterijy ATR IR sugerties spektrai ir
vienas Streptomyce sp. bakterijy ATR IR sugerties spektras. Bacillus sp. bakterijy ATR IR sugerties
spektry klasteriui, kuris pazymétas zalia spalva, priskiriami sesi Bacillus sp. bakterijy ATR IR
sugerties spektrai, po vieng S. pyogenes ir Arthrobacter sp. bakterijy ATR IR sugerties spektrg ir du
Sarcina sp. bakterijy ATR IR sugerties spektrai. S. aureus bakterijy ATR IR sugerties spektry
klasteriui, kuris pazymétas mélyna spalva, priskiriami penki S. aureus, trys Streptomyces sp. ir vienas
Bacillus sp. bakterijy ATR IR sugerties spektrai. Sarcina sp. bakterijy ATR IR sugerties spektry
Klasteriui, kuris pazymétas zydra spalva, priskirti penki Sarcina sp. bakterijy ATR IR sugerties
spektrai. S. pyogenes bakterijy ATR IR sugerties spektry klasteriui, kuris pazymétas rozine spalva,
priskirti Sesi S. pyogenes ir vienas S. aureus bakterijy ATR IR sugerties spektrai. Streptomyces sp.
bakterijy ATR IR sugerties spektry klasteriui, kuris pazymétas geltona spalva, priskirti trys
Streptomyces sp. ir vienas S. aureus bakterijy ATR IR sugerties spektrai. [vertinus identifikavimo
tikslumg galima teigti, kad Arthrobacter sp., Bacillus sp., ir S. pyogenes bakterijy ATR IR sugerties
spektrai gali bati identifikuojami 85,7 % tikslumu, Sarcina sp. ir S. aureus bakterijy ATR IR sugerties
spektrai gali biiti identifikuojami 71,4 % tikslumu, o Streptomyces sp. bakterijy ATR IR sugerties

spektrai 42,9 % tikslumu. Identifikavimo tikslumui didelg jtaka gali daryti Zymus tos pacios raisies
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bakterijy ATR IR sugerties spektruose stebimas spektriniy juosty intensyvumo kitimas, kuris gali
priklausyti nuo nehomogeninio bandinio pasiskirstymo Petri 1éksteléje, bei nuo auginimo salygy,
kurias sunku kiekvieng kartg islaikyti identiskas.

Skirtingy gram — teigiamy bakterijy rusSiy ATR IR sugerties spektry PCA atlikta naudojant
programinj paketa ,,Origin“, pasirenkant visa tiriama spektrinj intervalg (1800 cm™ — 750 cm™). PCA
diagrama pateikiama 18 pav.
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18 pav. Skirtingy gram — teigiamy bakterijy rasiy ATR IR sugerties spektry PCA diagrama atlikta
pasirinkus spektrinj intervalg, esantj nuo 1800 cm™ iki 750 cm™

PCA diagramoje, kaip ir HCA dendrogramoje, skirtingy gram — teigiamy bakterijy rasiy ATR
IR sugerties spektry klasteriai néra tiksliai i$skiriami, o skirtingy bakterijy rasiy ATR IR sugerties
spektram btidinga didelé dispersija. Didelé ATR IR sugerties spektry dispersija, kaip ir HCA atveju,
gali buti paaiskinta prastu spektry atsikartojamumu. Remiantis PCA diagrama galima teigti, kad
Arthrobacter sp. bakterijy ATR IR sugerties spektrai gali buti identifikuojami 100 % tikslumu.
Bacillus sp., Sarcina sp. ir S. pyogenes bakterijy ATR IR sugerties spektrai gali biiti identifikuojami
85,7 % tikslumu. Vienas Bacillus bakterijy ATR IR sugerties spektras yra priskiriamas arciau
Streptomyces sp. bakterijy ATR IR sugerties spektry klasterio, ir po vieng Sarcina sp. ir S. pyogenes
bakterijy ATR IR sugerties spektra yra priskiriama arc¢iau Bacillus sp. bakterijy ATR IR sugerties
spektry klasterio. Streptomyces sp. bakterijy ATR IR sugerties spektrai gali buti identifikuojami
71,4 % tikslumu, netiksliai priskirti du Streptomyces sp. bakterijy ATR IR sugerties spektrai, kurie
yra priskiriami aréiau Bacillus sp. bakterijy ATR IR sugerties spektry klasterio. Taikant PCA
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statistinés analizés metodg prasc¢iausiai identifikuojami S. aureus bakterijy ATR IR sugerties spektrai.
Sios rasies bakterijy ATR IR sugerties spektrai identifikuojami 42,9 % tikslumu.

Siekiant nustatyti skirtingy gram — neigiamy bakterijy rasiy ATR IR sugerties spektry
identifikavimo tikslumg taip pat atliktos HCA ir PCA. HCA atlikta naudojant programinj paketa
,,Origin®, taikant Ward algoritma, pasirenkant spektrinj intervala, esantj nuo 1720 cm™ iki 951 cm™.

HCA dendrograma pateikiamia 19 pav.
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19 pav. Skirtingy gram — neigiamy bakterijy rasiy ATR IR sugerties spektry HCA dendrograma atlikta
pasirinkus spektrinj intervalg, esantj nuo 1720 cm™ iki 951 cm™ (neteisingai grupei priskirti ATR IR
sugerties spektrai pazyméti rodyklémis)

Remiantis HCA dendrogama, galima pastebéti, kad E. coli ir P. aeruginosa bakterijy ATR IR

sugerties spektrai yra netiksliai iSskiriami j atskirus klasterius. Keturi P. aeruginosa bakterijy ATR
IR sugerties spektrai yra priskiriami E. coli bakterijy ATR IR sugerties spektry klasteriui ir trys
E. coli bakterijy ATR IR sugerties spektrai yra priskiriami P. aeruginosa bakterijy ATR IR sugerties
spektry klasteriui, todél E. coli bakterijy ATR IR sugerties spektry identifikavimo tikslumas siekia
tik 57,1 %, o P. aeruginosa bakterijy ATR IR sugerties spektry identifikavimo tikslumas siekia tik
50 %. Mazas identifikavimo tikslumas gali biiti siejamas su prastu tos pacios riisies bakterijy ATR
IR sugerties spektry atsikartojamumu.

Skirtingy gram — neigiamy bakterijy rusiy ATR IR sugerties spektry PCA atlikta naudojant
programinj pakets ,,Origin®, pasirenkant 1800 cm™ — 750 cm™ spektrinj intervalg. PCA diagrama

pateikiama 20 pav.
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20 pav. Skirtingy gram — neigiamy bakterijy rasiy ATR IR sugerties spektry PCA diagrama atlikta
pasirinkus spektrinj intervalg, esantj nuo 1800 cm™ iki 750 cm*

Galima pastebéti, kad E. coli ir P. aeruginosa bakterijy ATR IR sugerties spektrams biidinga
didelé dispersija, kuri gali buti nulemta prasto tos pacios rusies bakterijy ATR IR sugerties spektry
atsikartojamumo. Taciau didelé duomeny dispersija, prieSingai nei HCA atveju, nedaro jtakos
skirtingy gram — neigiamy bakterijy rasiy identifikavimui, todél remiantis PCA E. coli ir
P. aeruginosa bakterijy ATR IR sugerties spektrai gali bati identifikuoti 100 % tikslumu.

Apibendrinus, galima teigti, kad FT-IR ATR spektrinis metodas yra tinkamas skirtingy
bakterijy rusiy identifikavimui. Siekiant tiksliai identifikuoti patogeniniy bakterijy risj pirmiausia
galima i8skirti bakterijy ATR IR sugerties spektrus | gram — teigiamy ir gram — neigiamy bakterijy
grupes. Baigiamojo darbo metu nustatyta, kad tam tikslui pasiekti yra tinkamesnis HCA statistinés
analizés metodas, kadangi gram — teigiamy bakterijy ATR IR sugerties spektrai gali biti
identifikuojami 93,3 % tikslumu, o gram — neigiamy bakterijy ATR IR sugerties spektrai 88,1 %
tikslumu. Taikant PCA statistinés analizés metodg gram — neigiamy bakterijy ATR IR sugerties
spekry identifikavimo tikslumas padidéja ir siekia 100 %, taciau pablogéja gram — teigiamy bakterijy
ATR IR sugerties spektry identifikavimo tikslumas, kuris siekia 73,6 %. Siekiant identifikuoti
skirtingy gram — teigiamy bakterijy rtsiy ATR IR sugerties spektrus gali biiti taikomi abu statistinés
analizés metodai. Taikant abu statistinés analizés metodus skirtingos gram — teigiamy bakterijy rasys
yra identifikuojamos panasiu tikslumu, kuris svyruoja nuo 42,6 % iki 100 % ir priklauso nuo tiriamos
bakterijy rasies. Skirtingy gram — neigiamy bakterijy rusiy identifikavimui yra tinkamesnis PCA

statistinés analizés metodas, kadangi taikant PCA P. aeruginosa ir E. coli bakterijy ATR IR sugerties
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spektrai yra 1$skiriami ] atskirus klasterius 100 % tikslumu. Taciau siekiant dar tiksliau jvertinti FT-
IR ATR spektrinio metodo pritaikomumg skirtingy patogeniniy bakterijy rasiy identifikavimui gali
biiti taikomi abu statistines analizés metodai, tyrimus atliekant su didesne bandiniy imtimi, kuri leisty
dar tiksliau jvertinti identifikavimo tikslumg ir pasirinkti tinkamiausig statistinés analizés

metoda.
2.2.4. SKirtingy mieliy rusiy identifikavimo tyrimas
Magistranttros studijy baigiamojo darbo metu taip pat siekta jvertinti FT-IR ATR spektrinio

metodo pritaikomuma skirtingy mieliy rasiy identifikavimui. Suvidurkinti skirtingy mieliy riiSiy ATR

IR sugerties spektrai pateikiami 21 pav.
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21 pav. Skirtingy rtsiy mieliy ATR IR sugerties spektrai

Galima pastebeti, kad skirtingy mieliy ruSiy ATR IR sugerties spektrai yra panasis. Yra
stebimas spektriniy juosty, esanéiy ties 1543 cm? (baltymai (Amidas Il, §(N-H), v(C-N))),
1453 cm! (alkanai, acikliniai junginiai, 5;(CH2)), 1398 cm™ (riebiosios ir amino riigstys, vs(C=0)),
1340 cm™ (baltymai (kolagenas, dw(CH2))), 1312 cm™ (baltymai), 1238 cm™ (fosfatas I, baltymai,
va(P=0)), 1151 cm? (angliavandeniai, v(C-0)), 1074 cm™ (angliavandeniai, v(C-0)), 1043 cm
(angliavandeniai (gliukozé, fruktozé, glikogenas, v(C-O), §(C-0))), 967 cm™ (angliavandeniai
(deoksiriboze, v(C-0), v(C-C))), intensyvumo kitimas. Taip pat skirtingy mieliy rasiy ATR IR
sugerties spektruose stebimas ir spektrinés juostos, esancios ties 1238 cm?, poslinkis. Visy minéty
spektriniy juosty intensyvumas bei spektrinés juostos, esancios ties 1238 cm™, poslinkis gali

priklausyti nuo nehomogeninio bandinio pasiskirstymo Petri 1¢kSteléje ir nuo bandinio auginimo
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salygy, todél sunku nustatyti spektrinius Zymenis, kurie leisty tiksliai identifikuoti patogeniniy mieliy
rusj.

Kadangi vizualiai sunku tiksliai jvertinti spektrinius Zymenis, leidziancius identifikuoti
skirtingy patogeniniy mieliy risiy ATR IR sugerties spektrus, atliktos HCA ir PCA. HCA atlikta
naudojant programinj paketa ,,Origin®, taikant Ward algoritma, pasirenkant spektrinj intervalg, esantj

nuo 1700 cmiki 1600 cm™. HCA dendrograma pateikiama 22 pav.
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22 pav. Skirtingy mieliy rasiy ATR IR sugerties spektry HCA dendrograma atlikta pasirinkus spektrinj
intervalg, esantj nuo 1700 cm™ iki 1600 cm™ (neteisingai grupei priskirti ATR IR sugerties spektrai
pazyméti rodyklémis)

Skirtingy mieliy rasiy ATR IR sugerties spektrai yra iSskiriami ] tris atskirus klasterius.

Kair¢je dendrogramos pus€je, kuri paZyméta raudona spalva, yra sugrupuota didzioji dalis
C. lusitaniae mieliy ATR IR sugerties spektry. Viduringje dendrogramos dalyje, kuri pazyméta zalia
spalva, yra sugrupuota didzioji dalis S. cerevisiae mieliy ATR IR sugerties spektry, o deSingje
dendrogramos dalyje, kuri pazyméta mélyna spalva, didzioji dalis C. guilliermondii mieliy ATR IR
sugerties spektry. Neteisingoms grupéms priskirta deSimt S. cerevisiae mieliy ATR IR sugerties
spektry ir vienas C. guilliermondii mieliy ATR IR sugerties spektras. Visi minéti spektrai priskirti
C. lusitaniae mieliy ATR IR sugerties spektry klasteriui. Todél galima teigti, kad C. lusitaniae mieliy
ATR IR sugerties spektrai gali biti identifikuojami 100 %, S. cerevisiae mieliy ATR IR sugerties
spektrai — 66,7 %, o C. guilliermondii mieliy ATR IR sugerties spektrai — 90 % tikslumu.

Skirtingy mieliy rusiy ATR IR sugerties spektry PCA atlikta naudojant programinj paketa
,,Origin®, pasirenkant 1700 cm™ — 1600 cm™ spektrinj intervala. Skirtingy mieliy riisiy ATR IR

sugerties spektry PCA diagrama pateikiama 23 pav.
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23 pav. Skirtingy mieliy rasiy ATR IR sugerties spektry PCA diagrama atlikta pasirinkus spektrinj
intervala, esantj nuo 1700 cm™ iki 1600 cm?

Galima pastebéti, kad skirtingy raiSiy mieliy ATR IR sugerties spektrai gali biiti suskirstyti i
tris atskiras grupes. Kairéje diagramos puséje yra sugrupuota didzioji dalis C. guilliermondii mieliy
ATR IR sugerties spektry, vidurinéje diagramos dalyje didzioji dalis C. lusitaniae mieliy ATR IR
sugerties spektry, o desinéje diagramos puséje didzioji dalis S. cerevisiae mieliy ATR IR sugerties
spektry. Penki S. cerevisiae ir vienas C. guilliermondii mieliy ATR IR sugerties spektrai yra
sugrupuojami ar¢iau C. lusitaniae mieliy ATR IR sugerties spektry klasterio ir vienas C. lusitaniae
mieliy ATR IR sugerties spektras yra sugrupuojamas arciau S. cerevisiae mieliy ATR IR spektry
klasterio. Netikslus skirtingy mieliy rasiy ATR IR sugerties spektry priskyrimas gali biiti paaiskintas
tuo, kad skirtingy mieliy ruSiy ATR IR sugerties spektrai yra panasis, o stebimas spektriniy juosty
intensyvumo kitimas priklauso nuo bandinio pasiskirstymo Petri 1€ksteléje ir nuo mieliy auginimo
salygy. Taigi, remiantis PCA diagrama, C. guilliermondii mieliy ATR IR sugerties spektrai gali biiti
identifikuojami 90 %, C. lusitaniae mieliy ATR IR sugerties spektrai — 90,1 %, 0 S. cerevisiae mieliy
ATR IR sugerties spektrai — 83,3 % tikslumu.

Apibendrinus skirtingy mieliy rasiy identifikavimo tyrima, galima teigti, kad FT-IR ATR
spektrinis metodas yra tinkamas skirtingy patogeniniy mieliy rusiy identifikavimui. Remiantis
magistrantiros studijy baigiamojo darbo metu gautais rezultatais skirtingy risiy mieliy ATR IR
sugerties spektry identifikavimui yra tinkamesnis PCA statistinés analizés metodas, kadangi
tikslumas svyruoja nuo 83,3 % iki 90,1 %, kai tuo tarpu remiantis HCA statistinés analizés
dendrograma identifikavimo tikslumas stipriai priklauso nuo tiriamos patogeniniy mieliy rusies ir
svyruoja nuo 66,7 % iki 100 %.
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2.2.5. Mieliy ziities mechanizmo tyrimas

Mokslo tiriamojo darbo metu siekta jvertinti, ar remiantis ATR IR sugerties spektrais galima
identifikuoti patogeniniy mikroorganizmy zuties mechanizma, kadangi yra galimi du Igsteliy ziities
biidai — apoptoze (léta, uzprogramuota mirtis) ir nekroze (greita, atsitiktiné zitis). Tam tikslui buvo
registruojami patogeniniy mikroorganizmy, paveikty ultravioletine (UV) spinduliuote ar terminiu
Soku, ATR IR sugerties spektrai. Tyrimo metu buvo gauta vienuolika C. lusitaniae ir vienuolika
C. guilliermondii rasiy mieliy, paveikty UV spinduliuote, bandiniy bei vienuolika C. lusitaniae ir
devyni C. guilliermondii rasiy mieliy, paveikty terminiu Soku, bandiniai. UV spinduliuote paveikty
mikroorganizmy bandiniai laikyti 10 minuciy juos apSvieciant intensyvia 320 nm bangos ilgio
spinduliuote. Siekiant sukelti terminj Soka mikroorganizmai laikyti 14 val. 55 °C temperatiroje
(tyrimui paruo$ti bandiniai gauti i§ JGMC). Paveikus mikroorganizmg UV spinduliuote yra
pazeidziama lasteliy DNR, jvyksta mutacijos ir mikroorganizmus iStinka greita zitis, o paveikus
mikroorganizma terminiu Soku taip pat yra paveikiama mikroorganizmy lasteliy DNR, taciau Siuo
atveju lasteliy Zuvimo procesas — létas.

Nepaveikty, paveikty UV spinduliuote ar terminiu Soku C. lusitaniae ir C. guilliermondii

mieliy ATR IR sugerties spektrai pateikiami 24 pav.
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24 pav. Nepaveikty ir paveikty UV spinduliuote ar terminiu Soku (a) C. lusitaniae ir (b) C. guilliermondii
mieliy ATR IR sugerties spektrai 1800 cm™ — 750 cmspektrinéje srityje ir (c), (d) 1423 cm? —
1356 cm* spektrinéje srityje



Galima pastebéti, kad terminiu Soku paveikty C. guilliermondii ir C. lusitaniae mieliy ATR
IR sugerties spektruose yra stebimas spektrinés juostos, esancios ties 1370 cm™, atsiradimas. Si
spektriné juosta yra stebima kaip spektrinés juostos, esanios ties 1398 cm™, petys. Spektriné juosta,
esanti ties 1370 cm™, yra priskiriama nukleobaziy, guanino arba citozino, v(C-N) virpesiui. Sios
spektrinés juostos intensyvumo padidéjimas gali biiti siejamas su padidéjusiu nukleobaziy kiekiu
mielése. Einant laikui mieléms pradeda trukti maistiniy medziagy bei energijos, o nukleobazés veikia
kaip energijos Saltinis. Mielés taip pat gali naudoti puring (Siuo atveju guaning) kaip azoto Saltinj,
kuris yra reikalingas aminorigS§tims sudaryti [42-43]. Ankstesniy tyrimy metu pastebéta, kad
registruojant C. guilliermondii ir C. lusitaniae mieliy bandiniy ATR IR sugerties spektrus, praéjus
skirtingam laiko tarpui nuo mikroorganizmy uzauginimo, taip pat yra stebimas minétos spektrinés
juostos intensyvumo padidéjimas (spektrai pateikiami 2 priedo 1 pav.) [44], todél $i spektriné juosta
gali biti siejama su mieliy Zitimi.

Terminiu Soku paveikty C. lusitaniae ir C. guilliermondii mieliy ATR IR sugerties spektruose
taip pat stebimas spektrinés juostos poslinkis i§ 1637 cm™ j 1625 cm™, kuri priskiriama baltymy
Amidas I grupés v(C=0) ir 5(C-N) virpesiams. Baltymy Amidas I grupei priskiriama spektriné juosta
yra sudaryta i§ atskiry tarpusavyje persiklojanciy spektriniy juosty, o jos padétis ir kontiiras teikia
informacijg apie antring baltymo strukiirg (o spirales, B klostes ir Kitas atsitiktines struktiiras).
Spektriniai skirtumai, spektriniame intervale, esanéiame nuo 1640 cm™ iki 1615 cm™, yra susije su
struktiiriniais pokyc¢iais B klostése. Struktiiriniai pokyc¢iai paveikus mieles terminiu Soku gali biiti
stebimi del baltymy agregacijos, kadangi yra Zinoma, kad agregavus baltymams Amidas I spektriné
juosta pasislenka ] mazesniy bangos skaiCiy puse ir yra stebima spektrinéje srityje, esancioje nuo
1625 cmtiki 1620 cm [45-46].

Palyginus nepaveikty ir paveikty UV spinduliuote C. guilliermondii ir C. lusitaniae mieliy
ATR IR sugerties spektrus, sunku vizualiai nustatyti spektrinius pozymius, kurie leisty identifikuoti
Zuties mechanizma. Yra stebimas tik nezymus spektriniy juosty intensyvumo kitimas, kuris, remiantis
ankstesniais magistro studijy I kurso pavasario semestro mokslo tiriamojo darbo metu gautais
rezultatais, gali priklausyti nuo mieliy auginimo salygy, kurias kiekvieng karta sunku islaikyti
identiSkas bei gali priklausyti nuo maistinés terpés, kurioje auginami bandiniai, nevienalytiSkumo.

Siekiant jvertinti, ar pritaikius statistinius analizés metodus, galima i§ ATR IR sugerties
spektry identifikuoti mikroorganizmy Ziities mechanizma, atliktos HCA ir PCA. C. lusitaniae mieliy
ATR IR sugerties spektry HCA atlikta naudojant programinj paketg ,,Origin®, taikant Ward algoritma,
pasirenkant spektrinj intervala, esantj nuo 1724 cm™ iki 1535 cm™, kuriame yra stebima baltymams

(1637 cm™) priskiriama spektriné juosta. HCA dendrograma pateikiama 25 pav.
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25 pav. Nepaveikty, paveikty UV spinduliuote ir terminiu Soku C. lusitaniae mieliy ATR IR sugerties

spektry HCA dendrograma (pavadinimuose trumpinys TERMO atitinka terminiu Soku paveiktus bandinius,
0 UV — UV spinduliuote paveiktus bandinius).

Galima pastebéti, kad nepaveikty bei paveikty UV spinduliuote ar terminiu Soku C. lusitaniae
mieliy ATR IR sugerties spektrai yra sugrupuojami | tris atskirus klasterius 100 % tikslumu. Kair¢je
dendrogramos puséje sugrupuojami nepaveikty C. lusitaniae mieliy ATR IR sugerties spektrai,
vidurinéje dendrogramos dalyje — UV spinduliuote paveikty C. lusitaniae mieliy ATR IR sugerties
spektrai. Sie du klasteriai toliau apjungiami j viena didesn;j klasterj, kadangi spektriniai skirtumai tarp
minéty ATR IR sugerties spektry yra nezymis. Terminiu Soku paveikty C. lusitaniae mieliy ATR IR
sugerties spektrai yra iSskiriami j atskirg klasterj dendrogamos desinéje puséje, kadangi analizei
pasirinktoje spektrinéje srityje, Siems spektrams biidingas baltymams priskiriamos spektrinés juostos,
esancios ties 1637 cm™, poslinkis.

Nepaveikty, paveikty UV spinduliuote ar terminiu Soku C. lusitaniae mieliy ATR IR sugerties
spektry PCA atlikta naudojant programinj paketa ,,Origin®, pasirenkant 1700 cm™* — 1600 cm™
spektrinj intervalg. PCA diagrama pateikiama 26 pav.
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26 pav. Nepaveikty, paveikty UV spinduliuote ar terminiu $oku C. lusitaniae mieliy ATR IR sugerties
spektry PCA diagrama

Paveikty terminiu Soku C. lusitaniae mieliy ATR IR sugerties spektrai yra gerai iSskiriami j
atskirg klasterj, todél, remiantis PCA diagrama, terminiu Soku paveikty C. lusitaniae mieliy ATR IR
sugerties spektrai gali buti identifikuojami 100 % tikslumu. Taciau nepaveikty ir paveikty UV
spinduliuote C. lusitaniae mieliy ATR IR sugerties spektry grupés yra Siek tiek persiklojusios, todél
nepaveikty C. lusitaniae mieliy ATR IR sugerties spektrai gali buti identifikuojami 100 %, o paveikty
UV spinduliuote C. lusitaniae mieliy ATR IR sugerties spektrai 72,7 % tikslumu.

Siekiant nustatyti kaip tiksliai gali buti identifikuojamas C. guilliermondii mieliy zuties
mechanizmas taip pat atliktos nepaveikty, paveikty UV spinduliuote ar terminiu Soku
C. guilliermondii mieliy ATR IR sugerties spektry HCA ir PCA. HCA atlikta taikant Ward algoritma,
pasirenkant 1690 cm™ — 1611 cm™ spektrinj intervalg. HCA dendrograma pateikiama 27 pav.
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27 pav. Nepaveikty, paveikty UV spinduliuote ir terminiu Soku C. guilliermondii mieliy ATR IR sugerties
spektry HCA dendrograma (pavadinimuose trumpinys TERMO atitinka terminiu Soku paveiktus bandinius,
0 UV — UV spinduliuote paveiktus bandinius).

Galima pastebéti, kad terminiu Soku paveikty C. guilliermondii mieliy ATR IR sugerties
spektrai yra sugrupuojami desinéje dendrogramos puséje, kuri pazyméta raudona spalva. Kairéje
dendrogramos puséje yra sugrupuojami nepaveikty ir paveikty UV spinduliuote C. guilliermondii
mieliy ATR IR sugerties spektrai. Nepaveikty ir paveikty UV spindulivote C. guilliermondii mieliy
ATR IR sugerties spektrai HCA dendrogramoje néra gerai iSskiriami j du atskirus klasterius, todél
remiantis HCA dendrograma sunku identifikuoti nepaveikty ir paveikty UV spinduliuote
C. guilliermondii mieliy ATR IR sugerties spektrus, taciau paveikty terminiu Soku C. guilliermondii
mieliy ATR IR sugerties spektrai gali buti identifikuojami 100 % tikslumu.

Nepaveikty, paveikty UV spinduliuote ar terminiu Soku C. guilliermondii mieliy PCA atlikta

pasirenkant spektrinj intervalg, esantj nuo 1700 cm™ iki 1600 cm™. PCA diagrama pateikiama 28 pav.
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28 pav. Nepaveikty, paveikty UV spinduliuote ir terminiu Soku C. guilliermondii mieliy ATR IR
sugerties spektry PCA diagrama

Terminiu Soku paveikty C. guilliermondii mieliy ATR IR sugerties spektrai, kaip ir HCA
atveju, yra gerai iSskiriama j atskirg klasterj, todél terminiu Soku paveiktos C. guilliermondii mielés,
remiantis ATR IR sugerties spektrais, gali bati identifikuojamos 100 % tikslumu. Nepaveikty ir
paveikty UV spinduliuote C. guilliermondii mieliy ATR IR sugerties spektry klasteriai persikloja,
tod¢l remiantis PCA diagrama sunku tiksliai jvertinti nepaveikty ir paveikty UV spinduliuote
C. guilliermondii mieliy ATR IR sugerties spektry identifikavimo tiksluma.

Apibendrinus mieliy zities mechanizmo tyrima, galima teigti, kad FT-IR ATR spektrinis
metodas yra tinkamas siekiant identifikuoti terminiu Soku paveiktas mieles i§ ATR IR sugerties
spektry. Tiek C. guilliermondii, tiek C. lusitaniae mielés, kurios paveiktos terminiu $oku, gali biiti
identifikuojamos 100 % tikslumu, taikant HCA ir PCA statistinés analizés metodus. Nepaveikty ir
paveikty UV spindulivote C. lusitaniae mieliy ATR IR sugerties spektrai gali buti identifikuojami
100 % tikslumu tik taikant HCA statistinés analizés metoda. Remiantis PCA diagrama, paveikty UV
spinduliuote C. lusitaniae mieliy ATR IR sugerties spektrai yra sugrupuojami ar¢iau nepaveikty
C. lusitaniae mieliy ATR IR sugerties spektry klasterio, todél UV spinduliuote paveikty C. lusitaniae
mieliy ATR IR sugerties spektry identifikavimo tikslumas sumazéja iki 72,7 %. FT-IR ATR
spektrinis metodas néra tinkamas siekiant identifikuoti nepaveikty ir paveikty UV spinduliuote
C. guilliermondii mieliy ATR IR sugerties spektrus, kadangi HCA dendrogramoje ir PCA diagramoje
spektry klasteriai persikloja. Spektry klasteriy persiklojimas gali biiti stebimas dél to, kad nepaveikty
ir paveikty UV spinduliuote C. guilliermondii mieliy ATR IR sugerties spektrai yra panasis, stebimas
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tik spektriniy juosty intensyvumo kitimas, kuris gali priklausyti nuo mieliy savybiy skirtingai
reaguoti ] UV spinduliuotés poveikj. Taip pat gali bati susijgs su nehomogeniniu bandinio

pasiskirstymu Petri 1¢kstel¢je bei priklausyti nuo mieliy auginimo salygy.

2.2.6. Skirtingy S. cerevisiae mieliy porasiy identifikavimo tyrimas

Magistrantiiros studijy baigiamojo darbo metu tirti skirtingi S. cerevisiae mieliy portsiai
(S. cerevisiae PSI, S. cerevisiae weak, S. cerevisiae strong). Pagrindinis skirtumas tarp skirtingy
S. cerevisiae mieliy portsiy yra lastelése egzistuojantys epigenetiniai elementai — prionai. Mieliy
prionai yra baltymy pagrindu sukurti genetiniai elementai, kurie dél savaiminiy baltymy struktiiros
pokyc¢iy lemia skirtingus fenotipus. Prionui [PSI] yra galimi variantai, kuriy fenotipas yra stiprus
(S. cerevisiae strong) arba silpnas (S. cerevisiae weak), 0 S. cerevisiae PSI” priono neturi [47]. Tyrimy
metu gauti desimt S. cerevisiae PSI’, desimt S. cerevisiae weak ir deSimt S. cerevisiae strong mieliy
bandiniai. Suvidurkinti skirtingy S. cerevisiae mieliy ports§iy ATR IR sugerties spektrai yra

pateikiami 29 pav.

S. cerevisiae PSI”
S. cerevisiae strong
S. cerevisiae weak

Optinis tankis

1800 1600 1400 1200 1000 800

Bangos skai¢ius, cm’!
29 pav. Skirtingy S. cerevisiae mieliy porti§iy ATR IR sugerties spektrai

Skirtingy S. cerevisiae mieliy porasiy ATR IR sugerties spektrai yra panasis ir stebimi tik
nezymiis spektriniy juosty intensyvumo pokydiai, bei spektrinés juostos, esanéios ties 1238 cm™
(fosfatas I, baltymai), poslinkis. Intensyvumo poky¢iai spektrinéje srityje, esan¢ioje nuo 1183 cm™
iki 930 cm™, bei spektrinés juostos, esan¢ios ties 1238 cm™, poslinkis gali priklausyti nuo mieliy
auginimo salygy, kurias sunku islaikyti identiSkas, bei nuo mitybinés terpés, esancios Petri 1éksteléje.
Skirtingy S. cerevisiae mieliy poriisSiy ATR IR sugerties spektruose taip pat stebimas spektriniy
juosty, esan¢iy ties 1312 cm™ (baltymai), 1340 cm™ (baltymai (kolagenas)), 1398 cm™ (riebiosios ir
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amino riigstys), 1453 cm™ (alkanai, acikliniai junginiai), intensyvumo kitimas. Sis spektriniy juosty
intensyvumo kitimas néra reikSminis ir gali biiti stebimas dél jau jvardinty priezasciy.

Kadangi vizualiai nebuvo stebimi reik§mingi spektriniai zymenys, kurie leisty identifikuoti
skirtingus S. cerevisiae mieliy porisius, atliktos HCA ir PCA. HCA atlikta naudojant programinj
paketa ,,Origin®, taikant Ward algoritma, pasirenkant spektrinj intervala, esantj nuo 1021 cm™ iki
940 cm™. HCA dendrograma pateikiama 30 pav.
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30 pav. Skirtingy S. cerevisiae mieliy portisiy ATR IR sugerties spektry HCA dendrograma (neteisingai
grupei priskirti ATR IR sugerties spektrai pazyméti rodyklémis)

Galima pastebéti, kad skirtingi S. cerevisiae mieliy poriisSiy ATR IR sugerties spektrai yra
suklasifikuojami ] tris atskiras grupes. Kair¢je dendrogramos puséje yra sugrupuota didZioji dalis
S. cerevisiae weak mieliy ATR IR sugerties spektry, viduringje dendrogramos dalyje didzioji dalis
S. cerevisiae PSI" mieliy ATR IR sugerties spektry, o desingje dendrogramos dalyje didzioji dalis
S. cerevisiae strong mieliy ATR IR sugerties spektry. Neteisingai priskirti aStuoni ATR IR sugerties
spektrai, t.y. S. cerevisiae weak mieliy ATR IR sugerties spektry grupei priskirti du S. cerevisiae PSI
mieliy ATR IR sugerties spektrai, S. cerevisiae PSI"mieliy ATR IR sugerties spektry grupei priskirti
vienas S. cerevisiae weak ir du S. cerevisiae strong mieliy ATR IR sugerties spektrai, S. cerevisiae
strong mieliy ATR IR sugerties spektry grupei priskirtas vienas S. cerevisiae weak ir du S. cerevisiae
PSI” mieliy ATR IR sugerties spektrai. Du S. cerevisiae PSI" mieliy ATR IR sugerties spektrai galéjo
bati priskirti S. cerevisiae weak mieliy ATR IR sugerties spektry grupei dél to, jog mielés, neturincios
priono, gali mazai skirtis nuo mieliy su silpnai iSreikStu prionu. D¢l Sios prieZasties vienas

S. cerevisiae weak mieliy spektras priskirtas S. cerevisiae PSI" mieliy ATR IR sugerties spektry
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grupei. Kad S. cerevisiae weak ir S. cerevisiae PSI" mieliy porisiai yra panasis, rodo ir tai, kad

S. cerevisiae PSI™ir S. cerevisiae weak mieliy ATR IR sugerties spektry grupiy klasteriai yra

apjungiami j vieng didesnj klasterj. Teisingoms grupéms i§ viso priskirti dvideSimt du ATR IR

sugerties spektrai, 0 metodo tikslumas siekia 73,3 %. S. cerevisiae weak mieliy ATR IR sugerties

spektrai gali bati identifikuojami 80 %, S. cerevisiae PSI" mieliy ATR IR sugerties spektrai — 60 %,

0 S. cerevisiae strong mieliy ATR IR sugerties spektrai — 80 % tikslumu.

Skirtingy S. cerevisiae mieliy portsiy ATR IR sugerties spektry PCA diagramos, kurios

atliktos skirtinguose spektriniuose intervaluose, pateikiamos 31 pav.
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31 pav. Skirtingy S. cerevisiae mieliy poriisiy ATR IR sugerties spektry PCA diagramos, atliktos
pasirenkant (a) 1800 cm™ — 750 cm?, (b) 1021 cm™ — 940 cm™?, (c) 1281 cm™ — 1184 cm™?, (d) 1183 cm™ —
930 cm™ spektrinius intervalus

Galima pastebéti, kad nepriklausomai nuo pasirinkto spektrinio intervalo, PCA diagramose

skirtingy S. cerevisiae mieliy portisiy ATR IR sugerties spektrams biidinga didelé dispersija, spektrai

néra sugrupuojami j atskirus klasterius. Visy S. cerevisiae mieliy poriisSiy ATR IR sugerties spektrai

persikloja, todél remiantis PCA diagrama sunku identifikuoti skirtingus S. cerevisiae mieliy portsius.
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Remiantis atliktu tyrimu, galima teigti, kad siekiant identifikuoti skirtingus S. cerevisiae
mieliy portsius tinkamesnis yra HCA statistinés analizés metodas, kadangi priklausomai nuo portisio
S. cerevisiae mielés gali buti identifikuojamos 60 % — 80 % tikslumu. Taikant PCA statistinés
analizés metodg sunku identifikuoti skirtingus S. cerevisiae mieliy porasius, nes skirtingy
S. cerevisiae mieliy porisiy ATR IR sugerties spektrai persikloja. Netiksliai S. cerevisiae mieliy
poriisiy ATR IR sugerties spektrai gali buti priskiriami dél to, jog skirtingy S. cerevisiae mieliy
porusiy ATR IR sugerties spektrai yra gana panasiis ir stebimas tik nezymus spektriniy juosty
intensyvumo kitimas. Nezymus spektriniy juosty intensyvumo kitimas leidzia daryti iSvada, kad
mikroorganizmai yra labai panasiis, o kadangi i§ atlikty tyrimy yra zinoma, kad spektriniy juosty
intensyvumo kitimas gali priklausyti nuo maitinamosios terpés, esancios Petri 1¢ksteléje, ir nuo
bandinio auginimo salygy, negalima tiksliai jvertinti spektriniy pozymiy bidingy skirtingy
S. cerevisiae mieliy porisiy ATR IR sugertiems spektrams. Siekiant tiksliau jvertinti FT-IR ATR
spektrinio metodo pritaikomumg skirtingy S. cerevisiae mieliy porisiy identifikavimui yra svarbu

atlikti tyrimus su didesne bandiniy imtimi.

2.3. Tyrimo rezultaty apibendrinimas

Apibendrinus magistrantiiros studijy baigiamojo darbo rezultatus galima teigti, kad FT-IR
ATR sugerties spektrinis metodas yra tinkamas patogeniniy mieliy ir bakterijy identifikavimui.
Atlikus bakterijy ir mieliy ATR IR sugerties spektry atsikartojamumo tyrima pastebéta, kad mieliy
ATR IR sugerties spektrai atsikartoja geriau nei bakterijy ATR IR sugerties spektrai. Spektruose
stebimi spektriniy juosty intensyvumo, padéties bei kontiiro pokyc¢iai daugiausia gali biiti siejami su
patogeniniy mikroorganizmy auginimo salygy kitimu, kadangi jas sunku kiekvieng kartg iSlaikyti
identiSkas. Taip pat gali biiti siejami su nehomogeniniu bandinio pasiskirstymu Petri lekSteléje.

Pagrindiniai spektriniai skirtumai tarp mieliy ir bakterijy ATR IR sugerties spektry yra stebimi
spektrinéje srityje, esan¢ioje nuo 1183 ecm™ iki 930 cm™, kuri susijusi su bakterijy ir mieliy Igsteliy
sienelése esanciais angliavandeniais.

Siekiant jvertinti, kaip tiksliai gali biiti identifikuojami patogeniniy mieliy ir bakterijy ATR
IR sugerties spektrai, atliktos HCA ir PCA. Nustatyta, kad atlikus HCA spektriniame intervale,
esanéiame nuo 1800 cm™ iki 750 cm™, bakterijy ATR IR sugerties spektrai identifikuojami 89,9 %,
o mieliy ATR IR sugerties spektrai — 100 % tikslumu. Atlikus PCA spektriniame intervale, esanc¢iame
nuo 1345 cm™ iki 930 cm™, bakterijy ATR IR sugerties spektrai yra identifikuojami 91,2 %, o mieliy
ATR IR sugerties spektrai - 100 % tikslumu. Bakterijy ATR IR sugerties spektrai identifikuojami
mazesniu tikslumu, nei mieliy ATR IR sugerties spektrai, kadangi Arthrobacter sp. bakterijy ATR
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IR sugerties spektrai yra priskiriami mieliy ATR IR sugerties spektry klasteriui. Taikant abu
statistinés analizés metodus mieliy ir bakterijy ATR IR sugerties spektrai yra identifikuojami panasiu
tikslumu, todel siekiant identifikuoti patogeniniy mikroorganizmy rii§j gali biiti taikoma tiek HCA,
tiek PCA.

Baigiamojo darbo metu taip pat atliktas skirtingy bakterijy ir mieliy risiy identifikavimo
tyrimas. Atliekant skirtingy bakterijy rusiy identifikavimo tyrimg pirmiausia atliktos HCA ir PCA
siekiant nustatyti kaip tiksliai gali bati identifikuojamos gram — teigiamy ir gram — neigiamy bakterijy
rusys. Atlikus HCA nustatyta, kad gram — neigiamy bakterijy ATR IR sugerties spektrai gali buti
identifikuojami 93,3 %, 0 gram — teigiamy bakterijy ATR IR sugerties spektrai — 88,1 % tikslumu.
Taikant PCA statistinés analizés metoda nustatyta, kad gram — neigiamy bakterijy ATR IR sugerties
spektrai gali buti identifikuojami 100 %, o gram — teigiamy bakterijy ATR IR sugerties spektrai —
73,6 % tikslumu. Kadangi abiem atvejais gram — teigiamy ir gram — neigiamy bakterijy ATR IR
sugerties spektry identifikavimo tikslumo pokyciai néra Zymiis svarbu atlikti tyrimg su didesne
bandiniy imtimi taikant abu statistinés analizés metodus.

Ivertinus gram — teigiamy ir gram — neigiamy bakterijy ATR IR sugerties spektry
identifikavimo tikslumg siekta nustatyti kaip tiksliai gali bati identifikuojamos skirtingos bakterijy
rasys. Atlikus skirtingy gram — teigiamy bakterijy rasiy ATR IR sugerties spektry HCA nustatyta,
kad Arthrobacter sp., Bacillus sp., ir S. pyogenes bakterijy ATR IR sugerties spektrai gali buti
identifikuojami 85,7 % tikslumu, Sarcina sp. ir S. aureus bakterijy ATR IR sugerties spektrai gali
buti identifikuojami 71,4 % tikslumu, o Streptomyces sp. bakterijy ATR IR sugerties spektrai —
42,9 % tikslumu. Remiantis PCA diagrama Arthrobacter sp. bakterijy ATR IR sugerties spektrai gali
bati identifikuojami 100 %, Bacillus sp., Sarcina sp. ir S. pyogenes bakterijy ATR IR sugerties
spektrai — 85,7 %, Streptomyces sp. bakterijy ATR IR sugerties spektrai - 71,4 %, S. aureus ATR IR
sugerties spektrai — 42,9 % tikslumu. Taikant abu statistinés analizés metodus skirtingy bakterijy
rasiy ATR IR sugerties spektry identifikavimo tikslumas panaSus, todél svarbu atliekant tolimesnius
tyrimus, su didesne bandiniy imtimi, taikyti abu statistinés analizés metodus.

HCA ir PCA statistinés analizés metodai taip pat pritaikyti ir siekiant nustatyti kaip tiksliai
gali bati identifikuojami skirtingy gram — neigiamy bakterijy rtsiy ATR IR sugerties spektrai. Taikant
HCA statistinés analizés metoda, sunku tiksliai identifikuoti skirtingy gram — neigiamy bakterijy
rasiy ATR IR sugerties spektrus, taciau taikant PCA statistinés analizés metodg E. coli ir
P. aeruginosa bakterijy ATR IR sugerties spektrai gali bati identifikuoti 100 % tikslumu. Todél
remiantis atliktais tyrimais, galima teigti, siekiant identifikuoti skirtingy gram — neigiamy bakterijy
risiy ATR IR sugerties spektrus yra tinkamesnis PCA statistinés analizés metodas.

Palyginus skirtingy mieliy riisiy ATR IR sugerties spektrus nustatyta, kad vizualiai jvertinti

spektrinius Zymenis sunku, o stebimas spektriniy juosty intensyvumo pokytis gali biiti susijes su
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mieliy auginimo salygomis bei priklausyti nuo nehomogeninio bandiniy pasiskirstymo Petri
leksteléje. Atlikus HCA nustatyta, kad C. lusitaniae mieliy ATR IR sugerties spektrai gali buti
identifikuojami 100 %, S. cerevisiae mieliy ATR IR sugerties spektrai — 66,7 % , 0 C. guilliermondii
mieliy ATR IR sugerties spektrai — 90 % tikslumu. Taikant PCA statistinés analizés metoda
C. guilliermondii mieliy ATR IR sugerties spektrai gali buti identifikuojami 90 %, C. lusitaniae
mieliy ATR IR sugerties spektrai — 90,1 %, o S. cerevisiae mieliy ATR IR sugerties spektrai —
83,3 % tikslumu. Remiantis gautais rezultatais PCA statistinés analizés metodas yra tinkamesnis
skirtingy mieliy riisiy identifikavimui.

Magistrantiros studijy baigiamojo darbo metu registruoti mieliy, kurios paveiktos UV
spinduliuote ar terminiu Soku, ATR IR sugerties spektrai, siekiant nustatyti spektrinius pozymius,
leidziancius identifikuoti mikroorganizmo ziities mechanizmg. Palyginus nepaveikty ir paveikty UV
spinduliuote ar terminiu Soku C. lusitaniae ir C. guilliermondii mieliy ATR IR sugerties spektrus,
nustatyta, kad C. lusitaniae ir C. guilliermondii mieliy, kurios paveiktos terminiu Soku, ATR IR
sugerties spektruose yra stebimas baltymams priskiriamos spektrinés juostos, esancios ties
1637 cm™, poslinkis j 1625 cm™. Taip pat yra stebimas spektrinés juostos, esanéios ties 1370 cm™,
kuri priskiriama nukleobazéms, intensyvumo padidéjimas. Vizualiai néra stebimi zymds spektriniai
skirtumai tarp nepaveikty ir UV spinduliuote paveikty C. lusitaniae ir C. guilliermondii mieliy ATR
IR sugerties spektry, todél, siekiant jvertinti FT-IR ATR spektrinio metodo pritaikomuma ziities
mechanizmo identifikavimui, atliktos HCA ir PCA. Atlikus HCA nustatyta, kad nepaveikty, paveikty
UV spindulivote ar terminiu Soku C. lusitaniae mieliy ATR IR sugerties spektrai gali bati
identifikuojami 100 % tikslumu, paveikty terminiu Soku C. gulliermondii mieliy ATR IR sugerties
spektrai — 100 % tikslumu, o nepaveikty ir paveikty UV spinduliuote C. guilliermondii mieliy ATR
IR sugerties spektry identifikavimo tikslumo jvertinti nepavyko dél persiklojanciy klasteriy. Atlikus
PCA nustatyta, kad nepaveikty ir paveikty terminiu Soku C. lusitaniae mieliy ATR IR sugerties
spektrai gali buti identifikuojami 100 % tikslumu, o paveikty UV spinduliuote C. lusitaniae mieliy
ATR IR sugerties spektrai — 72,7 % tikslumu. Remiantis nepaveikty, paveikty UV spinduliuote ar
terminiu Soku C. guilliermondii mieliy ATR IR sugerties spektry PCA diagrama, paveikty terminiu
Soku C. guilliermondii mieliy ATR IR sugerties spektrai gali biiti identifikuojami 100 % tikslumu, o
nepaveikty ir paveikty UV spinduliuote C. guilliermondii mieliy ATR IR sugerties spektry, kaip ir
taikant HCA statistinés analizés metods, identifikuoti nepavyko. Apibendrinus galima teigti, kad
siekiant nustatyti C. lusitaniae mieliy zities mechanizmg HCA statistinés analizés metodas yra
tikslesnis, taciau atliekant tyrimus su didesne bandiniy imtimi gali biiti ir toliau taikomi abu statistinés
analizés metodai siekiant patikslinti identifikavimo tiksluma. Pritaikius abu statistinés analizés
metodus nepaveikty, paveikty UV spinduliuote ar terminiu Soku C. guilliermondii mieliy ATR IR

sugerties spektrams nustatyta, kad 100 % tikslumu galima identifikuoti tik terminiu Soku paveikty
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C. guilliermondii mieliy ATR IR sugerties spektrus. Nepaveikty ir paveikty UV spinduliuote
C. guilliermondii mieliy ATR IR sugerties spektry identifikavimo tikslumg jvertinti sunku, kadangi
stebimas Siy ATR IR sugerties spektry Klasteriy persiklojimas. Siekiant jvertinti FT-IR ATR
spektrinio metodo pritaikomumg C. guilliermondii mieliy zities mechanizmo identifikavimui yra
svarbu ir toliau taikyti abu statistinés analizés metodus, tyrimus atliekant su didesne bandiniy imtimi.

Baigiamojo darbo metu siekta iSsiaiskinti ar FT-IR ATR spektrinis metodas yra tinkamas
skirtingy S. cerevisiae mieliy poriiSiy identifikavimui. Vizualiai nebuvo stebimi zymis spektriniai
skirtumai tarp skirtingy S. cerevisiae mieliy porii$iy ATR IR sugerties spektry, todél atliktos HCA ir
PCA. Atlikus HCA nustatyta, kad S. cerevisiae weak mieliy ATR IR sugerties spektrai gali bati
identifikuojami 80 %, S. cerevisiae PSI" mieliy ATR IR sugerties spektrai — 60 %, o0 S. cerevisiae
strong mieliy ATR IR sugerties spektrai — 80 % tikslumu. Taikant PCA statistinés analizés metoda

nepavyko identifikuoti skirtingy S. cerevisiae mieliy porti§iy ATR IR sugerties spektry.
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Pagrindiniai rezultatai ir iSvados

. Atlikus 150 patogeniniy mikroorganizmy bandiniy ATR IR sugerties spektry analiz¢ nustatyta,
kad vizualinés analizés, siekiant identifikuoti mikroorganizmo tipa, nepakanka, todél biitina atlikti
statisting analize.

. Taikant FT-IR ATR spektrinj metodg gali bati identifikuoti skirtingi patogeniniy mikroorganizmy
tipai. Identifikavimo tikslumas priklauso nuo pasirinkto statistinés analizés metodo ir siekia nuo
89,9 % iki 100 %.

. Taikant FT-IR ATR spektrinj metoda gali buti identifikuotos skirtingos bakterijy rasys.
Identifikavimo tikslumas priklauso nuo tiriamos bakterijy rasies bei nuo pasirinkto statistinés
analizés metodo ir kai kurioms bakterijoms gali siekti 100 %.

. Atlikus statisting analiz¢ nustatyta, kad taikant FT-IR ATR spektrinj metoda gali biiti
identifikuotos skirtingos mieliy rasys. ldentifikavimo tikslumas priklauso nuo pasirinkto
statistinés analizés metodo bei nuo tiriamos mieliy rasies ir siekia nuo 66,7 % iki 100 %.

. Atlikus nepaveikty, paveikty UV spinduliuote ar terminiu Soku C. lusitaniae ir C. guilliermondii
mieliy ATR IR sugerties spektry statisting analize nustatyta, kad nepaveikty, paveikty UV
spindulivote ir terminiu Soku C. lusitaniae mieliy ATR IR sugerties spektry identifikavimo
tikslumas gali siekti 100 %, o C. guilliermondii mieliy atveju 100 % tikslumu gali buti
identifikuojami tik terminiu Soku paveikty mieliy ATR IR sugerties spektrai.

. Taikant FT-IR ATR spektrinj metoda skirtingus S. cerevisiae mieliy portsius galima identifikuoti
atliekant tik hierarching klasteriy analiz¢. Metodo tikslumas gali siekti nuo 60 % iki 80 %.
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PADEKA

Uz tyrimui paruoStus bandinius ir bendradarbiavimg dékojame Vilniaus universiteto Gamtos
moksly fakulteto Mikrobiologijos ir Biotechnologijos katedros (VU JGMC) docentei Eglei

Lastauskienei ir jos vadovaujamai tyréjy grupei.

54



LITERATUROS SALTINIU SARASAS

[1] 2016 mety miréiy nuo infekciniy ligy statistika, prieiga per interneta:
<https://www.bcm.edu/departments/molecular-virology-and-microbiology/emerging-infections-
and-biodefense/introduction-to-infectious-diseases> [zitiréta 2020-06-18]

[2] M. Pigtowski, Pathogenic and Non-Pathogenic Microorganisms in the Rapid Alert System for
Food and Feed, International journal of environmental research and public health 16, 477 (2019)

[3] M. Harz, P. Rosch, J. Popp, Vibrational Spectroscopy — A Powerful Tool for the Rapid
Identification of Microbial Cells at the Single Cell Level, Cytometry 75A, 104-113 (2009)

[4] D. R. Soll, Mixed Mycotic Infections, in: Polymicrobial Diseases, eds. K. A. Brogden, J. M.
Guthmiller, Chapter 17 (Washington (DC), ASM Press, 2002)

[5] B. Buszewski, A. Rogowska, P. Pomastowski, M. Ztoch, V. Railean-Plugaru, ldentification of
Microorganisms by Modern Analytical Techniques, Journal of AOAC International 100, 1607-1623
(2017)

[6] Tim Sandle, 9 - Microbial identification, in: Pharmaceutical Microbiology ed. Tim Sandle
(Sawston, Woodhead Publishing, 2016) pp. 103 — 113

[7] V. Erukhimovitch, V. Pavlov, M. Talyshinsky, Y. Souprun, M. Huleihel, FTIR microscopy as a
method for identification of bacterial and fungal infections, Journal of Pharmaceutical and
Biomedical Analysis 37, 1105-1108 (2005)

[8] V. Erukhimovitch, M. Huleihel, M. Huleihel, Identification of Contaminated Cells with Viruses,
Bacteria, or Fungi by Fourier Transform Infrared Microspectroscopy, Journal of Spectroscopy 2013,
1-6 (2013)

[9] K. Maquelin, C. Kirschner, L. P. Choo-Smith, N. A. Ngo-Thi, T. van Vreeswijk, M. Stammler,
H. P. Endtz, H. A. Bruining, D. Naumann, G. J. Puppels, Prospective Study of the Performance of
Vibrational Spectroscopies for Rapid Identification of Bacterial and Fungal Pathogens Recovered
from Blood Cultures, Journal of Clinical Microbiology 41, 324-329 (2003)

[10] V. Sablinskas, J. Ceponkus, Modernioji molekuliy virpesiné spektrometrija, Vilnius (2014)
[11] G. Ramer, B. Lendl, Attenuated Total Reflection Fourier Transform Infrared Spectroscopy, in:
Encyclopedia of Analytical Chemistry, eds. R.A. Meyers, R.A. Meyers (Hoboken, John Wiley &
Sons, 2013)

[12] Ivadas | pazeisto vidaus atspindzio spektroskopijos metoda, priciga per interneta:
<https://nicoletcz.cz/app/uploads/2019/03/Introduction-ATR-SpectraTech.pdf>[zitréta 2021-01-25]
[13] B. E. de Pauw, What are fungal infections?, Mediterranean journal of hematology and infectious
diseases 3, 2011001 (2011)

55



[14] A. Cassini, L. Diaz Hogberg, D. Plachouras, A. Quattrocchi, A. Hoxha, G. S. Simonsen, M.
Colomb-Cotinat, M. E. Kretzschmar, B. Devleesschauwer, M. Cecchini, D. Ait Ouakrim, T. Cravo
Oliveira, M. J. Struelens, C. Suetens, D. L Monnet, the Burden of AMR Collaborative Group,
Attributable deaths and disability-adjusted life-years caused by infections with antibiotic-resistant
bacteria in the EU and the European Economic Area in 2015: a population-level modelling analysis,
The Lancet Infectious Diseases 19, 56-66 (2019)

[15] Naujy grybeliy rasiy plitimas Europoje, prieiga per interneta:
<https://www.ecdc.europa.eu/en/news-events/emerging-spread-new-fungal-species-poses-risk-
healthcare-settings-cueea> [zitréta 2020-05-14]

[16] Grybelio sandara, prieiga per internetg: <https://sciencefivekingdoms.weebly.com/fungi.html>
[ziaréta 2020-02-27]

[17] R. Garcia-Rubio, H. C. de Oliveira, J. Rivera, N. Trevijano-Contador, The Fungal Cell Wall:
Candida, Cryptococcus, and Aspergillus Species, Frontiers in Microbiology 10, 2993 (2020)

[18] J. Ruiz-Herrera, L. Ortiz-Castellanos, Cell wall glucans of fungi. A review, The Cell Surface 5,
100022 (2019)

[19] A. Dani, Colonization and infection, Central European journal of urology 67, 86-87 (2014)
[20] Kandidozé, prieiga per internetg <https://www.cdc.gov/fungal/diseases/candidiasis/index.htm|>
[zitréta 2020-04-28]

[21] S. Wawrysiuk, T. Rechberger, K. Futyma, P. Miotla, Candida lusitaniae — a case report of an
intraperitoneal infection, Przeglad menopauzalny 17, 94-96 (2018)

[22] C. Girmenia, G. Pizzarelli, F. Cristini, F. Barchiesi,E. Spreghini, G. Scalise, P. Martino, Candida
guilliermondii Fungemia in Patients with Hematologic Malignancies, Journal of clinical
microbiology 44, 2458-2464 (2006)

[23] M. Al-mohanna, Bacterial introduction (2016)

[24] N. Allocati, M. Masulli, M. F. Alexeyev, C. Di llio, Escherichia coli in Europe: An Overview,
International Journal of Environmental Research and Public Health 10, 6235-6254 (2013)

[25] S. Y. C. Tong, J. S. Davis, E. Eichenberger, T. L. Holland, V. G. Fowler Jr, Staphylococcus
aureus Infections: Epidemiology, Pathophysiology, Clinical Manifestations, and Management,
Clinical Microbiology Reviews 28, 603-661 (2015)

[26] Bakterijos sandara, prieiga per internety: <https:/It.wikipedia.org/wiki/Bakterijos_sandara>
[Zifiréta 2020-02-17]

[27] W. Kriiger, S. Vielreicher, M. Kapitan, 1. D. Jacobsen, M. J. Niemiec, Fungal-Bacterial
Interactions in Health and Disease, Pathogens 8, 70 (2019)

56



[28] Chemometring analize spektroskopijoje, prieiga per internety:
<https://www.yumpu.com/en/document/view/7708399/chemometric-analysis-for-spectroscopy-
camo-software> [zitiréta 2021-01-25]

[29] H. Abdi, Partial Least Squares (PLS) Regression, Encyclopedia of Social Sciences Research
Methods, Thousand Oaks (2003)

[30] G. Dzemyda, O. Kurasova, J. Zilinskas, Daugiamaciy duomeny vizualizavimo metodai, Vilnius
(2008)

[31] A. Tharwat, Principal component analysis — a tutorial, International Journal of Applied Pattern
Recognition 3, 197-240 (2016)

[32] Kovariacija ir  principiné  komponenty  analizé, prieiga per  interneta:
<https://www.ocean.washington.edu/courses/ess522/lectures/14 covarianceandPCA.pdf> [zitréta
2021-05-03]

[33] I. T. Jolliffe, J. Cadima, Principal component analysis: a review and recent developments,
Philosophical Transactions of The Royal Society A 374, 1-16 (2016)

[34] A. Salmana, E. Shufana, U. Sharahab, I. Lapidotc, S. Mordechaid, M. Huleihelb, Distinction
between mixed genus bacteria using infrared spectroscopy and multivariate analysis, Vibrational
Spectroscopy 100, 6-13 (2019)

[35] A. Salman, I. Lapidot, A. Pomerantz, L. Tsror, E. Shufan, R. Moreh, S. Mordechai, M. Huleihel,
Identification of fungal phytopathogens using Fourier transform infraredattenuated total reflection
spectroscopy and advanced statistical methods, Journal of Biomedical Optics 17, 017002 (2012)
[36] A. Salman, L. Tsror, A. Pomerantz, R. Morehc, S. Mordechai, M. Huleihel, FTIR spectroscopy
for detection and identification of fungal phytopathogenes, Spectroscopy 24, 261-267 (2010)

[37] L. M. T. Lam, P. J. Dufresne, J. Longtin, J. Sedman, A. A. Ismail, Reagent-Free ldentification
of Clinical Yeasts by Use of Attenuated Total Reflectance Fourier Transform Infrared Spectroscopy,
Journal of Clinical Microbiology 57, €01739-18 (2019)

[38] G. Fischer, S. Braun, R. Thissen, W. Dott, FT-IR spectroscopy as a tool for rapid identification
and intra-species characterization of airborne filamentous fungi, Journal of Microbiological Methods
64, 63-77 (2006)

[39] C. Quintelas, E. C. Ferreira, J. A. Lopes, C. Sousa, An Overview of the Evolution of Infrared
Spectroscopy Applied to Bacterial Typing, Biotechnology Journal 13, 1700449 (2018)

[40] D. Helm, H. Labischinski, G. Schallehn, D. Naumann, Classification and identification of
bacteria by Fourier-transform infrared spectroscopy, Journal of General Microbiology 137, 69-79
(1991)

[41] K. S. Egorova, A. N. Kondakova, Ph. V. Toukach, Carbohydrate Structure Database: tools for
statistical analysis of bacterial, plant and fungal glycomes, Database 2015, bav073 (2015)

57



[42] A. Pantazopoulou, G. Diallinas, Fungal nucleobase transporters, FEMS Microbiology Review
31, 657-675 (2007)

[43] C. Girke, M. Daumann, S. Niopek-Witz, T. Méhlmann, Nucleobase and nucleoside transport
and integration into plant metabolism, Frontiers in Plant Science 5, 443 (2014)

[44] G. Mickunaité, Zmogaus patogeniniy mikroorganizmy tyrimas infraraudonosios sugerties
spektriniu metodu, Magistro studijy mokslo tiriamasis darbas (2020)

[45] L. M. Miller, M. W. Bourassa, R. J. Smith, FTIR spectroscopic imaging of protein aggregation
in living cells, Biochimica et Biophysica Acta (BBA) — Biomembranes 1828, 2339-2346 (2013)

[46] J. Kong and S. Yu, Fourier Transform Infrared Spectroscopic Analysis of Protein Secondary
Structures, Acta Biochimica et Biophysica Sinica 39, 549-559 (2007)

[47] S. M. Uptain, G. J. Sawicki, B. Caughey, S. Lindquist, Strains of [PSI+] are distinguished by
their efficiencies of prion-mediated conformational conversion, The EMBO journal 20, 6236-6245
(2001)

[48] I. D. Singhalage, G. Seneviratne, H. M. S. P. Madawala, I. S. Manawasinghe, Characterization
of structural properties of fungal-bacterial biofilms by Fourier Transform Infrared Spectroscopy,
Ceylon Journal of Science 47, 77-83 (2018)

[49] Z. Movasaghi, S. Rehman, and I. Rehman, Fourier Transform Infrared (FTIR) Spectroscopy of
Biological Tissues, Applied Spectroscopy Reviews 43, 134-179 (2008)

[50] E. Wiercigroch, E. Szafraniec, K. Czamara, M. Z. Pacia, K. Majzner, K. Kochan, A. Kaczor, M.
Baranska, K. Malek, Raman and infrared spectroscopy of carbohydrates: A review, Spectrochimica
Acta Part A: Molecular and Biomolecular Spectroscopy 185, 317-335 (2017)

58



IDENTIFICATION OF HUMAN PATHOGENIC FUNGI AND BACTERIA BY MEANS OF FT-
IR ATR SPECTROSCOPY
Gerda Mickunaité
Summary

Pathogenic microorganisms can cause infectious diseases; the complications of these diseases
endanger human life. Currently, medication is usually prescribed to cure patients of infectious
diseases. Medication affect microorganisms and cause apoptosis or necrosis - the cells of
microorganisms die. For this reason, it is important to identify the species of the microorganisms to
accurately prescribe the treatment, and to identify the mechanisms of microorganism death in order
to evaluate the patient‘s recovery process. Identification of microorganisms is carried out by using
molecular biology, chemical or physical methods that take a long time until the identification results
are obtained. Also, while using these methods, sample preparation, which is often complex and
requires expenses, is needed. FT-IR ATR spectroscopy is a non-destructive method where almost any
sample preparation is required. The collection of the ATR IR absorption spectrum takes several
minutes therefore the identification of pathogenic microorganisms can be accomplished faster.

The aim of this work is to investigate the applicability of the FT-IR ATR spectroscopic
method for the identification of pathogenic microorganisms.

The goals of this study:

1. To do statistical spectral analysis and evaluate the reliability of the FT-IR ATR spectroscopic
method for the identification of different types of pathogenic microorganisms.

2. To do qualitative spectral analysis and apply different methods of statistical analysis, to evaluate
the applicability of FT-IR ATR spectroscopic method for identification of different bacterial
species.

3. To do qualitative spectral analysis and apply different methods of statistical analysis, to evaluate
the applicability of FT-IR ATR spectroscopic method for identification of different fungal
species.

4. To do statistical spectral analysis and evaluate the reliability of the FT-IR ATR spectroscopic

method for the identification of undamaged, damaged by UV light and thermal shock fungi.

It was determined that the FT-IR ATR spectroscopic method is suitable for the identification
of different types of pathogenic microorganisms. Hierarchical cluster analysis (HCA) of the ATR IR
absorption spectra of 150 samples showed that the ATR IR absorption spectra of bacteria can be
identified with 89,9 % accuracy and the ATR IR absorption spectra of yeast with 100 % accuracy.
The principal component analysis (PCA) showed that the ATR IR absorption spectra of bacteria can
be identified with 91,2 % accuracy and the ATR IR absorption spectra of yeast with 100 % accuracy.
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Using the FT-IR ATR spectroscopic method the ATR IR absorption spectra of bacteria can
be separated into gram — negative and gram — positive bacterial classes. Using HCA, it was found
that the ATR IR absorption spectra of gram - positive bacteria can be identified with 88,1% accuracy,
and the ATR IR absorption spectra of gram — negative bacteria with 93,3% accuracy. After PCA was
applied it showed that the ATR IR absorption spectra of gram — positive bacteria can be identified
with 73,6 % accuracy, and the ATR IR absorption spectra of gram — negative bacteria with 100 %
accuracy.

Different species of bacteria can be identified using the FT-IR ATR spectroscopic method. It
was found that by applying HCA and PCA, the ATR IR absorption spectra of different species of
gram - positive bacteria can be identified with 42,6 % — 100 % accuracy. The ATR IR absorption
spectra of different species of gram - negative bacteria can only be identified by applying PCA. The
accuracy of this method reaches 100 %.

HCA of the ATR IR absorption spectra of different species of yeast showed that the ATR IR
absorption spectra of C. lusitaniae yeast can be identified with 100 % accuracy, ATR IR absorption
spectra of S. cerevisiae yeast with 66,7 % accuracy, ATR IR absorption spectra of C. guilliermondii
yeast with 90 % accuracy. Based on the diagram of PCA the ATR IR absorption spectra of
C. lusitaniae yeast can be identified with 90,1 % accuracy, the ATR IR absorption spectra of
S. cerevisiae yeast with 83,3 % accuracy, and the ATR IR absorption spectra of C. guilliermondii
yeast with 90 % accuracy.

HCA of the ATR IR absorption spectra of undamaged, damaged by UV light and thermal
shock C. lusitaniae yeast showed that the ATR IR absorption spectra of undamaged, damaged by UV
light and thermal shock C. lusitaniae yeast can be separated into different clusters with 100%
accuracy. PCA of the ATR IR absorption spectra of undamaged, damaged by UV light and thermal
shock C. lusitaniae yeast showed that the ATR IR absorption spectra of undamaged and damaged by
thermal shock C. lusitaniae yeast can be identified with 100% accuracy and the ATR IR absorption
spectra of damaged by UV light C. lusitaniae yeast can be identified with 72,7 % accuracy.

HCA and PCA of the ATR IR absorption spectra of undamaged, damaged by UV light and
thermal shock C. guilliermondii yeast showed that only the ATR IR absorption spectra of damaged
by thermal shock C. guilliermondii yeast can be identified with 100 % accuracy.

Using FT-IR ATR spectroscopic method, different subtypes of S. cerevisiae yeasts can be
identified. HCA showed that the ATR IR absorption spectra of S. cerevisiae weak and S. cerevisiae
strong yeast can be identified with 80% accuracy, and the ATR IR absorption spectra of S. cerevisiae
PSI" yeast can be identified with 60% accuracy. ATR IR absorption spectra of different subspecies of

S. cerevisiae yeast can not be identified using PCA.
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PATOGENINIU GRYBELIU IR BAKTERIJU IDENTIFIKAVIMAS FT-IR ATR SPEKTRINIU
METODU
Gerda Mickiinaité
Santrauka

Patogeniniai grybeliai ir bakterijos gali sukelti infekcines ligas, kuriy komplikacijos kelia
pavojy zmogaus gyvybei. Siuo metu siekiant i§gydyti pacientus nuo infekciniy ligy daZniausiai yra
skiriami medikamentai. Medikamentai paveikia mikroorganizmy lgsteles ir jos ziiva — sukeliama
apoptoz¢ arba nekrozé. Siekiant tiksliai paskirti medikamentus yra svarbu identifikuoti
mikroorganizmo rusj, o siekiant jvertinti paciento sveikimo procesg — jvertinti ziities mechanizma.
Mikroorganizmy tyrimai S$iuo metu dazniausiai yra atlieckami taikant molekulinés biologijos,
cheminius ar fizikinius metodus, kuriems budinga ilga analizés trukmé, reikalingas specialus
bandiniy paruoSimas. FT-IR ATR spektrinis metodas yra nedestruktyvus, nereikalingas sudétingas
bandinio paruoSimas, o spektro registravimas trunka kelet3 minuciy, todél patogeniniy
mikroorganizmy identifikavimas gali biti atliekamas greiciau.

Sio darbo tikslas — istirti FT-IR ATR spektrinio metodo pritaikomuma patogeniniy
mikroorganizmy identifikavimui.

Siekiant jvykdyti Siame darbe suformuluotg tiksla, iSkeliami Sie uzZdaviniai:

1. Atlikti statisting spektring analize ir jvertinti FT-IR ATR spektrinio metodo patikimumga skirtingy
patogeniniy mikroorganizmy tipy identifikavimui.

2. Atlikti kokybing spektring analize¢ ir pritaikius skirtingus statistinés analizés metodus, jvertinti
FT-IR ATR spektrinio metodo pritaikomuma skirtingy bakterijy rasiy identifikavimui.

3. Atlikti kokybing spektring analizg ir pritaikius skirtingus statistinés analizés metodus, jvertinti
FT-IR ATR spektrinio metodo pritaikomumga skirtingy grybeliy risiy identifikavimui.

4. Atlikti statisting spektring analiz¢ ir jvertinti FT-IR ATR spektrinio metodo patikimuma

nepaveikty, paveikty UV spinduliuote ar terminiu Soku patogeniniy grybeliy identifikavimui.

Magistrantiiros studijy baigiamojo darbo metu nustatyta, kad FT-IR ATR spektrinis metodas
yra tinkamas skirtingy patogeniniy mikroorganizmy rasiy identifikavimui. Atlikus 150 bandiniy ATR
IR sugerties spektry hierarching klasteriy analize¢ (HCA) nustatyta, kad bakterijy ATR IR sugerties
spektrai gali buti identifikuojami 89,9 % tikslumu, o mieliy ATR IR sugerties spektrai 100 %
tikslumu. Atlikus principiniy komponenty analize (PCA) nustatyta, kad bakterijy ATR IR sugerties
spektrai gali buti identifikuojami 91,2 % tikslumu, o mieliy ATR IR sugerties spektrai 100 %
tikslumu.

Taikant FT-IR ATR spektrinj metodg bakterijy ATR IR sugerties spektrus galima iSskirti j
gram — neigiamy ir gram — teigiamy bakterijy klases. Taikant HCA nustatyta, kad gram — teigiamy
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bakterijy ATR IR sugerties spektrai gali biti identifikuojami 88,1 % tikslumu, o gram — neigiamy
bakterijy ATR IR sugerties spektrai — 93,3 % tikslumu. Taikant PCA nustatyta, kad gram — teigiamy
bakterijy ATR IR sugerties spektrai gali buti identifikuojami 73,6 % tikslumu, o gram — neigiamy
bakterijy ATR IR sugerties spektrai — 100 % tikslumu.

Taikant FT-IR ATR spektrinj metodg gali biti identifikuojamos skirtingos bakterijy rasys.
Nustatyta, kad taikant HCA ir PCA skirtingy gram — teigiamy bakterijy rasiy ATR IR sugerties
spektrai gali buti identifikuojami 42,6 % — 100 % tikslumu ir tikslumas priklauso nuo tiriamos
bakterijy rusies. Skirtingy gram — neigiamy bakterijy risiy ATR IR sugerties spektrai gali buti
identifikuojami tik taikant PCA, o identifikavimo tikslumas siekia 100 %.

Atlikus skirtingy mieliy riisSiy ATR IR sugerties spektry HCA nustatyta, kad C. lusitaniae
mieliy ATR IR sugerties spektrai gali bati identifikuojami 100 % tikslumu, S. cerevisiae mieliy ATR
IR sugerties spektrai — 66,7 % tikslumu, C. guilliermondii mieliy ATR IR sugerties spektrai — 90 %
tikslumu. Taikant PCA C. lusitaniae mieliy ATR IR sugerties spektrai gali buti identifikuojami
90,1 % tikslumu, S. cerevisiae mieliy ATR IR sugerties spektrai — 83,3 % tikslumu, C. guilliermondii
mieliy ATR IR sugerties spektrai — 90 % tikslumu.

Atlikus nepaveikty, paveikty UV spinduliuote ir terminiu Soku C. lusitaniae mieliy ATR IR
sugerties spektry HCA nustatyta, kad nepaveikty, paveikty UV spinduliuote ir terminiu Soku
C. lusitaniae mieliy ATR IR sugerties spektrai yra sugrupuojami j atskirus klasterius 100 % tikslumu.
Atlikus nepaveikty, paveikty UV spinduliuote ir terminiu $oku C. lusitaniae mieliy ATR IR sugerties
spektry PCA nustatyta, kad nepaveikty ir paveikty terminiy Soku C. lusitaniae mieliy ATR IR
sugerties spektrai gali biiti identifikuojami 100 % tikslumu, o paveikty UV spinduliuote C. lusitaniae
mieliy ATR IR sugerties spektrai — 72,7 % tikslumu.

Atlikus nepaveikty, paveikty UV spinduliuote ir terminiu Soku C. guilliermondii mieliy ATR
IR sugerties spektry HCA ir PCA nustatyta, kad 100 % tikslumu galima identifikuoti tik terminiu
Soku paveikty C. guilliermondii mieliy ATR IR sugerties spektrus.

Taikant FT-IR ATR spektrinj metoda galima identifikuoti skirtingus S. cerevisiae mieliy
porusius. Atlikus HCA nustatyta, kad S. cerevisiae weak ir S. cerevisiae strong mieliy portisiy ATR
IR sugerties spektrai yra identifikuojami 80 % tikslumu, o S. cerevisiae PSI" mieliy ATR IR sugerties
spektrai — 60 % tikslumu. Taikant PCA skirtingy S. cerevisiae mieliy portsiy ATR IR sugerties
spektry identifikuoti nepavyko.
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Priedai
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1 lentelé. Mieliy ir bakterijy ATR IR spektruose stebimy virpesiniy juosty priskyrimas.

1 priedas Spektriniy juosty padétys ir jas atitinkantys molekuliy virpesiai

Bangos skai¢ius, cm™ Medziaga Virpesys Saltinis
1737 Lipidai v(C=0) [30]
1637 Baltymai (Amidas I) v(C=0), 5(C-N) [30, 48]
1597 Adeninas v(C=N) [49]
1581 Fenilas v(C-C) [49]
1543 Baltymai (Amidas I1) 3(N-H), v(C-N) [30, 48]
1510 Fenilas 8(CH) [49]
1470 Lipidai d(CH2) [48]

Alkanai, alicikliniai
1453 Gl Gl 3,(CH>) [48]
junginiai
1440 Lipidai d(CH2) [48]
1398 Riebios_io§ ir amino w(C=0) [48-49]
ragstys
1382 Angliavandeniai d(COH) [50]
1370 Guaninas, citozinas v(C-N) [50]
1354 Angliavandeniai - [50]
1330 Angliavandeniai - [50]
1340 Kolagenas dw(CH>) [49]
1312 Baltymai - [49]
Kolagenas, baltymai
1277 (Amidas I11) ) [49]
1260 Fosfatas | va(PO2) [49]
1238 Fo_sfatas I, Baltymai va(P=0) [48-49]
(Amidas I11), Kolagenas i
1200 Fosfatas | va(P=0) [49]
1170 Baltymai va(CO-0-C) [49]
1159 Baltymai, angliavandeniai v(C-0) [49]
1151 Angliavandeniai v(C-0) [30]
1117 RNR v(C-0) [49]
1106 Polisacharidai v(CO), v(CC) [49]
1082 Fosfatas vs(POy) [49]
1074 Angliavandeniali v(C-0) [49]
Angliavandeniai
1057 (dgoksiribozé) v(C-0) [48-49)]
Angliavandeniai
1043 (gliukoze, fruktoze, v(C-0), 8(C-0) [49]
glikogenas)
1038 Ribozé v(C-0) [49]
Angliavandeniai v(C-0), v(C-C),
1028 (glikogenas) d(C-0-H) [49]
1016 Polisacharidai V(Cé%cvgc)’ [49]
997 Ribozé v(C-0), v(C-C) [49]
992 Ribozé v(C-0), v(C-C) [49]
il | vcoeo z
915 Fosfodiesteriai - [49]

v — valentinis virpesys, 6 — deformacinis virpesys, vs —

valentinis simetrinis virpesys, va — valentinis

asimetrinis virpesys, 6z — deformacinis zirklinis virpesys, 0w — deformacinis véduoklinis virpesys
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Optinis tankis

Optinis tankis

2 priedas C. guilliermondii ir C. lusitaniae mieliy ATR IR sugerties spektrai

Optinis tankis

1800

1000 800

1400 1200

Bangos skai¢ius, co'!

1600

©

— 1-a diena
— 3-adiena
— 7-a diena
— 11-a diena

1800

1000 800
1

1600 1400 1200

Bangos skaifius, em”

Optinis tankis

1480

1440 1420 1400 1380 1360

Bangos skai¢ius, cm!

1460

1480

1460 1440 1420 1400 1380 1360

Bangos skai¢ius, cm'!

1 pav. C. lusitaniae ATR IR sugerties spektrai: (a) 1800 cm™ — 750 cm™ ir (b) 1483 cm™? — 1350 cm™
spektrinése srityse ir C. guilliermondii ATR IR sugerties spektrai: (c) 1800 cm? — 750 cm? ir
(d) 1483 cm™ — 1350 cm™ spektrinése srityse. (b) paveiksle spektrai pazyméti spalvomis atitinkan¢iomis
(a) paveikslo legenda, (d) paveiksle spektrai pazyméti spalvomis atitinkan¢iomis (c¢) paveikslo legenda
(adaptuota pagal [42])

C. lusitaniae ir C. guilliermondii mieliy ATR IR sugerties spektruose, kurie registruoti praéjus keletui

dieny nuo mieliy uzauginimo, yra stebimas 1370 cm™ spektrinés juostos atsiradimas. Si spektriné

juosta yra stebima kaip spektrinés juostos, esancios ties 1398 cm™, petys. Spektriné juosta, esanti ties

1370 cm, yra intensyvesné C. lusitaniae mieliy ATR IR sugerties spektruose (1 pav. (b)), kai tuo

tarpu C. guilliermondii mieliy spektruose stebimas tik nezymus Sios spektrinés juostos intensyvumo

pokytis (1 pav. (d)). Sios spektrinés juostos intensyvumo padidéjimas gali biti siejamas su

padidéjusiu nukleobaziy kiekiu mielése [44].
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