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Santrauka

Siame tirlamajame darbe nagrinéjama bakterijos Salmonella enterica Serovar
Typhimurium inkubacijos priklausomybé nuo inkubacinio periodo. Trumpai aptariami
bakterijy inaktyvavimg aprasantys dazniausiai naudojami modeliai, skaitiskai iSreiskiama
lag fazé, randama jos ilgj aprasantj funkcija. Toliau vertinamos tiesiné ir lieckamoji dalys
bei isvedama inaktyvavima aprasanti lygtis. Darbas baigiamas iSvestinés formulés praktiniu

panaudojimu ir rezultaty aptarimu.



Summary

Evaluation of Salmonella enterica Serovar Typhimurium inactivation by
photosensitization and impact modeling

The aim goal of this research is to evaluate the influence of irradiation of UV light and
incubation period on Salmonella enterica Serovar Typhimurium bacteria. Shortly discussed
most commonly used mathematical models of bacterial inactivation, expressed lag phase and
its function. Next step is evaluation of line part and tail of inactivation (mortality) curve.

At the end of the research the inactivation formula is deduced and the results are discussed.



1 Skyrius
Ivadas

Temos aktualumas. Nepaisant didziuliy pasiekimy maisto mikrobiologijos srityje,
registruojamy Salmonella bakterijos sukelty ligy mastai toliau nemazéja (Public Health
Laboratory Information System - PHLIS, 2006 [1], [2]). JAV Sveikatos apsaugos eksperty
vertinimais, vien Jungtinése Amerikos Valstijose kasmet fiksuojama 1,4 mln. Salmonella
bakterijos sukelty susirgimo atvejy, i§ kuriy tik 40 tukst. yra uzregistruojami (CDC, 2006
[1]), 0 400 pacienty i3 tos aibés mirsta.

Zala JAV ekonomikai, jvertinus gydymo islaidas, smukusj Zzmogaus naudinguma bei kitus
faktorius, siekia apie 2,65 mlrd. doleriy per metus. [3], [4]

Yra daugybé efektyviy cheminiy, fiziniy bei terminiy metody bakterijoms naikinti, taciau
juos naudojant, prarandamos naudingosios maistinés medziagos, vitaminai, kartais net buna
skonj lemianciy strukturiniy pasikeitimy maisto matricoje.

Pagrindiniai klausimai, vis dar isliekantys aktualus: kaip iSnaikinti bakterijas, neveikiant
maistiniy medziagy bei neinicijuojant jokiy strukturiniy pasikeitimy; koks yra greic¢iausias,
pigiausias ir efektyviausias budas tai pasickti? Sio darbo tikslas yra jvertinti ir sumodeliuoti
Salmonella enterica Serovar Typhimurium zuties procesa po fotosensibilizacijos poveikio.

Siame darbe yra naudojami matematinés statistikos metodai parametry jverciams
nustatyti, tiriamos islikimo kreivés, aptariami jvairus islikimo kreiviy matematiniai

modeliai, vertintas inkubacijos bei svitinimo priklausomybiy poveikis bakterijos mirtingumui.



Modeliavimas yra paremtas realiais duomenimis.  Modeliavimas atliekamas ORIGIN
(v8.0724) programa.

Darbas susideda i§ teoriniy modeliy nagrinéjimy, formulés, aprasancios bakterijy
inaktyvavima neterminiu budu, iSvedimas, praktinio iSvestos formulés pritaikymo,
modeliavimo.

Darba baigia isvady aptarimas, grafiskas rezultaty vaizdavimas, kiekvieno bandymo
ivertinimai RMSD tarp iSvestos formulés tiesés bei realiy bandymy duomeny. Taip pat

jvertinama liekamoji dalis, f(A(2)) = N,(A(2))/No.



2 Skyrius

Teorinis pagrindimas beil duomenys

2.1 Naudojami duomenys

Beveik visos biologinés sistemos gali buti fotochemiskai pazeidziamos arba sunaikinamos.
Sis veiksmas ypa¢ sustipréja, jei pradzioje biologinés sistemos yra sensibilizuojamos
aktyviomis medziagomis (fotosensibilizatoriais), o véliau paveikiamos 8viesa (Luksiene, 2005).
Fotosensibilizatoriai, kuriy Siuo metu yra zinoma nemazai, turi buti fotochemiskai aktyvus ir
efektyviai kauptis lastelése.

Fotosensibilizatoriaus molekulé, sukaupta lasteléje, absorbuoja Sviesos kvantg ir tampa
aktyvuota, viduje susikaupes fotosensibilizatorius sugeria Sviesos energija ir transformuoja
ja i chemine. Deguonies aplinkoje indukuojamos jvairios radikalinés citotoksinés reakcijos,
kurios ir sukelia lastelés zutj (Smith K.C., 1989).

Eksperimentui kultura paséjama j sterilia 20ml turio skysta Luria Bertani (LB) terpe ir
auginama per naktj (apie 14 h), esant 37C temperaturai bei aeruojant 120 aps/min greiciu.
Po kulturos optinio tankio iSmatavimo (10.01 mm kiuvetéje 540 nm bangoje), i sterilia LB
terpe uzséjama tiek lasteliy, kad pradinis optinis tankis buty 0,164 opt.vnt. Bakterijos
yra auginamos tomis paciomis salygomis iki to momento, kol optinis tankis pasiekia 1.0
opt.vnt. (lasteliy tankis 6.03x107 cfu/ml). Butent tokio optinio tankio lasteliy suspensija

yra naudojama tyrimo duomenims gauti.



5 ml turio lasteliy suspensija (1.0 o0.v.) centrifuguojama 20 min 6000 aps./min. dazniu,
supernatantas nusiurbiamas. Nucentrifuguotos lastelés resuspenduojamos 1 ml 0,1M PBS
buferio, tai reigkia, yra gaunama lasteliy suspensija, kurioje lasteliy tankis yra 3,015x108
cfu/ml.

Pasibaigus centrifugacijos procedurai, gauta lasteliy suspensija (lasteliy tankis 3,015x108
cfu/ml) bei 0,2 M/1 ALA yra panaudojami bandiniy paruosimui. Inkubavimas turi vykti
tamsoje, esant 37C temperaturai ir aeruojant 120 aps/min, o reikalinga inkubacijos trukmé
- 2 min., 15 min., 30 min., 60 min.

Indukuotos fotosensibilizacijos poveikis jvertinamas skai¢iuojant kolonijas formuojancius
vienetus (cfu/ml). Svitintos ir nedvitintos bakterijy suspensijos skiedziamos fiziologiniu
tirpalu ir po 100 ml séjamos ant LBA terpés. Lékstelés dedamos j 37C termostaty. Po
19 val. Yra suskaiciuojamos bakterijy kolonijos.

Tyrimui buvo naudojamos Salmonella enterica Serovar Typhimurium bakterijos
laboratoriniai duomenys gauti auksc¢iau aprasytu budu. Duomenys gauti i§ Vilniaus
Universiteto Biomedicininiy tyrimy sektoriaus (Taikomyjy moksly institutas), prof. Z.

Luksienés.



2.2 Teorinial modeliai

Mokslinéje literaturoje, susijusioje su mikrobiologija, yra apraSyta daugybé bakterijy
augimo bei mirtingumo kreivéms nustatyti naudojamy modeliy, kuriuose pritakomas
svitinimas UV spinduliais, karS¢io proceduros, S§vitinimas, dezinfekcijos koncentrato
panaudojimas ir kt. Siame skyriuje bus aptarta keletas is jy, o juos iSnagrinéjus remiamasi

iSvedant bei pritaikant formule.

2.2.1 Chick-Watson nelygybé (kinetikos modelis), Xiong modelis

Pirma karta $is modelis buvo aprasytas H. Chicko (1908), véliau modifikuotas H.E.
Watsono (1908) ir modelj aprasanti nelygybé pradéta vadinti Chick-Watson nelygybe. H.
Chicko pasiulyta diferencialiné nelygybé atrodo taip:

N
log— = —kt
ogN0

H.E. Watsonas pasiulé susieti mirtingumo norma k su empirine logaritmine funkcija E,

reiskiancia dezinfekcijos koncentratg, isreiskiant & = kE™. Modifikuota nelygybé:

N
log— = —kK'E™t
09 Ny ;

kur &’ - mikroorganizmo specifiné konstanta esant atitinkamoms salygoms. E - dezinfekcijos
koncentratas, n - atskiedimo koeficientas.

H.E. Watsono funkcija remiasi prielaida, kad visi mikroorganizmai yra genetiskai panasus
bei kiekviena subpopuliacija veiks panasiai. Si prielaida yra butina Chik-Watson modelyje.
Daugelyje atveju n reikdmé Siame modelyje yra artima 1.0, todél gaunama fiksuota reiksme
laiko atzvilgiu, Et.

R.Xiong darbe A mathematical model for bacterial inactivation su bendradarbiais apraso

tiesine mirtingumo funkcija modifikuodamas ja j $ia nelygybe:
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WO — _EN(t) (0 <t < +00)

N(0) = N (No > 0,t=0),
kur N(t) ir Ny yra atitinkamai bakterijy busena laiku ¢ ir pradinéje stadijoje, k - mirtingumo
norma (konstanta), dN(t)/dt - mirtingumo (inaktyvavimo) norma, [dN (t)/dt]/N(t) - reliatyvi

inaktyvavimo norma. Toliau deSimtainj logaritma galima pertvarkyti :

log%z) = —%, (t >0),
kur D yra deSimtainis mazéjimo laikas, D = In(10)/k. Matyti, kad log[N (t)/Ny] siejasi su t
kaip tiesi linija.

Daug mirtingumo kreiviy prasideda lag faze. Priezastys to buna jvairios, organizmai bus
suspensijos busenos ar vis dar galés daugintis. Kadangi pokyciai lag fazéje labai nezymus,
specifiné mirtingumo norma praktiskai islieka beveik konstanta, tad tiese reikia pastumti j

kaire:

N@ o (0 <t < tiag)
—5 (2 tiag):

Isskyrus lag faze, daug kreiviy turi ir liekamasias, reikalaujancias savo jvercio. Jos irgi
susidaro deél naturaliy priezas¢iy: ne kiekvieng subpopuliacija vienodai veikia naudojamos
inaktyvavimo priemones. Autoriai, atskirdami maziau ir daugiau atsparias subpopuliacijas
bei atsizvelge i lag faziy skirtumus tarp subpopuliacijy, po nesudétingo pertvarkymo, isvedé

bendraja formule:

N(t) 0 (t < tiag)
log(fe~alt=tien) 4 (1 = flea0-te)) (4> 1),

kur f - subpopuliacijos dalis.
Remiantis modelio formulavimo reikalavimais, inaktyvavimo modelis turi buti dinamiskas

laiko parametro atzvilgiu. Sioje formuluotéje yra trukumas, kai t = t;,4, modelis néra
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dinamiskas, jis nediferencijuojamas Siame taske. Tad staigus bakterijy mirtingumas,
veikiamas temperaturos ar Svitinimo dozés pokyCio, bus aprasomas pirmine H. Chicko
pasiulyta nelygybe, pakartotinai nustatant t, laika Siuo momentu. Taip pat reikéty paminéti,
kad ty perstatymas bus galimas tik temperaturai ar Svitinimo dozei esant konstantoms.
Realiai modeliuojant R.Xiongo modelis gali buti naudojamas tik tada, jei temperaturos
ar Svitinimo kintamieji yra aproksimuotos baigtinio skaiciaus zingsniy. Galime dar paminéti,

kad Sis modelis neparodo praeities istorijos mikroby populiacijoje.

2.2.2 Cerf ir Kamau modeliai

Kity dviejy modeliy placiau neaptarinesime, pateiksime tik jy iSraiskas, reikalingas
tolimesniam nagrinéjimui. Cerf modelio israiska:
N(t)

N = fe (A= e

Toliau tris Kamau modelio iSraiskos:

N(t) 2
No a 1+ €bt7
N(t
log ]\5 ) = log(1 + e_bltl/2) —log(1 + ebZtl/Q)
0

ir

logN(t):log( 2f 2(1—f)>.

No 1+eht 14 eb2t
Zyméjimas lieka standartiniai: ¢ zymi laika, k; ir ko atitinkamai pagrindinées dalies
populiacijos ir subpopuliacijos inaktyvavimo pagreitj, by ir by atramos ilgj, f ir (1 — f) -

atitinkamai pagrindiné populiacijos dalj ir subpopuliacija.

2.2.3 Gompertz modelis

Neisoterminis kinetikos modelis buvo pastebétas bei aprasytas Van Impe, Nicolai,

Martens, De Baerdemaeker ir Vandewalle diferencijuojant Gompertzo nelygybe laiko ¢
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atzvilgiu, suderinus Arrhenius tipo nelygybe mikroby tankiui apraSyti kaip funkcija,
priklausancig nuo laiko bei temperaturos.
Sis matematinis modelis, naudojamas mikroorganizmy mirtingumui nustatyti, sukurtas

remiantis Gompertzo nelygybe:

kexp(1)

o (3)

kur N mikroby kolonijy tankis konkreciame laiko t momente, L yra laiko parametras, Zymintis

N,
logN = logNy — log (FO) x exp | —exp (L—t)+1 ,

!

lag faze arba lickamaja dalj, & Zymi maksimalaus inaktyvavimo normos konstanta. N ir Ny
yra pradiniy bei atspariy mikroby kolonijy tankis.
Isdiferencijavus $ig nelygybe laiko atzvilgiu, gausime iSraiska pritaikoma nuo laiko salygy

priklausantiems pokyc¢iams:

t

1
logN = logNy — / kexp (1) exp keX—p()(L -t +1
, log (%—‘;)
(2.1)
1
x exp | —exp kexp(l) (L-t)+1 dt’

o )

Cristina L.M. Silva darbe [12] nagrinéjamas temperaturos poveikis laiko atzvilgiu, tad

parametrai k bei L yra priklaisomi nuo $iy salygy. Parametro L apibrézimui buvo panaudota

1 1
L =aexp <b (f — Tmf>) ,

kur @ ir b yra parametrai, T,.; yra fiksuotos charakteristikos temperatura. % yra apraSyta

Arrhenius tipo nelygybeé:

nelygybé k = ¢(T — d)?, su c ir d parametrais.
Jei pastarasias dvi nelygybes jtrauksime j modifikuoto modelio nelygybe, gausime
matematinj modelj, aprasantj mikroby kolonijy tankj, priklausomai nuo laiko bei

temperaturos (su papildomomis salygomis).
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2.2.4 Whiting-Buchanan modelis

Whiting modelis gautas logaritminiu Kamau modelio pagrindu, atsizvelgiant j tai, kad
esminis dalykas buvo lag fazés jvertinimas pradinéje mirtingumo funkcijos stadijoje. Pradiné
populiacija yra padalijama j dvi subpopuliacijas, su skirtingais inaktyvavimo efektais. Taip
gaunama islikimo kreivé su dviem skirtingais tiesinio mazéjimo regionais, kur antras regionas
turi mazesnj tiesés poslinkj. Taip formuluojant antro regiono atsparios bakterijos sudarys
lickamaja dalj.

Matematiné israiska atrodo taip:

N <F1(1 +exp (=bit;)) (1 —Fi)(1+exp (—52751))) ’

) — =1
YON, T\ T e (0t — 1) 1+ exp (balt — 1)

kur b; yra pirminés populiacijos maksimali mirtingumo norma (1/h), by subpopuliacijos
maksimali mirtingumo norma (1/h), F; yra pradinés populiacijos bendroje populiacijoje
dalis, F, =1 — F} yra pradinés populiacijos subpopuliacije dalis, ¢, pietys arba lag fazé (h).
Priklausomai nuo to, ar bakterijos turés lag faze, ar bakterijos naturaliai pasidalins j
skirtingus regionus, 8is modelis gali turéti kelis skirtingus atvejus. Pradékime nuo atvejo, kai
F,=1.
la. i =1,t=0

log <%> — logu (H%p(bltﬂ — 10gio(2) — logio(1 + exp(bit))

Si nelygybé is esmés priartéja prie tiesinés kreives. Priesingai negu galima intuityviai tiketis,

supaprastinimas nebutinai sutampa su klasikine tiesine inaktyvavimo kinetikos kreive.

2a. F1:1, tl%()
. (N )—lo ( 1+ exp(—bit) )
TOANN©)) ~ NI+ exp(ba(t — 1))

Tai reiksty, kad kai ¢t = 0, tada N = N(0), to ir buvo tikimasi. Rezultatai lag fazéje eina

kaip tiesinis mazéjimas.
Kitas atvejis yra, kai F} # 1.
1b. Fi #1,t, =0 Situo atveju, kaip jau matyti, atsiranda du skirtingi mikroby kolonijy

regionai.
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2b. F} #1, t; #0 Situo atveju yra bendras Whitingo modelis, aptartas anksc¢iau. Si
forma naudojama dazniausiai.

Pastaba. Verta paminéti, kad literaturoje Sis modelis taip pat sutinkamas Whitingo-
Buchanano pavadinimu, tik su ryskesniu akcentavimu j tai, kad ¢; yra skirtingas skirtingoms

subpopuliacijoms, pirmajai t;,41 bei antrajai t;,49.

N(t) 1 _I_ efbltlagl 1 + ebetlagQ
log NO - log (fl ‘I— ebl(t_tlagl) + (1 N f) 1 + eb2(t_tlag2)

Liekanos jskaitymas
Modelio reikalavimams jvykdyti butina parodyti, kad liekamoji dalis irgi likusios
populiacijos dalis. Tai galime iSreiksti kai by = 0.

N\ 1+ exp(—bit))[(1 — F1) exp(bit) + Fi]
oo (W) = o ( 1+ exp(—bits) exp(bil) )

Van Impe savo darbe taip pat parodo islinkimo taska, kuris apskai¢iuojamas

1 1+ F; —bit
tmﬂ:—ln( £ expl “))Hl.

2, 1-F
Primoji isvestiné islinkimo tasko formuléje gana gerai pasalina laiko ¢ parametra.

dN NO) — F1) N - NOA — F)
o= —by (1 — T) {1 - N(0)Fy (1 + exp(—bm))}

Matyti, kad 8is modelis apima klasikine inaktyvavimo kinetikos tiese, net parinkus t; = —oo,

nors tai yra fiziskai nejmanoma.

2.2.5 Baranyi augimo modelis

Negalima nepaminéti Baranyi ir Robertso augimo modelio, kuris jau tapo standartiniu
modeliu daugelyje prognozuojamos mikrobiologijos tiriamyjy darby. Supaprastinta Sio

modelio lygtis tokia:

e (i) (- 520)-



Literaturoje [10] yra detaliai aprasytas Sitas modelis, aptarti visi jo kintamieji. Pilna modelio

iSraiska tokia:

Y(t) = Yo + Hmasl + In(e™" + e~ho — gvi—ho)
/“'Lmax

1 gMimazt 1 L _[n(e=vt 4 g=ho _ g=vi=ho) (2.3)
B Eimas ,

m em(ymax —%0)

kur y(t) = In(z(t)) su x(t) lastelés koncentracija (cfu/ml), yo = In(zo), Ymaz = N(Tmaz) su,
atitinkamai, xy pradine bei x,,,, asimptotiné koncentracija, fi,,., maksimali specifiné augimo
norma (1/h), m kreivinis parametras, charakterizuojantis peréjima i$ eksponentinés fazés,
v kreivinis parametras, charakterizuojantis peréjima j eksponentine faze, hy nedimensinis
parametras, jvertinantis lastelés pradine fiziologine busena.

Kaip inaktyvavimo kreive J. Baranyi (1996), pasiulé augimo kreivés veidrodinj atvaizda

bei pateiké dvi prielaidas.

1. n; yra naturalusis logaritmas iSmatuoty lasteliy koncentrato inaktyvavimo kreivéje (i =
0,...,k — 1, kur k - eksperimento zingsniy skai¢ius). Toliau isrinkti fiksuota reiksme
Ngiz, didesne uz bet kurj kitg n;, perZzymeti n; j 0, — 1; visuose taskuose. Naujosios 7;

reikSmés nurodys inaktyvavimo kreive.

2. Augimo funkcija gali buti sumodeliuota (2.2) nelygybiy. Rezultatas pine, reiks
maksimalig specifine inaktyvavimo norma, lag fazés atitikima atramos atzvilgiu bei

stacionaraus lygio atitikima lickamajai daliai.

J.Baranyi (1996) savo darbuose pademonstravo, kad 8is inaktyvavimo modelis gali gerai

apraSyti atramas bei liekamasias dalis.

2.2.6 Stochastinis modelis

Augantys eksperimenty jrodymai bei teoriné analizé leidzia daryti prielaida, kad log-
tiesinis, arba pirmos rusies, kinetikos mirtingumas yra dazniau iSimtis negu taisyklé.

[13] Remiantis alternatyvia prielaida, mikroby inaktyvavimo kreivé, kaip ir visos islikimo
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kreivés, yra pasiskirstymo funkcija pagal mikroby mirties laika arba atskirais atvejais pagal
dauginimosi nustojimo laika.

DaZniausiai Siuos laiko momentus ¢ apraSanti pasiskirstymo funkcija yra vadinama
Weibullo. Sis modelis gali buti uzraSytas jvairiomis formomis, bet pastaraisiais metais tapo
jprasta jo diferencialiné arba integraliné forma.

Per laiko atkarpg At; dalis bakterijy mirsta su tikimybe p;, o likusieji iSgyvena su
tikimybe 1 — p;. Sekancia atkarpa At, dalis i8 i8likusiyjy mirs su tikimybe po, kita
dalis iSgyvens su tikimybe 1 — py, o skai¢iuojant nuo pradinio laiko iSgyvenusiyjy bus
1 — (1 —=p1)(1 — po). Taip tesiant procesa gausime lygti P(n):

n

P(n) = ]Il = Pu(t)At].

i=1

n (]jv(z)) _ —/Ot P (s)ds.

Kai At artéja prie nulio ir "laipty" skai¢ius n — oo, pastaraja lygybe galime transformuoti j

Analitiskai lygybe isreiskiama:

tolydy ir visisSkai apibrézta modelj:

N(t) = Nyexp (—/Pm(s)ds)
kur N(t) zymi i8gyvenusiyjuy bakterijy skai¢iy momentu ¢, Ny zymi pradinj bakterijy skaic¢iy,
o Pn,(s) - tikimybine mirtingumo normos funkcija. Pastaraja lygybe apraSytas modelis

tinkamas tik dideléms populiacijoms nagrinéti.
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3 Skyrius

Modelio taikymas

3.1 Lag fazeés ilgis

Bakterijos mirtingumo kreivé yra skaidoma j tris dalis: lag fazé, mazéjimo stadija bei

liekamoji dalis.

Lag fazé (A(t)) - tai "sulétinimo" laikas, per kurj bakterijy nejtakoja $vitinimas.

Mazéjimo stadija - laikotarpis, per kurj mirsta absoliuti pradinio bakterijy skaiciaus N (t)

dalis (dazniausiai isiskiria naturaliai).

Liekamoygi dalis - Svitinimui atspariy bakterijy dalis.

a (y=a + bx)
" e
v
LnNo| ___ .
I\\\
Y
;i
A
b
A
A
LY
‘\
h\
0 A

3.1 brézinys: Bendroji mirtingumo kreive

18



Lag fazés ilgis priklauso nuo mazéjimo stadijos atkarpos, kuri yra interpretuojama kaip
regresijos tiesé §(z) = a+ bx. Naudojant maziausiyjy kvadraty metods, randami atitinkami
koeficientai bei finqe, prilyginamas b, (fmae = b).

Is funkcijos §(2;) = a + bx;, jverdiai a ir b randami minimizuojant SSE = doii(yi—a—
bx;)?, kur i - i-tasis stebéjimas, n - stebéjimy skaicius. Literaturoje [5] turime iSvestus Situos

koeficientus:

b— Z?:l (s — 2)(y: — ) N Z?:l LilYi — (ZZ’L:I Li Z?:l yi) /n
i (i — )2 St — (X @)’ n

Y

Q>
I
Y|
|
S
&

kur g =" yi/n, T = 1 z;/n.

Pazymékime lag fazés funkcija A\(7), inkubacijos laika i. 1 paveikslélyje aiskiai matyti,
kad A(7) - tai pradinio skai¢iaus ir a koeficiento skirtumo santykis su nuokrypiu, t.y. A(i) =
(1nNo = a(0)) im0

Pries nustatant koeficienty pasikliautinuosius intervalus, reikia atlikti atskiry bandymuy
dispersine duomeny analize (ANOVA). Taikome Figerio LSD (a = 0.05) kriterijy duomenims
ir sudarome rezultaty lentele. Raide T pazymime, kur buvo aptiktas reikSmingas skirtumas

tarp vidurkiy, N - kur neaptikta (¢ - $vitinimo laikas).

1=2]1=15|1=30|¢=60

t=25 N N N N
t=10| N T N N
t=15| T T N N

3.1 lentelé: ANOVA tarp bandymy.

Tarp bandymy duomeny su aptiktais vidurkiy skirtumais skai¢iuojami Spirmano
koreliacijos koeficientai. Gaunama, kad o5 = 0.93729 ir g, = 0.86249. Vertinant procentais,
buty 8.09 proc. sui=2irt =15, 3.36 proc. sui¢ = 15 ir t = 10 bei 9.00 proc. su ¢ = 15 ir
t = 15.
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Dipersijos tarp atskiry bandymy yra nedidelés, norint gauti gana tikslias regresines
tieses. stebint priklausomybe nuo inkubacinio periodo, gaunami keturiy kreiviy koeficientus
kiekvienam bandymui. Zemiau, lentelése 2.2 ir 2.3, pateikti atitinkamy kreiviy koeficientai,

0 2.4 lenteléje A, (i), m - bandymo numeris, jverciai bei jver¢iy pasikliautinieji intervalai.

i, min. | a(7) a(i) paklaida | b(i) b(i) paklaida
2 8,20044 | 0,10883 -0,30642 | 0,00908
15 8,49221 | 0,09715 -0,39533 | 0,00864
30 8,5003 | 0,09378 -0,42587 | 0,00816
60 8,11255 | 0,0605 -0,4138 | 0,00541

3.2 lentelé: Pirmojo bandymo jverciai.

i, min. | a(7) a(i) paklaida | b(i) b(i) paklaida
2 | 8,15586 | 0,13066 -0,28577 | 0,01154
15 | 8,3047 |0,25941 -0,36684 | 0,02257
30 | 8,20715 | 0,14712 -0,39169 | 0,01308
60 | 8,09063 | 0,0639 -0,40863 | 0,00569

3.3 lentelé: Antrojo bandymo jverciai.

Siuos jvercius gerai apraso funkcija lim;_o A(i)/log (i + pagrindas) . Matyti, kad kai i —

0, tai A(7) artéja apytiksliai prie 4, tad gaunama apytikslé israiska:

_ 4
M0 gt o)

Modeliuojant realius duomenis matyti, kad pacioje lag fazéje irgi vyksta bakterijy
nykimas, j kurj taip pat reikia atsizvelgti. Todél turime i$ visos populiacijos N reikia iSskirti

Svitinimui neatsparia populiacijos dalj C'(A(7)),

dC (A7)

dt = _kmaxc’()\(l))?
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i, min. | Ap(7) A1(7) intervalas Ao(7) Ao(7) intervalas
2 3,34296 | [2,9018 ; 3,81105] | 3,76764 | [3,18193 ; 4,40265]
15 3,01313 | [2,7082 ; 3,33169] | 2,92839 | [2,0925 ; 3,87388]
30 2,63012 | [2,3646 ; 2,90601] | 2,56078 | [2,11456 ; 3,03782]
60 1,53559 | [1,37146 ; 1,70408] | 2,21009 | [2,02551 ; 2,39988|

Lambda

3.4 lentelé: A, (7) jverciai su pasikliautiniaisiais intervalais

4 Lambda funkcija
Iverciai 1
Iverciai 2
| |

3 4

2 4
| |

1 4
0 I I ! I I I ! I
0 10 20 30 40 50 60

Inkubacijos laikas, t

3.2 brézinys: Lambda apytikslé funkcija bei realus jverciai
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kur k..., maksimalus inaktyvavimo greitis iSskirtoje populiacijos dalyje, kuris taip pat
kinta priklausomai nuo Svitinimo laiko . Koregavimui yra parenkamas « su atitinkamais
reikalavimais: jo reikSmeé turi buti apytiksliai lygi 0 inaktyvavimo pradzioje bei apytiksliai 1

lag fazés pabaigoje,

CAM)
C(A(1)) — Ke(A(2)

K.(\(7)) su C(A(7)) sieja priklausomybé: jie parinkti taip, kad a buty lygi pusei pradinés

a=1-—

reiksmés 1. Padalijus skaitiklj ir vardiklj i§ to paties skai¢iaus, K.(A(7)), bei pertvarkius

lygybe gauname

B 1
14+ C.(\0))

su C.(A(7)), zymincia fiziologine populiacijos, inkubuotos ¢ minu¢iy, busena.

«

3.2 Tiesiné bei liekamoji dalys

ApraSant stochastinj inaktyvavimo modelj, jau minéta, kad log-tiesinis arba pirmos rusies,
kinetikos mirtingumas yra dazniau iSimtis negu taisyklé. Dazniausiai tokia tiesé gerai apraso

tik mirtingumo kreivés nuolydj be lag fazés ir liekamosios dalies. Tuo remiantis uzraSoma

lygtis:
AN(X(i)) .
—a = kNQG),
kur
B Ny (A4))
= e (1= 55007 )

N,.(A(2)) zymi, inkubuota ¢ minu¢iy, atsparia $vitinimui populiacijos dalj, k4, - maksimaly

inaktyvavimo greitj. Daugiklis 1 — N,.(A\(2))/N(A(7)) reikalingas liekamosios dalies jver¢iui.
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3.3 Lygties iSvedimas

Pertvarkius auksciau uzrasyta lygybe gaunama:

dN (7)) N, (A(7)) . 1 N.(A(2)) .
di :*WMO‘NM@JNWWZ‘“”GTEWE)O‘Nwm)Nwm

Reikia ja iSspresti bei iSreiskti N(A(:)). Pradedama nuo Svitinimui neatsparios

populiacijos dalies C'(A(7)).

dC(A(2))
dt

= —kpaeCAG)), dCA()) = —kmasC(A())dt

Suintegruojamos abi puses, InC(A(i)) = —kmaat, ir gaunama

CA@)) = Co(A(4)) exp (—Kmaat)-

Toliau isdiferencijuojamas N (A(i)).

AN(A\(3)) 1 N, (A(4)) :
i =t (rem) (- Soe ) Yoo

IN(A()) - |
(1 — Nowy ) NAW) — e (1 + CC(W))> :

Supaprastinama ir jraSomas C'(\(i)) vietoje C.(A(7)).

d(N(A(®)) = N (A@)) _ (eXp (Fmaat)
N(A() = Ne(A(0)) "\ exp (Fmaat)

Padaromas keitinis exp (kmazt) = ¥, dY = kmaz €Xp (kmast)dt.

+%M@0ﬁ




N = N.0M0) = s
NM)) = s + 0
N(M) = 1 £ N.O0)

—exp (kmast) + Co(A(4))

_ exp (—kmaxt)
14+ Co(A(7)) exp (—kmaxt)

Taske t = 0 (pazymima N (A(7)) = No(A(7))) gaunama

N(A@))

+ N,(A())

1 .
= m + No(A(4)),

tad ¢la reikalingas aproksimavimo daugiklis (1 + Co(A(7))) (No(A(7)) — N-(A(7)))

No(A(4))

normalizavimui nuliniame taske. Gaunamas rezultatas

exp (—kmaxt)
1+ Co(A(@)) exp (—Kimaat)

N(A@)) = (14 Co(A(@)))(No(A(2)) — Ni(A(2))) + No(A(4)).
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3.4 Rezultaty aptarimas

Isvedus lygti bei atlikus modeliavima, priartéjama prie rezultaty aptarimo. Kiekvienu
atveju reikia jvertinti RMSD tarp iSvestos formulés tiesés bei realiy bandymy duomeny,
jvertinti liekamaja dalj f(A(i)) = N,.(A\(i))/No. Biologiné daznio reikSmé - tai atspariy
bakterijy procentas pradinéje populiacijoje, kuri interpretuojama kaip liekamoji dalis.

Pradedama nuo inkubuoty po 2 minutes bakterijy aptarimo. Zemiau pateikiami dviejy

bandymy realiyjy rezultaty po Svitinimo ir naujai iSvestosios formulés grafikai.
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Inkubacijos laikas 2 min.

—s=—Bandymas 1
——Formule

Bakteriju skaicius, log, (N)

0 T T T - T . v
0 5 10 15 20 25
Svitinimo laikas, min.

3.3 brézinys: Pirmojo bandymo kreivés (inkubacija 2 min.)

Inkubacijos laikas 2 min.

—s=—Bandymas 2
—e—Formule

Bakteriju skaicius, log, (N)
e
1

v v T v T v
0 5 10 15 20 25
Svitinimo laikas, min.

3.4 brézinys: Antrojo bandymo kreivés (inkubacija 2 min.)

Paskai¢iuojami atspariy bakterijy santykiniai dazniai f(A\,(2)) = Ny(An(2))/No.
Gaunama f(A(2)) = 0,346, f(A\2(2)) =0, 373.
RMSD jverciai: RMSD(\,(2)) = 0.1988, RMSD(\2(2)) = 0.2067.
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Inkubacijos laikas 15 min.

5 —s=—Bandymas 2
—e—Formule 2

Bakteriju skaicius, log, (N)

T T T T T T 1
0 15 20 25

T
0 5 1
Svitinimo laikas, min.

3.5 brézinys: Pirmojo bandymo kreivés (inkubacija 15 min.)

Inkubacijos laikas 15 min.

—s=—Bandymas 1
—e— Formule 1

Bakteriju skaicius, log, (N)
£

T 1
10 . 15 20 25
Svitinimo laikas, min.

3.6 brézinys: Antrojo bandymo kreivés (inkubacija 15 min.)

Paskaiciuojami atspariy bakterijy santykiniai dazniai f(\,(15)) = N.(An(15))/No.
Gaunama f(\(15)) = 0,282, f(As(15)) = 0,297,
RMSD jveréiai: RMSD(A;(15)) = 0.1622, RMSD(A\s(15)) = 0.1744.

27



Inkubacijos laikas 30 min.

—=— Bandymas 1
6 —s—Formule 1

Bakteriju skaicius, log,(N)

T 1
20 25

o

10, ! 15
Svitinimo laikas, min.

3.7 brézinys: Pirmojo bandymo kreivés (inkubacija 30 min.)

Inkubacijos laikas 30 min.

—=— Bandymas 2
6 —e— Formule 2

Bakteriju skaicius, log, (N)
=

T T T T 1
[ 5 10 15 20 25
Svitinimo laikas, min.

3.8 brézinys: Antrojo bandymo kreivés (inkubacija 30 min.)

Paskai¢iuojami atspariy bakterijy santykiniai dazniai f(\,,(30)) = N, (A,(30))/No.
Gaunama f(A1(30)) = 0,261, f(A2(30)) = 0, 268.
RMSD jverciai: RMSD()\;(30)) = 0.1514, RMSD()\,(30)) = 0.1659.
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g Inkubacijos laikas 60 min.

—=— Bandymas 1
6 —e—Formula 1

Bakteriju skaicius, log, ()

T T
10 15 20 25
Svitinimo laikas, min.

o

3.9 brézinys: Pirmojo bandymo kreivés (inkubacija 60 min.)

Inkubacijos laikas 60 min.

—=— Bandymas 2
N —&— Formule 2

Bakteriju skaicius, log,(N)
IS

10 ' 15
Svitinimo laikas, min.

3.10 brézinys: Antrojo bandymo kreivés (inkubacija 60 min.)

Paskai¢iuojami atspariy bakterijy santykiniai dazniai f(A,,(60)) = N, (A, (60))/Np.
Gaunama f(A(60)) = 0,216, f(A2(60)) = 0, 164.

RMSD jverciai: RMSD(A;(60)) = 0.1598, RMSD(\2(60)) = 0.1652.

Kaip matyti, isvesta bakterijy inaktyvavimo formulé gana gerai apraso turimus duomenis

bei atitinka jai keliamus reikalavimus:
e apraso bakterijy inaktyvavimg kaip nuo laiko priklausancia funkcija,

e lag fazés ilgiai, inaktyvavimo normos ir lieckamosios dalys susije tarpusavyje,
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e modelis turi buti dinaminis,
e neturi priklausyti nuo N(0) ir ¢y desinioje nelygybés puséje,

e ir nekintamom salygom nelygybé N = f(t) taske to, pazymekime N (ty) turi buti lygus

pradiniam dydziui.

Apibendrinami gauti f(\,(7)) dazniai ir RMSD jver¢iai surasomi j lenteles.

1=2|1=15|1=30|1=060
m=11]0.346 | 0.282 | 0.261 | 0.216
m=21{0373] 0297 | 0.268 | 0.164

3.5 lentelé: Santykiniai f(\,, (7)) dazniai.

1=2 | 1=15|1=30 | 7=060
m=110.1988 | 0.1622 | 0.1514 | 0.1598
m =2 | 0.2067 | 0.1744 | 0.1659 | 0.1652

3.6 lentele: RMSD(\,, (7)) jverciai.
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4 Skyrius
Isvados

Siame darbe tiriama bakterijos Salmonella enterica Serovar Typhimurium S$vitinimo
poveikio priklausomybé nuo inkubacinio periodo. Trumpai aptariami bakterijy inaktyvavima
apraSantys dazniausiai naudojami modeliai, tokie kaip Baranyi modelis, Gompertz modelis,
Xiong modelis ir kt.

Turimoms duomenims skaitiskai iSreiskiame lag faze ir randame jos ilgj apraSanciag
funkcija. Remdamiesi aprasytais matematiniais modeliais iSvedéme inaktyvavima aprasancia
lygtj.

Darbo pabaigoje realiems duomenims panaudojome iSvesta formule, aptaréme grafikus ir
apskai¢iavome RMSD.

Atlikus modeliavimg galime teigti, kad jau po 30 minuciy praleisty inkubaciniame
periode ir 15 minué¢iy $vitinimo, bakterijy skacius labai priartéja prie logio(N) = 2, t.y.
N(A(30),15) — 2 ir mazai tesiskiria nuo N(A(60),t), kai ¢ = 20 min. Likusioji populiacijos

dalis praktiskai toliau nebemazéja.
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