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Введение. Для обеспечения сани-
тарно-эпидемиологической безопаснос-
ти и предотвращения микробиологичес-
кого загрязнения на предприятиях пище-
вой индустрии, в медицинских учрежде-
ниях, клинических и бактериологических
лабораториях необходимо регулярное и
эффективное обеззараживание внут-
ренних поверхностей помещений, обо-
рудования и предметов различного на-
значения. На практике наиболее широ-
ко используется реагентная обработка,
основанная на прямом контакте поверх-
ностей с водными растворами дезинфек-
тантов или их распылении по поверхно-
сти. К недостаткам применения дезин-
фицирующих средств, в том числе хлор-
содержащих, можно отнести отсутствие
долгосрочного эффекта и необходи-
мость значительных временных и трудо-
вых затрат. Кроме того, большинство
дезинфектантов имеют высокую сто-
имость, и, как правило, раздражающий
запах. Существенными недостатками
озонирования является невозможность
использования метода в присутствии
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В работе показана высокая эффективность высокочастотного ультразвука часто-
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This paper shows the high efficiency of high-frequency ultrasound (frequency 1,7 MHz) for
disinfection of glass surface, contaminated with cells and spores of Bacillus cereus.

людей, необходимость проводить обез-
зараживание в герметичном помещении
и повышенный контроль техники безо-
пасности [4]. При обеззараживании уль-
трафиолетовым светом используются
ртутные лампы, содержащие токсичную
металлическую ртуть. Для интенсифика-
ции процессов инактивации патогенной
микрофлоры на поверхности большой
потенциал имеют комбинированные
окислительные процессы, или АОР
(«Advanced Oxidation Processes»), к ко-
торым относится ультразвуковая (УЗ)
обработка. Известно, что при этом об-
разуются высокореакционноспособные
радикалы, из которых гидроксильный
радикал считается наиболее важным
агентом, обеспечивающим инактивацию
клетки [13]. К настоящему времени боль-
шинство исследований инактивации
микроорганизмов ультразвуковым воз-
действием проведено, главным образом,
в жидких средах. Например, инактива-
ция 99,7% Pseudomonas spp. установле-
на ранее при обработке сточных вод
низкочастотным УЗ (24 кГц) [8]. Эффек-
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тивность инактивации E. coli IAM 12058
и Streptococcus mutans JCM 5175 в сус-
пензии проведена с применением УЗ
частотой 500 кГц [10]. После обработки
молока УЗ (20 кГц) наблюдалась инак-
тивация 99% клеток E. coli и
Saccharomyces cerevisiae [7]. Инактива-
ция E. coli была также выявлена при об-
работке воды низкочастотным УЗ [11].
Однако, инактивирующее воздействие
капель воды, обработанных ультразву-
ком (как высокочастотным, так и низко-
частотным) на микробные клетки, нахо-
дящиеся на твердых поверхностях, прак-
тически не исследовано. В связи с этим,
целью данной работы являлось изуче-
ние эффективности обеззараживания
поверхности стекла с использованием
высокочастотного ультразвука.

Условия и методы исследования.
В качестве модельного тест-организма
была взята бактериальная культура
Bacillus cereus (B. cereus) в виде вегета-
тивных клеток и спор, выделенная ра-
нее из пруда-аэратора БЦБК [2]. Bacillus
cereus – оппортунистический патоген,
вызывающий пищевые токсикоинфек-
ции, а также является близкородствен-
ным видом возбудителю сибирской язвы
B. anthracis. Для получения вегетативных
клеток культуру B. cereus инкубировали
в жидкой питательной среде (мясо-пеп-
тонном бульоне) при аэробных услови-
ях в шейкере-инкубаторе BIOSAN ES-20
(180 об/мин, 370 C) в течение 24 час.
Cпоры B. cereus получали из семисуточ-
ной культуры на синтетической среде,
способствующей спорообразованию [3].
Обеззараживание поверхности стекла
осуществляли с помощью высокочастот-
ного ультразвука частотой 1,7 МГц.

Вегетативные клетки и споры
B.cereus были приготовлены методом
предельных разведений из односуточ-
ной и семисуточной культуры, соответ-
ственно. На исходную стерильную по-
верхность стекла наносили 20 мкл бак-
териальной суспензии (клетки или спо-
ры B. cereus), высушивали ее при 370C
в течение 15 мин для получения био-
пленки с плотностью 103, 104 и 105 коло-

ниеобразующих единиц (КОЕ) на 1 см2.
Стекло с биопленкой помещали на ме-
таллическую подложку, располагали ее
над резервуаром со стерильной водой,
которая подвергалась воздействию вы-
сокочастотного УЗ. Для оценки эффектив-
ности обеззараживания клетки конт-
рольных (не обработанных УЗ) и опытных
образцов смывали со стекла, суспендиро-
вали в стерильной воде, высевали на ага-
ризованную питательную среду (мясо-пеп-
тонный агар) в 3-5 повторностях и инкуби-
ровали при 370C в течение 24 час для под-
счета выживших КОЕ. Эффект оценивали
путем сравнения числа КОЕ выживших кле-
ток опытных и контрольных вариантов.

Результаты исследования и их
обсуждение. В ходе эксперимента во
время воздействия высокочастотного УЗ
на воду в резервуаре происходило рас-
пыление и осаждение мелкодисперсных
частиц воды на зараженную поверхность
стекла, в результате чего наблюдался
эффект обеззараживания. Известно, что
высокочастотные УЗ колебания фокуси-
руются в слое жидкости и вызывают рас-
пыление мелкодисперсных частиц воды
с размерами около 3…5 мкм [5]. При
этом под воздействием УЗ волн в воде
образуются парогазовые полости (пу-
зырьки) в фазе отрицательного звуково-
го давления акустических колебаний уль-
тразвуковой частоты с последующим их
схлопыванием в фазе положительного
звукового давления, с образованием
импульсов давления и высоких темпера-
тур [1]. При интенсивном акустическом
схлопывании кавитационных пузырьков
(кратковременная кавитация) во время
сжимающей фазы ультразвуковой вол-
ны возникают физические и химические
эффекты [9, 10, 12]. Химический эффект
заключается в генерировании высокоре-
акционноспособных гидроксильных ра-
дикалов внутри схлопывающихся пу-
зырьков [10, 12, 14]. Образующиеся при
схлопывании пузырьков радикалы раз-
рушают клеточную стенку и цитоплазма-
тическую мембрану с последующим кле-
точным лизисом [14].

Установлено, что вегетативные клет-
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ки B. cereus, находящиеся на твердой
поверхности, являются более чувстви-
тельными к инактивирующему воздей-
ствию капель воды, обработанных вы-
сокочастотным УЗ, чем споры B. cereus.
Это обусловлено строением клеточной
стенки и содержанием внутриклеточных
компонентов. Так, при исходной чис-
ленности клеток B. cereus 103 КОЕ/см2

полная инактивация достигалась после
25 мин обработки, при 104 КОЕ/см2 – пос-
ле 30 мин обработки, а при максималь-

ной численности (105 КОЕ/см2) продол-
жительность обработки увеличивалась
до 40 мин. При этом в течение первых
15 мин инактивационный эффект не на-
блюдался. Полагаем, что выраженное
плато на кривых выживания при малых
временах УЗ обработки обусловлено эф-
фектом «экранирования», при котором
нижние слои клеток экранируются верх-
ними и требуется более продолжитель-
ное время обработки для достижения их
полной инактивации (рис.).

Рисунок – Зависимости численности выживших клеток от продолжительности УЗ
обработки при исходной численности 103 (1), 104 (2) и 105 КОЕ/см2 (3)

Эффект обеззараживания поверхно-
сти, зараженной спорами, с помощью
высокочастотного УЗ не отмечен. Пола-
гаем, что помимо эффекта экранирова-
ния, это обусловлено строением споры.
Как известно, наружная оболочка споры
состоит из полипептидов, под которой
располагается кора (кортекс), состоящая
из многослойного пептидогликанового
остова (муреина – нерастворимого
структурного компонента). Каркас споры
отличается от каркаса стенок вегетатив-
ных клеток не только строением и соста-
вом, но и степенью сшивки [6]. В связи с
этим, споры B. cereus являются более
резистентными к инактивирующему воз-
действию распыленных капель воды,
обработанных УЗ.

Таким образом, полученные резуль-
таты на примере клеток B. cereus свиде-
тельствуют об эффективности воздей-
ствия капель воды после обработки вы-
сокочастотным УЗ для обеззараживания
поверхности стекла, содержащей до
105 КОЕ/см2. Несмотря на эффект экра-

нирования, возникающий на начальных
стадиях обеззараживания (при обработ-
ке высококонцентрированных загрязне-
ний), нами была достигнута 100% инак-
тивация клеток B. cereus на поверхнос-
ти стекла.

Предложения. Предложенный ме-
тод инактивации высокочастотным уль-
тразвуком в непрерывном режиме воз-
действия может быть использован для
эффективного обеззараживания повер-
хностей.
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