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Summary

Deactivation of bacteria by using high impulsive voltages

komórkę biologiczną powinny działać z częstotliwością f<10
Hz i posiadaó czas narostu tn>500 ns (5).
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Materiał i metody

_ ^Do 
badań vżyto szczepów wzorcowych Escherichią coli

PCM 2057, S.tqrhllococcus aureus PCM 520 (2O9 P) pocho-
dzą9.y2h z kolekcji drobnoustrojów Instytutu Immunológii i Te-
rapii Doświadczalnej im, L. Hirszfelda PAN we Wrócławiu

w zastosowano układ jednostopnio-
apięć udarowych. W celu otrzymania
sów zastosowano iskiernik u cinający
na powierzchni materiału cerami-

Wyniki i omówienie

U zyskane wyniki b adań zależno ści pt ze ży waln o ści bakteri i
gramujemnych(E. coli) i gramdodatnich(S. aureus, L. mono-
cytogenes) od liczby impulsów przedstawiono na ryc. 2. Cal-

Destrukcyjny wpływ wysokich napięó impulsowych na ko-
mórki bakterli i grzybów stwierdzono w ]atach sześćdziesią-
tych (8). Skuteczność niszczenia komórek zależy od wartości

stała wykorzystana w inzynieril, genetycznej do łączenia komórek
(elektrofuzja) oraz do wprowadzania do wnętrza komórki ele-
mentów genetycznych bez jej uszkodzenia (elektroiniekcja)
('7, l0). Rozwijane obecnie badania, dotyczące możliwości
zastosowania zjawiska elektroporacji nieodwracalnej do nisz-
czenia mikroorganizmów, skupiają się głównie na sterylizacji
cieczy farmakologicznych i konsumpcyjnych (1, 3,4,5,6).

Mechanizm elektroporacji nieodwracal nej, ze względu na wła-
ściwości elektryczne ściany komórkowej (dielekĘk o przeni-

komórki (e=45-60,

,łI]1,i1#,]ii3
pierwszym etapie

następuje akumulacja ładunków elektrycznych, która powo-
duje powstawanie róznicy potencjałów pomiędzy powierzch-
niami ściany komórkowej (czas trwania t=500 ns - jest to
czas ,,ładowania się" ściany komórkowej). Następnie obser-
wuje się dalszy wzrostróżnicy potencjałów i fluktuacje kształtu
ściany komórkowej (ściskanie i moment gnący) spowodowane
powstaniem naprężeń mechanicznych pod wpływem oddzla-
ływań kulombowskich pomiędzy powierzchniami ściany (t=1
ps). Kolejny etap to powstawanie lokalnych przerw w ścianie
komórkowej poprzez przemieszczenia molekularne (t=50 ns).
W ostatnim etapie elektroporacji nieodwracalnej następuje dal-
sza ekspansja porów i mechaniczne przerwhnie ściany ko-
mórkowej (t=1-10 ms). Impulsy napięciowe zdolne zniszczyć
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Ryc. 1. Przebieg oscyloskopowy impulsu wysokiego napięcia używanego
do badań przeżywalności bakerii E coli, S. altreus, L. monocytogenes

U=45 kV

L. monocytogenes

S. oureus

E. coti

40 60 80
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Ryc. 2. Zależnoić pryeżyłvelności balcerii od liczby impulsów (S. aureus -
No=1.4.108 lrml, i. coli - No=5o106/"^3, L. monocJt()genes -

No= l,2.109/cm3)

kowitą dezaktywację E. coli uzyskano dla napięcia U=45 kV
już dla n=15 impulsów. Dwa impulsy powodowały zmniej-

szenie liczby bakterii o około dwa rzędy. Z ryciny wynika,

ze notowano silną zalężność przeżywalności pałeczek E, coli
od liczby impulsów w zakresie od n=0 do n=15, Dla bakterii
gramdodatnich redukcja była znacznie mniejsza. Przy napięciu

szczytowym impulsu U=45 kV dlan=20 obserwowano spadek

Il,czby żywych bakterii S. aureus o około trzy rzędy. Zależność

przeżywalności gronkowca złocistego od liczby impulsów w

zakresie od n=0 do n=20 była słabsza w porównanju do E.

coil. Obserwowano takżę znacznie mniejszy, od już opisanych,

wpływ pola elektrycznego na komórki L. monocytogenes. Za-

leżność przeżywalności tych pałeczek od liczby impulsów nie

była tak duza w zakresie od n=0 do n=20 jak w przypadkach

E, coli i S. aureus. Dla n=l00 notowano spadek liczby bakterii

tylko o dwa rzędy.
Ryc. 3 przedstawia za7eżność przeżywa|ności badanych ba-

kterii od szczytowej wartości napięcia przyłozonego impulsu

dla n=50, Całkowitą redukcję E. coli uzyskano dla napięcia

U=40 kV. Również dla małych wartości napięcia U=l0 kV
redukcja tych bakteriijest duża - około sześćrzędów. W przy-

padku S, aureus nie stwierdzono w całym zakresie badanych

napięć pełnej redukcji zywych bakterii. Spadek ich liczby o cztę,

ry rzędy zachodził dla napięcia U>60 kV przy ltczbie podawa-

nych impulsów n=50. Dla L. monocytogenes.przy naplęclu

maksymalnym U>70 kV uzyskano redukcję o około dwa rzędy,

Zalężność przeżywalnoś wartości szczytowej impul-
wysokiego _napięcia (S, I.3,10'/cm'". E. ,c,lli -

No=5. l0*/cm', L. rlp Ng=1.2otQ'lqrn';
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Ryc 4 Zależność przeźywalnośc'r:;1:.r;l""O energii dostarczanei na

Częstotliwość podawanych impulsów w przeprowadzonych

badaniach wynosiła f=I Hz, Wykazano, że dla wszystkich
badanych bakterii większe napięcie l, wyższa liczba podawa-

nych impulsów (całkowity czas trwania napięcia) powodowały
większą redukcję drobnoustrojów.

Interesującą zależnoścl,ą, z punktu widzenia zastosowań, jest

za|eżność przeżywalności od energii, którą nd,eży dostarczyć

na l cm-J zawiesiny bakteryjnej, Energia ta obliczana jest wg

następuJące (6):

o,2o.(+u'"."- co'l{

gdzie: Cp ość próbki G5 rfrl. fJ.u* - wartość

maksymaln ,a, n -^liczba podanych impulsów, V -
- objętość próbki (30 cm'),

Jak wynika z zalężności przeżywalrlości od dostarczanej

energii (ryc. 4.1 do całkowitej redukcji E. coli wystarcza około

15 cal/cmJ, Jest to znacznie mniej niż w szeroko rozpowszech-

nionym w przemyśle spozywczym procesie sterylizacji cie-

plnej cieczy konsumpcyjnych (ogrzewanie w 63"C ptzez 45

minut). Dla gronkowca złocistego zmniejszenie l i
o około cztery rzędy uzyskano dla energii 25 ca\l
padku Listerii monocytogenes przy 2i ca)/cm3

dukcję bakterii o dwa rzędy.
Wyniki badań przeżywalności bakterii Escherichia coli,

St ap hy lo c o c c u s aur eu s i Li s t e ria mo no cy t o 8 e nes potwierdziły

niszczący wpływ impulsowego pola elektryc zrrego na komórki

biologiczne. Różna redukcja dla różnych rodzajów bakterii
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wynika z odmienności ich budowy. Wydaje się, że ważne
są tu różnice składu i morfologii ściany komórkowej bakterii
grarndodatnich i gramujemnych oraz różnice w wielkoścj
badanych bakterii.

Według danych piśmiennictwa natężenta pól elektrycznych
na ścianie komórkowej powodujących elektroporację nieod-
wracalną wynoszą w zalezności od rodzaju komórki biologi-
cznej od 20 kY/cm do 40 kV/cm, dla czasu narostu impulsu
od kilku do kilkudziesięciu mikrosekund (2,7,8,1C). W ba-
daniach własnych zastosowane natężenia pola elektrycznego
były znacznie wyzsze - do około l00 kV/cm, W takim przypadku,
aby nie dopuścić do nadmiernego ogrzania cieczy w prze-
strzeni międzyelektrodowej i uniknąó ztltszczęnia bakterii po-
przez wzrost temperatury, górna granica czasu narostu impulsu
musi być mniejsza od 10 ps. Zastosowane impulsy wysokiego
napięcia charakteryzowały się bardzo krótkim czasem narostu
tn=0,8 Fs, Zastosowanie tak klótkich tn i duzych natężeńpola
elektrycznego miało na celu sprawdzenie mozliwości dezakty-
waoji bakterii przy zminimalizowaniu wpływu wysokiego na-
pięcia na płyn, w którym przebywały drobnoustroje. Miałoby
to znaczenie w przypadku aplikacji metody do cieczy kon-
sumpcyjnych. Uzyskano wyższe wartości natężenia pola od
podawanych v,l piśmiennictwie (ż,7, 8, 10) - 30 kVicm, po-
wodujące całkowitą redukcję E. coli - około 60 kV/cm. Wy-
nika to zarówno z zastosowania większych objętości zawiesiny
bakteryjnej (wówczas duży wpływ naprzeżywalność ma przy-
padkowo ść r o zml ęszc zeni a bakterii w prze strzeni mię d zy elek-
trodowej), jak i z zastosowania impulsów o bardzo klótkim
czasie narostu napięcia,

Redukcja bakterii w cieczy konduktywnej (płyn fizjologi-
czny wytworzony na bazie NaCl) ujawnia mozliwość zasto-
sowania metody impulsów wysokiego napięcia do sterylizacji
cieczy konsumpcyjnych. Metoda ta wymagałaby dostarczenia
kilkakrotnie mniejszej energii niż stosowana w przemyśle me-
toda termiczna, O jej przydatności dla przemysłu spożywczego
decydować będą badania fizyko-chemiczne, dalsze badania
mikrobiologiczne otaz w niektórych przypadkach badania sen-
soryczne sterylizowanych tą metodą cleczy konsumpcyjnych,

piśmiennictwo
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S umma ry

Distribution of the Trichinella spiralis larvae in the mu-
scles of experimentally infested pigs and rats

The distribution and the number of the ?. spiralis larvae
per 1 g of muscle were determined in rats experimentally
infested at the rate of 200,500 or fed meat containing the
larvae. The examinations were also carried out on pigs
fed 200, 1000 and 10 000 larvae. The intensity of larvae
invasion and distribution depended on the dose used for
infestation. The highest number of the larvae in rats and
pigs infested with lower doses of T. spiralis was found in
the tongue muscles, masseter, femur and diaphragm. In
animals infested with medium-sized inocula (rats with 500
and pigs 1000 larvae) the highest number of the larvae
was noted in the intercostal muscles, in the masseter in
the transversal muscles of the abdomen, in the biceps mu-
scle of the thingh and in the diaphragm. In pigs infested
with 10 000 larvae and in rats fed infesteil meat the hig-
hest number of the T. spiralis laryae was found in the

diaphragm. Numerous larvae were also noted in the tails
and oe§ophagi of the animals under §tudy.

Badania nad rozmieszczeniem larw Trichinella spiralis w or-
ganizmach żywicieli są istotne z punktów widzenia diagnostyki
i inwazjologii włośnicy. Skuteczność diagnostyki tej inwazji,
szczególnie przypadków o niskiej intensywności, zależy od
wielkości badanej próbki, atakże miejsca jej pobrania. Aktu-
alnie obowiązujące przepisy nakazują badanię próbek pobra-
nych z filarów przepony, a w razie ich braku z jej części
żebrowej lub mięśni brzusznych, Jak wynika z danych pi-
śmiennictwa (3, 5, 6,8) niekwestionowana jest przydatność
przepony do tego typu badań, pewne kontrowersje budzi na-
tomiast wybór miejsc, z których pobierane mogą być próby
do badań na włośnie w przypadku braku przepony.

Celem badań było określenie rozmjęszczęnia i koncentracji
larw Trichinella spiralis w wybranych mięśniach u doświad-
czalnię zarażonych świń i szczurów.

Rozmieszczenie Iarw Trichinella spira!is w mięśniach
doświadczalnle zarażonych świń i szczurów
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