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1. BEVEZETES, A KUTATAS ELOZMENYEI

Az aktiv ultrahangnak, a hangtér anyagan Ilétrehozott fizikai és
sejtbiologiai kolcsonhatdsainak kutatdsaval azért kezdtiink el foglalkozni, mert a
sejtbioldgiai rendszerek élettevékenységébe, igy példaul a sejtpopuléciok talélési
dinamikdjdba, illetve a fizikai rendszerekbe ugy kivantunk beavatkozni, hogy a
kezelt anyaggal semmiféle materidlis, vagyis anyagi, kémiai, illetve biol6giai
kontamindci6 ne torténjen. Ebben a témdaban Osszefiiggd, rendszerszemléletli
munkaval sem a hazai, sem a nemzetkozi szakirodalomban nem taldlkoztunk,

inkédbb csak egyes részteriileteinek kutatasi adatai dllnak rendelkezésre.

2. A KUTATAS CELKITUZESEI

FO6 célunk a mechanikai ultrahanghullamok sejtbioldgiai hatdsainak,
valamint az ultrahang feltételezett szelektiv sejtbioldgiai hatdsainak, illetve az ezt
kivalto és befolyasolo legfébb tényezdknek a tanulmanyozasa volt. Tovabbi cél a
fizikai paramétereken keresztiil befolydsolhaté sejtbioldgiai hatdsok célszerli
irdnyitdsa, a sejtek élettevékenységének manipulélésa, illetve az ultrahang fizikai
paramétereinek hangtérbeli elvaltozasdnak tanulmédnyozdsa volt. Szelekcid alatt
egy, vagy tobb kivdlasztott sejttipus életképességének olyan irdnyu
megvéltoztatasat értjiik, amelynek sordn a kivalasztott organizmus éldsejtszdma a
kezelés hatasara kivant mértékben megvaltozik. Az ultrahang szelektiv hatdsanak
kimutatdsa, illetve az ezt befolydsolé tényezOk feltirdsa az élelmiszeriparban,
illetve akdr a human gyégydszatban 1j tavlatokat nyithat a sejtszam befolyasold
miuveletek szempontjabol, akar mint 6nalld, akar mint kombinalt kezelési eljaras.

A szelektivitds céljdnak megvalGsitdsdra a szepardcié és az inaktivdlds, vagy



szaporoddsserkentés lehetnek a jarhatd utak. Munkédnk sordn az ultrahang 4ltal
kialakitott sejt inaktivalast, illetve szaporoddsserkentd hatdst tanulmdnyoztuk, a

talélési dinamikat befolyasol6 6 fizikai tényezOk mellett.

3. ANYAG ES MODSZER

A kutatdsok soran kiilonb6z6 modellanyagokkal dolgoztunk, melyek koziil
a legfontosabbak a Saccharomyces cerevisiae €lesztdgomba, az élesztdgombdval
megegyezd dtlagos szemcsedtmérdjii dolomitliszt, 1illetve egy feltételesen
koérokozé Pseudomonas aeruginosa HNCMBI170001 torzs. A  kisérleteket
1,IMHz frekvenciaszint koriil és 0-12W/cm? ultrahang teljesitmény szint mellett
végeztiikk, azonos kezelési koriilmények mellett. Osszesen kilenc kiilonbozo
vizsgdlati szempontnak megfeleld, egyenként tobb kisérletsorozatbol allé kutatést
végeztiink. A kisérletekhez harom kiilonb6z6 ultrahangrendszert terveztiink és
kiviteleztiink, analég és digitalis sejtanalitikai berendezésekkel,
folyadékaramoltatdsos rendszerekkel. Az akusztikai jelenségek, igy az akusztikai
aramlas, az 4llohulldm és a kavitacio detektdlasdra analdg, digitdlis és vizualis
rendszereket, eljardsokat fejlesztettiink ki. Kiilon tanulményoztuk az ultrahang
hohatésat, infra- €s termoelemes hdmérdvel, melyet elézetesen a bioldgiai hatdsok
egyik kivéltdjanak feltételeztiink. Kiilonb6z0 ultrahangtér modellezo- és
szimuldciés  szoftvereket  hasonlitottunk  Ossze és  alkalmaztunk a
célmeghatdrozdsban felvetett problémdk jobb megértéséért. Mikrobioldgiai
képleteket €és egyenleteket alkalmaztunk, illetve alakitottunk, irtunk at, valamint
fizikai szamitdsi médszereket alkalmaztunk a mért eredmények értékeléséhez €s a
nehezen mérhetd paraméterek meghatarozasdhoz. Kidolgoztuk a kavitacids

hatarkoncentrécio, illetve a kavitidcid kialakuldsi iddintervallum meghatarozasi



modszerét, valamint tobb modellanyag esetén és kiilonbozd teljesitmény szinteken
meghatdroztuk azokat. A 9W/cm? teljesitményszinten végzett kisérletek esetén
mért kavitaciés hatdrkoncentracié tobbszorés mennyiségeivel vizsgaltuk a
hangtérben kialakulé akusztikai jelenségek dinamikdjat, illetve az akusztikai
jelenségeknek, az élesztdgomba tilélési dinamikdjira vonatkozé hatdsit. Végiil az
azonos koriilmények kozott, élesztdgombandl és a baktériumndl mért bioldgiai
hatdsokat Osszehasonlitottuk és levontuk a lehetséges szelektivitds kritériumait a

vizsgalatokra vonatkozdan.
4. EREDMENYEK

Folyadékaramoltatdsos ultrahangrendszerben 7,5, 9,6, 10,5, és 12W/cm2
kisugarzott teljesitmény mellett 7,37, 9,43, 10,32 és 11,79W/cm2 jutott be az
alkalmazott kezeldo kiivettaba. Az  50ml, 2—3*107/ml koncentraciéju
Saccharomyces cerevisiae szuszpenzié esetén 20°C-on 209,36, 108,42, 59,34 és
53,65 masodperces ,D” értékeket kaptunk, az alkalmazott teljesitménnyel
forditott ardnyban. A ,D” tizedelési idOintervallum egy nagysdgrenddel vald
megvéaltozdsahoz sziikséges teljesitményvaltozds 11,89W/cm? volt
folyadékaramoltatasos rendszerben.

A nem 4lland6 hoémérsékletli ultrahangos sejtroncsolds, 2,07W/cm2
teljesitménynél 100,1, 158,1, 133,7 és 91 perces, a 2,7W/cm2 teljesitményti
ultrahangkezelés 34,9, 30,64, 35,33, 52,2 perces ,.D” értéket eredményezett az
50ml, 0,4—2*107/m1 kiindul6 sejtkoncentracié mellett.

A termoelem Onabszorpcidja miatt, az infrahdmérével végeztik az

ultrahang hohatdsaval kapcsolatos kisérleteket. Az ultrahangtér sejttartalma



csokkentette a kaviticié aktivitdsit és a hoképzddés mértékét, viszont az
alkalmazott koncentraciok mellett jelentkezett a sejtpusztulds.

Akusztikai jelenségek vizsgdlatdval kapcsolatban 0Osszefiiggd fizikai
jelenségsort figyeltiink meg, mely nyugalomban 1évé folyadékbdl, szokokuit-
jelenségbdl, kavitdcidobol, kavitdciés buborékokat €s szemcséket tartalmazod
akusztikai aramlasbodl, szemcsesodrd akusztikai aramlasbdl, allohullambdl és
kavitacios buborékokat és szemcséket tartalmazé akusztikai dramlasbol tevodott
ossze.

A Kavitdciés hatdrkoncentrdcié az alkalmazott 3-12W/cm’ ultrahang
teljesitmény tartomanyban egyenletesen novekszik, liofilizalt élesztd esetében 2-
4,2¢/1, préselt élesztonél 9,12-12,08g/l, dolomit liszt esetén 0,88-5,12¢g/1
tartomanyban, a kavitidcié kialakuldsi idopillanat pedig 12um atlagos atmérdjii
dolomit lisztnél 750mdasodperc, a liofilizélt élesztd esetén 45masodperc koriili
érték volt.

A tizedelési idéintervallum 9W/cm’ ultrahang teljesitmény mellett
akusztikai dramldsnél 160-130mésodperc, dlléhullam mellett 1500-800mésodperc
volt, a kiindul6 sejtkoncentraciéval forditott aranyban, kaviticié mellett 39-
150masodperc volt a kiinduld 1,72*107—5,37*107/ml sejtkoncentracioval egyenes
aranyban.

A Pseudomonas aeruginosa baktérium ,,D” értékei 9W/cm2 esetén 10056-
1205masodperc kozott és 6W/cm’ esetén 2656-1968masodperc kozott adodtak
1117kHz  és  5,5%10"-1,24*10" kiindul6 ~csfraszam mellett a kiindul6

sejtkoncentracioval forditott aranyban.



4.2. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

4.2.1. Megéllapitottam, hogy allandé hémérsékletii folyadékaramoltatdsos €s
nem dllandé homérsékletli tolté-iiritd ultrahangrendszerekben a Saccharomyces
cerevisiae ,D” értékei, az alkalmazott ultrahang teljesitményekkel forditott
ardnyban éllnak, illetve a nem allandé homérsékletii ultrahangrendszerben a ,,D”
értékek a kiindul6 sejtkoncentracidkkal egyenes ardanyban valtoznak alacsonyabb,
illetve forditott ardnyban valtoznak magasabb ultrahang teljesitmények mellett.

4.2.2. Megéllapitottam, hogy az ultrahangos kaviticié felel a vizben
jelentkezd fokozott hoképzddésért, de nem csak a hohatds felel az ultrahang
bioldgiai hatdsaiért.

4.2.3. Modellezéssel bebizonyitottam az intracellularis kavitacié kialakuldsi
lehetOségét.

4.2.4. Megillapitottam, hogy a kaviticids hatarkoncentricio, 3-12W/cm?
kozott egyenes ardnyban véltozik minden alkalmazott modellanyag esetén, illetve
ennek ¢és a kavitdci6 kialakuldsi idGintervallumnak az ismeretében
meghatdrozhat6 az adott anyag.

4.2.5. Megallapitottam, hogy a kavitacio kialakuldsi id6intervallum egyenes
aranyban valtozik az alkalmazott részecskekoncentracioval, azonban nem valtozik
a teljesitménnyel, a kaviticiés hatarkoncentracié mindig azonos mértéki
valtoztatasakor.

4.2.6. Megéllapitottam, hogy a Saccharomyces cerevisiae ,.D” értékei a
kiindulé sejtkoncentraciokhoz forditottan ardnylanak az akusztikai dramlds és
allohullam mellett, illetve egyenesen ardnylanak a kavitacié akusztikai jelensége

mellett 1,72%* 107—5,37* 10’ /ml sejtkoncentracié és 9W/cm? teljesitményszinten.



4.2.7. Bebizonyitottam, hogy az alkalmazott analég sejtanalitikai rendszerrel
a Saccharomyces cerevisiae tulélési dinamikdja egyszerlibben gyorsabban
kovethetd, mint azonos koriilmények mellett, manudlis elemzéssel.

4.2.8. Megallapitottam, hogy a Pseudomonas aeruginosa baktérium ,,D”
értékei a vizsgalt 5,5*107—1,24*107 tartomanyban a kiindulé sejtkoncentracidval
forditott ardnyban 4llnak kavitdcié mellett 6 és 9W/cm? teljesitményszinten.

4.2.9. Megéllapithatd, hogy a vizsgdlt baktérium és az élesztdgomba
kavitacidval szemben tanusitott ellentétes tulélési dinamikdja, a fajok kozti
szelektiv sejtbioldgiai ultrahangkezelés lehetdségét bizonyithatja.

4.2.10. Uj berendezés és eszkoz a folyadékdramoltatdsos ultrahangrendszer,
a nem alland6 homérsékleti ultrahang rendszer, az ultrahang hoéhatdsanak
vizsgalatakor kifejlesztett ultrahang és detektor rendszerek, az analdg és digitalis
kavitaci6 detektor €s sejtanalitikai rendszerek.

4.2.11. Uj tudoményos médszerek a szono-termogramok és differenciél
szono-termogramok, a kavitdciés hatarkoncentracié meghatdrozasdnak alap és
kiegészitd moddszerei, a kavitdcid kialakuldsi idOpillanat meghatdrozdsinak, a
szimultdn akusztikai jelenség — sejtbioldgiai hatds vizsgdlat modszerei, a
sejtanalitikai eljardsok Saccharomyces cerevisiae ultrahangtérbeli tulélésének

vizsgalatéra.

5. KGVETKEZTETESEK, JAVASLATOK
5.1. FOLYADEKARAMOLTATASOS ES NEM ALLANDO HOMERSEKLETU

ULTRAHANGVIZSGALATOK

A vizsgélt folyadékdramoltatdsos ultrahangrendszerben 7,5, 9,6, 10,5 és

12W/cm?  kibocsatott ultrahang intenzitdsok mellett, 7,37, 9,43, 10,32 ¢és



11,79W/cm’® intenzitds értékek jutottak be az alkalmazott ultrahangos atfoly6
rendszerli kezelOkiivettdba, amely intenzitds csokkenés reflexiobol adodott.
Javasoljuk, hogy barmilyen ultrahangkezelés folyaman, a f6 fizikai paramétereket
allandé értéken érdemes stabilizdlni, vagy ha erre nincs modd, akkor az
eredmények értékeléséhez ismerni kell a leglényegesebb fizikai paraméterek
ultrahangtér moddosité hatdsit és ultrahangtérbeli moddosulasat, illetve azokkal
szamolni kell.

Mind a folyadékdramoltatdsos, mind a nem &lland6 homérsékletli toltd-
iirit6 ultrahangrendszerben a ,,D” értékek és az alkalmazott ultrahang teljesitmény
forditott ardnyban 4llnak, ami a nagyobb teljesitmény erdteljesebb biofizikai

roncsold hatasabol kovetkezik.
5.2. AZ ULTRAHANG HOHATASA

Tiszta szuszpendalé szerhez képest, szuszpenzidkban az akusztikai
kavitacid intenzitdsa és a kialakult hdmérsékleti értékek is alacsonyabbak voltak.
Az eredményekbdl az kovetkezik, hogy az ultrahangos kaviticié felel a
fokozottabb hoképzddésért, folyadékokban. Csak a vizsgalatok végsd idoszakdban
alakult ki az akusztikai jelenségek atvaltasatdl fiiggetlennek-tind hémérséklet
érték, ebben a zdéndban viszont nem volt mérhetd kiilonbség a kiilonb6z6
koncentraciéju  szuszpenzi6 mintdk szuszpenddlé szerhez  viszonyitott
homérsékletkiillonbség értékei kozott sem. Javasoljuk, hogy az akusztikai
jelenségek dinamikdjat minden kezelendé akusztikai rendszer, vagyis minden
vizsgdlandé anyag esetében eldzetesen meg kell ismerni, mely nélkiilozhetetlen

alapja az aktiv és a passziv ultrahangos munkanak.



5.3. AZ ULTRAHANGTER MODELLEZESE

A modellkisérletekb6l kovetkezik, hogy adott akusztikai nyomdas
amplitudo felett, melynek nagysdga egyes akusztikai rendszerek hullimmodosito
hatdsa miatt eltérd lehet, kialakulhat az intracelluléris kavitacid, mivel a kozeg
mas zonditdl eltérd akusztikai keménységli homorud feliiletei koncentrdljak az
ultrahangsugarat. Javasoljuk, hogy az ultrahangtér modellezése és a kisérleti
tevékenység egészitse ki egymdst, a kisérletek elokészitése és az eredmények

értékelése céljabol.
5.4. AZ AKUSZTIKAI JELENSEGEK VIZSGALATA

A kavitdciés hatdrkoncentrdcié az alkalmazott 3-12 W/em® mellett,
liofilizalt élesztégombanal 2-4,2¢/1, préselt élesztdgombanal 9,12-12,08g/1 volt. A
két kiilonb6zd formatumui élesztdgomba nedves bdzisra szdmolt szdrazanyag
tartalmédra vonatkoztatva a kapott eredményeket, nagyon hasonld kaviticids
hatarkoncentracié értékek adodtak az egyes teljesitményszintek mellett. Ebbol
arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a kavitaciés hatarkoncentracié alapvetden
fligg az egyes anyagok szdrazanyag tartalmatol.

A kavitacid kialakuldsi idopillanat dolomitlisztnél 750masodperc koriili,
liofilizalt élesztdgombandl 45masodperc koriili értéket mutatott, amely kiilonbség
az egyes részecskék térfogattomegébdl €s mozgdasabol szarmazo tehetetlenségébdl
adédhat. Kovetkezésképpen a kavitdcidés hatarkoncentracioval és a kaviticid
kialakuldsi idOpillanattal a szemcsés anyagok mindségileg és mennyiségileg

reprodukélhat6 modon jellemezhetok. Javaslatunk, hogy figyelemmel kell lenni a



kiilonbozd akusztikai jelenségek ultrahangtérbeli jelenlétének koriilményeire és
fizikai kritériumaira, tovdbb4d szemcseanalitikai eljardsként, illetve gyors

szarazanyag meghatdrozasra javasoljuk a fenti vizsgélati médszereket.

5.5. A SACCHAROMYCES CEREVISIAE ELESZTOGOMBA TULELESI DINAMIKAJANAK

ERTEKELESE AZ AKUSZTIKAI JELENSEGEK FIGYELEMBEVETELEVEL

Magasabb Saccharomyces cerevisiae kiindul6 csiraszamui szuszpenziok
esetén egyre késobb alakult ki az akusztikai dramlds utdn az 4ll6hulldm, majd a
kavitaci6 a részecskék adszorpcifjdbol €s szordsabol szdrmazd alacsonyabb
akusztikai nyomds amplitidobdl kovetkezéen. Az akusztikai dramlds és az
alléhullam esetén a tizedelési iddintervallum értékek a  kiinduld
sejtkoncentracidval forditott, kaviticié esetén egyenes ardnyban véltoztak.
Kolcsonhatds volt az ultrahangtérbeli szuszpenzié koncentracié és az akusztikai
jelenségek kialakuldsa kozott, illetve ebbdl kovetkezden a szuszpenzidbeli sejtek
talélési dinamikdja és a szuszpenzié koncentracidja kozott. Javasoljuk tehat, hogy
a tualélési dinamikat meghatdrozé akusztikai jelenségeket a hangtér fizikai
paraméterein keresztiil befolydsoljuk, ezéltal szabélyozhatjuk a sejtek tulélési

dinamikdjat magaval a sejtkoncentracidval, visszacsatolds elvén.

5.6. A SEJTANALITIKAI MODSZEREK ALKALMAZASA

Az alkalmazott analdg sejtanalitikai rendszerrel Saccharomyces cerevisiae
talélési dinamikdja egyszerlibben gyorsabban kovethetd volt, mint manudlis
vitdlis festéssel. Javasoljuk, az alkalmazott analég sejtanalitikai eljaras

alkalmazasit a sejtek ultrahang rezisztencidjdnak felderitése céljabol, gyors



modszerként. Segitségével indirekt modon informdciét kaphatunk egy
sejtpopuldcié koreloszldsardl, egy rendszer faji Osszetételérdl, a kornyezeti

analitikaban toxicitdsrdl, vagy mutagenitasrol.
5.7. PSEUDOMONAS AERUGINOSA BAKTERIUM ULTRAHANGKEZELESE

A Pseudomonas aeruginosa baktérium ,,D” értékei 6 és 9W/cm2 mellett is
a kiindul6 sejtkoncentraciokkal forditott ardnyban alakultak. Kovetkezésképpen,
az alkalmazott koncentriciétartomdnyban a rendszer még nem érthette el a
teljesitOképessége csucsat, vagyis a kaviticiés hatarkoncentraciét, mivel
magasabb részecskekoncentraciondl egy kavitdcidés buborék Osszeomldsa annak
kozelében 1€vo tobb sejtet is szétroncsolhat egyszerre. Alacsonyabb intenzitasu,
rovidebb iddintervallumud ultrahangkezelés szaporodédsserkentd hatést fejtett ki.
Javaslatunk, hogy a vizsgélt baktérium, illetve minden organizmus gazdasigos
elpusztitisdhoz a kavitdciés hatarkoncentracié kozelében, de az alatt érdemes
lizemeltetni a rendszert, vagyis egy dlland6 akusztikai jelenség biztonsagos felsd
hatdra alatt, a stabil maximdlis teljesitoképességnél, melyet kaviticids
hatarkoncentracié  vizsgdlattal ~ hatdrozhatunk  meg  kisérletileg. A
szaporodasserkentéshez rovid iddintervallumi alacsonyabb intenzitdsu kezelést

kell alkalmazni.
5.8. A SZELEKTIV ULTRAHANGHATAS KRITERIUMAI
A Saccharomyces cerevisiae esetén a kavitacio tizedelési iddintervallum —

kiindulé szuszpenzié koncentracié egyenes ardnyban dllnak, mig a Pseudomonas

aeruginosa baktérium esetén e jelenség mellett forditott ardny tapasztalhatd. A



szelektiv ultrahanghatds kivitelezésének moddja, hogy amennyiben a kiinduld
csiraszdm mindkét vizsgdlt mikroorganizmus esetén 9,22*107/m1, akkor
elméletileg mindkét mikroorganizmus egyforma 737 masodperces tizedelési
iddintervallummal rendelkezik, kezelés hatdsdra azonos iitemben pusztul. Ha
ennél alacsonyabb mindkettd sejtszama, akkor az élesztogombit, illetve forditott
esetben a baktériumot lehet kiirtani a masik sejttipus mellél. A teljesitmény
szelektivitisa gyakorlatilag egyirdnyd, mivel az élesztdgomba “D” értéke
megkozelitdleg tizede a baktériuménak, vagyis forditott eset az élesztdgomba
legaldbb tiz nagysdgrenddel magasabb koncentracidjanal fordulhat el6 csak. Ha a
vizsgalt baktériumot az alacsonyabb kiindul6 csiraszama, vagyis a nagyobb ,,.D”
értéke ellenére kellene kiirtani az élesztégomba melldl, akkor a 6W/cm?® melletti
baktériumra gyakorolt szaporoddsserkentd hatdst akar tobb 1épcsdben alkalmazva,
a baktériumszdm kell6 mértékben megsokszorozhatd ahhoz, hogy ,,.D” értéke az
élesztdgomba ald keriiljon, igy kiirthatéva véljon az élesztégomba melldl.
Kovetkezésképpen az ultrahang alkalmas a sejtszam szelektiv szabdlyzdsara, igy
javasoljuk annak alkalmazisat akdr mas fajok esetén is szelektiv sejtbioldgiai

kezelések kivitelezésére.
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