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Summary
Deactivation of bacteria by using high impulsive voltages

The influence of high impulse voltages on Gram nega-
tive (Escherichia coli) and Gram positive (Staphylococcus
aureus, Listeria monocytogenes) bacteria was examined.
The impulses were produced in a one-grade generator of
high insult voltages. A complete reduction of E. coli was
noted for U = 40 kV and n = 50. On the other hand, for
S. aureus and L. monocytogenes the number of live bac-
terial cells in one cubic em was reduced by four or three
grades of value. The observed differences in the survival
of the bacteria examined result from differences in bac-
terial wall structure, size and shape. On the basis of the
research we may conclude that the impulsive electric field
may destroy microbial cells. Therefore, high impulsive vol-
tage methods may be used to sterilize consumptive liquids.

Destrukcyjny wptyw wysokich napigé impulsowych na ko-
mdérki bakterii i grzybéw stwierdzono w latach szesédziesia-
tych (8). Skutecznos¢ niszczenia komérek zalezy od wartosci
przytozonego pola elektrycznego i od catkowitego czasu jego
trwania (2). Pod wplywem pola elektrycznego o okreslonej
wartosci w Scianie komérkowej tworza sie pory: jest to Zja-
wisko elektroporacji (10). Istnieja dwa rodzaje elektroporacji:
odwracalna i nieodwracalna, Elektroporacja odwracalna zo-
stata wykorzystana w inzynierii genetycznej do taczenia komérek
(clektrofuzja) oraz do wprowadzania do wnetrza komérki ele-
mentéw genetycznych bez jej uszkodzenia (elektroiniekcja)
(7, 10). Rozwijane obecnie badania, dotyczace mozliwosci
zastosowania zjawiska elektroporacji nieodwracalnej do nisz-
czenia mikroorganizméw, skupiaja si¢ gtéwnie na sterylizacji
cieczy farmakologicznych i konsumpeyjnych (1, 3, 4, 5, 6).

Mechanizm elektroporaciji nicodwracalnej, ze wzgledu na wia-
Sciwosci elektryczne Sciany komoérkowej (dielektryk o przeni-
kalnodci wzglednej E“—‘Z-ﬁlU). plynu wewnatrz komérki (e=45-60,
rezystywnos¢ p=10-10" Qcm) oraz cieczy, w ktérej zyje ko-
morka (€=60-80, rezystywnog¢ pleE—l()4 cm), mozna po-
dzieli¢ na kilka etapéw (4, 5, 7, 10). W plerwszym etapie
nastepuje akumulacja tadunkéw elektrycznych, ktéra powo-
duje powstawanie réznicy potencjatéw pomiedzy powierzch-
niami Sciany komdrkowej (czas trwania t=500 ns — jest to
czas ,Jtadowania si¢” Sciany komorkowej). Nastepnie obser-
wuje si¢ dalszy wzrost réznicy potencjaléw i fluktuacje ksztattu
Sciany komérkowej (Sciskanie i moment gnacy) spowodowane
powstaniem naprgzeri mechanicznych pod wptywem oddzia-
tywari kulombowskich pomiedzy powierzchniami $ciany (t=1
us). Kolejny etap to powstawanie lokalnych przerw w $cianie
komérkowej poprzez przemieszczenia molekularne (t=50 ns).
W ostatnim etapie elektroporacji nicodwracalnej nastepuje dal-
sza ekspansja poréw i mechaniczne przerwanie $ciany ko-
morkowej (t=1-10 ms). Impulsy napieciowe zdolne zniszczy¢

komérke biologiczna powinny dziatac z czestotliwoscia f<10
Hz i posiadac czas narostu tn>500 ns (5).

Ewentualne zastosowanie metody impulséw wysokiego na-
pigcia do sterylizacji cieczy konsumpcyjnych wymaga uprzed-
niego zbadania wplywu impulséw wysokonapigciowych na
komérki réznych grup drobnoustrojéw.

Celem pracy bylo okreslenie wplywu niszczacego dziatania
impulsowego pola elektrycznego na bakterie gramujemne (Es-
cherichia coli) i gramdodatnie (Staphylococeus aureus, Liste-
ria monocytogenes).

Materiat i metody

Do badad uzyto szczepéw wzorcowych Escherichia coli
PCM 2057, Staphylococcus aureus PCM 520 (209 P) pocho-
dzacych z kolekceji drobnoustrojéw Instytutu Immunologii i Te-
rapii Do§wiadczalnej im. L. Hirszfelda PAN we Wroctawiu
oraz szezepu Listeria monocytogenes (serotyp 4b) z kolekcji Ka-
tedry Mikrobiologii Weterynaryjnej AR we Wroctawiu. 7, tych
bakterii hodowanych na podtozu Tryptic Soy Agar (Difco)
w temperaturze 37°C przez 24 h sporzadzano zawiesiny w ply-
nie fizjologicznym o pH od 7,2 do 7.4. Wplyw impulséw
wysokiego napiecia na paleczki E. coli i L. monocytogenes
oraz gronkowce oceniano przez oznaczenie liczby bakterii me-
todg rozciericzeri seryjnych. Badane prébki zawiesin drobnou-
strojéw wysiewano na plytki Petriego z podtozem agarowym
tryptonowo-sojowym. Plytki z posiewami umieszczano w cie-
plarce i inkubowano w temperaturze 37°C przez 24 h. Nastepnie
liczono wyroste kolonie mnozac w;zm'k przez rozciericzenie
i 10 (na plytke wysiewano 0,1 cm”’ zawiesiny). Otrzymana
liczba odpowiadata zawartosci bakterii w 1 cm* badanej za-
wiesiny. Kazdorazowo oznaczano liczbe bakterii przed i po
zadzialaniu impulséw elektrycznych.

Do wytwarzania impulséw zastosowano uktad jednostopnio-
wego generatora wysokich napiec udarowych. W celu otrzymania
odpowiednio krétkich impulséw zastosowano iskiemnik ucinajacy
udar poprzez wytadowanie na powierzchni materiatu cerami-
cznego. Otrzymywane przebiegi mierzono za pomoca cyfrowego
oscyloskopu Kikusui sprzezonego z oporowym dzielnikiem
napiec udarowych. Typowy przebieg oscyloskopowy podawa-
nego impulsu dla jednej z wartosci napiecia ilustruje rye. 1.
Pomiary wykonano w ukladzie elektrod czaszowych (4), odda-
lonych 0 h=5 mm, w stanie stacjonarnym, tzn. bez przeptywu
zawiesiny bakteryinej w przestrzeni migdzyelektrodowej. Ob-
Jetos¢ prébki kazdorazowo wynosita 30 cm”.

Badano zaleznos¢ przezywalnosci bakterii Escherichia coli,
Staphylococcus aureus i Listeria monocytogenes od wartosci
szezytowe] napigcia impulsu i ilosci podawanych impulséw.
Przezywalnosé 0znaczano okreSlajac stosunek liczby aktyw-
nych bakterii w 1 ¢cm” zawiesiny — N — po przylozeniu impul-
s6w pola elektrycznego do liczby aktywnych komérek bakterii
w | cm™ — No — przed badaniem.

Wyniki i oméwienie
Uzyskane wyniki badari zaleznosci przezywalnosci bakterii

gramujemnych (E. coli) i gramdodatnich (S. aureus, L. mono-
cytogenes) od liczby impulséw przedstawiono na ryc. 2. Cal-
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Ryc. 1. Przebieg oscyloskopowy impulsu wysokiego mapigcia uzywanego
do badan przezywalno$ci bakterii E. coli, S. aureus, L. monocytogenes
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Ryc. 2. Zalezno$é przezywalnosci bakterii od hczby impulséw (S. aureus —
No=1,4¢10 /(:m3 E coli — No=5¢10%cm?, L. monocytogenes —
No=I 2-109/cm )

kowitg dezaktywacj¢ E. coli uzyskano dla napigcia U=45 kV
juz dla n=15 impulséw. Dwa impulsy powodowaly zmniej-
szenie liczby bakterii o okoto dwa rzedy. Z ryciny wynika,
ze notowano silna zaleznos$¢ przezywalnosci pateczek E. coli
od liczby impulséw w zakresie od n=0 do n=15. Dla bakterii
gramdodatnich redukcja byla znacznie mniejsza. Przy napigciu
szczytowym impulsu U=45 kV dla n=20 obserwowano spadek
liczby zywych bakterii S. aureus o okoto trzy rzedy. Zaleznos¢
przezywalnosci gronkowca ztocistego od liczby impulséw w
zakresie od n=0 do n=20 byla stabsza w poréwnaniu do E.
coli. Obserwowano takze znacznie mniejszy, od juz opisanych,
wplyw pola elektrycznego na komérki L. monocytogenes. Za-
lezno$¢ przezywalnosci tych pateczek od liczby impulséw nie
byta tak duza w zakresie od n=0 do n=20 jak w przypadkach
E. coliiS. aureus. Dla n=100 notowano spadek liczby bakterii
tylko o dwa rzedy.

Ryc. 3 przedstawia zaleznos¢ przezywalnosci badanych ba-
kterii od szczytowej wartosci napigcia przytozonego impulsu
dla n=50. Calkowita redukcje¢ E. coli uzyskano dla napigcia
U=40 kV. Réwnicz dla matych wartosci napigcia U=10 kV
redukcja tych bakterii jest duza — okoto sze$¢ rzedow. W przy-
padku S. aureus nie stwierdzono w catym zakresie badanych
napieé petnej redukcji Zywych bakterii. Spadek ich liczby o czte-
ry rzedy zachodzit dia napigcia U>60 kV przy liczbie podawa-
nych impulséw n=50. Dla L. monocytogenes .przy napicciu
maksymalnym U>70 KV uzyskano redukcje o okoto dwa rzedy.
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Ryc. 3. Zalezno$é przezywalnosci bakterii od wartosci szczytowe] impul-
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Ryc. 4. Zaleznoéé przezywalno§ci bakterii od energii dostarczanej na
1 cm” zawiesiny

Czestotliwosé podawanych impulséw w przeprowadzonych
badaniach wynosita f=1 Hz. Wykazano, ze dla wszystkich
badanych bakterii wieksze napigcie 1 wyzsza liczba podawa-
nych impulséw (catkowity czas trwania napigcia) powodowaty
wieksza redukcje drobnoustrojéw.

Interesujaca zaleznoscia, z punktu widzenia zastosowar, jest
zalezno$¢ przezywalnosci od energii, ktéra nalezy dostarczy¢
na 1 cm® zawiesiny bakteryjnej. Energia ta obliczana jest wg
nastgpujacego wzoru (6):

E=024¢ (1 Udax Cp

2 A%

gdzie: Cp — pojemno$é probki (45 nF), Umax — wartos¢
maksymalna napiecia, n — hczba podanych impulséw, V —
— obje¢tosé prébki (30 cm )

Jak wynika z zaleznosci przezywalnosci od dostarczanej
energii (ryc. 4) do catkowitej redukcji E. coli wystarcza okoto
15 cal/cm®. Jest to znacznie mniej niz w szeroko rozpowszech-
nionym w przemysle spozywczym procesie sterylizacji cie-
plnej cieczy konsumpcyjnych (ogrzewanie w 63°C przez 45
minut). Dla gronkowca zlocistego zmniejszenie liczby bakterii
o okoto cztery rzedy uzyskano dla energii 25 cal/em’. W przy-
padku Listerii monocytogenes przy 25 cal/cm”™ notowano re-
dukcje bakterii o dwa rzedy.

Wyniki badan przezywalnosm bakterii Escherichia coli,
Staphylococcus aureus i Listeria monocytogenes potwierdzity
niszczacy wptyw impulsowego pola elektrycznego na komérki
biologiczne. R6zna redukcja dla réznych rodzajéw bakterii
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wynika z odmiennosci ich budowy. Wydaje sie, ze wazne
sa tu réznice sktadu i morfologii §ciany komérkowej bakterii
gramdodatnich i gramujemnych oraz réznice w wielkosci
badanych bakterii.

Wedtug danych pismiennictwa natezenia pél elektrycznych
na Scianie komérkowej powodujacych elektroporacje nieod-
wracalna wynosza w zalezno$ci od rodzaju komérki biologi-
cznej od 20 kV/ecm do 40 kV/cm, dla czasu narostu impulsu
od kilku do kilkudziesigciu mikrosekund (2, 7, 8, 10). W ba-
daniach wiasnych zastosowane natezenia pola elektrycznego
byly znacznie wyzsze —do okoto 100 kV/cm. W takim przypadku,
aby nie dopusci¢ do nadmiernego ogrzania cieczy w prze-
strzeni migdzyelektrodowej i uniknac zniszczenia bakterii po-
przez wzrost temperatury, gérna granica czasu narostu impulsu
musi by¢ mniejsza od 10 ps. Zastosowane impulsy wysokiego
napiecia charakteryzowaty sie bardzo krétkim czasem narostu
tn=0,8 [s. Zastosowanie tak krétkich tn i duzych natgzen pola
elektrycznego miato na celu sprawdzenie mozliwosci dezakty-
wacji bakterii przy zminimalizowaniu wplywu wysokiego na-
pigcia na plyn, w ktérym przebywaty drobnoustroje. Miatoby
to znaczenie w przypadku aplikacji metody do cieczy kon-
sumpcyjnych. Uzyskano wyzsze wartosci natezenia pola od
podawanych w pi§miennictwie (2, 7, 8, 10) — 30 kV/cm, po-
wodujace catkowita redukeje E. coli — okoto 60 kV/cm. Wy-
nika to zaréwno z zastosowania wigkszych objetosci zawiesiny
bakteryjnej (wéwczas duzy wptyw na przezywalnosé ma przy-
padkowos¢ rozmieszczenia bakterii w przestrzeni migdzyelek-
trodowej), jak i z zastosowania impulséw o bardzo krétkim
czasie narostu napigcia.

Redukcja bakterii w cieczy konduktywnej (ptyn fizjologi-
czny wytworzony na bazie NaCl) ujawnia mozliwosé zasto-
sowania metody impulséw wysokiego napigcia do sterylizacji
cieczy konsumpcyjnych. Metoda ta wymagataby dostarczenia
kilkakrotnie mniejszej energii niz stosowana w przemysle me-
toda termiczna. O jej przydatnosci dla przemystu spozywczego
decydowac beda badania fizyko-chemiczne, dalsze badania
mikrobiologiczne oraz w niektérych przypadkach badania sen-
soryczne sterylizowanych ta metodg cieczy konsumpcyjnych.
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Summary

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

The distribution and the number of the T. 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 infested meat the hig-
hest number of the 7. spiralis larvae was found in the

diaphragm. Numerous larvae were also noted in the tails
and oesophagi of the animals under study.

Badania nad rozmieszczeniem larw Trichinella spiralis w or-
ganizmach zywicieli sa istotne z punktéw widzenia diagnostyki
i inwazjologii wloénicy. Skutecznosé diagnostyki tej inwazji,
szczegllnie przypadkéw o niskiej intensywnosei, zalezy od
wielkosci badanej prébki, a takze miejsca jej pobrania. Aktu-
alnie obowiazujace przepisy nakazuja badanie prébek pobra-
nych z filaréw przepony, a w razie ich braku z jej czgsci
zebrowej lub migéni brzusznych. Jak wynika z danych pi-
$miennictwa (3, 5, 6, 8) niekwestionowana jest przydatnos¢
przepony do tego typu badan, pewne kontrowersje budzi na-
tomiast wybdr miejsc, z ktérych pobierane moga byé préby
do badan na wtosnie w przypadku braku przepony.

Celem badan byto okreslenie rozmieszczenia i koncentracji
larw Trichinella spiralis w wybranych migéniach u doswiad-
czalnie zarazonych §win 1 szczurdw.



