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STRESZCZENIE

Wstep. Przedstawiona praca ma na celu oceng oddzialywania laseroterapii biostymulacyjnej, stosowanej od pierwszej
doby po operacji na splocie ramiennym i nerwach obwodowych, na proces gojenia si¢ ran.

Material i metody. Badanie wykonano na 44 szczurach, ktore podzielono na dwie grupy: I — grupa kontrolna, w kto-
rej rany goja si¢ samoistnie, II — grupa, w ktdrej gojace si¢ rany poddano ekspozycji $wiatla laserowego o parametrach:
dhugos¢ fali 810nm, moc 100mW, energia 15J, powierzchnia naswietlana 3cm?, czas pojedynczego zabiegu 2 minuty 30 se-
kund, praca ciggta.W eksperymencie dokonano oceny obrazu rany pooperacyjnej (obraz makroskopowy, mikroskopia
$wietlna i elektronowa oraz odporno$¢ tkanki na zrywanie) w grupie kontrolnej i stymulowanej promieniowaniem lasero-
wym z zakresu podczerwieni. W analizie statystycznej obliczono $rednie arytmetyczne, odchylenie standardowe oraz test
t-Studenta dla grup niezaleznych.

Wyniki. W wykonanym eksperymencie wykazano, ze stymulacja ran promieniowaniem laserowym z zakresu podczer-
wieni wptywa korzystnie na pokrycie blizny wielowarstwowym nabtonkiem ptaskim rogowaciejacym oraz intensyfikuje
proces gojenia si¢ rany.

Whioski. Uzyskany obraz makroskopowy i mikroskopowy wskazuje na korzystny wplyw stymulacji laserowej na pro-
ces gojenia si¢ ran. Wynik ten potwierdza stuszno$¢ stosowania laserow biostymulacyjnych u pacjentdw we wczesnym
okresie pooperacyjnym. Badania fizykomechaniczne na zrywanie nie wykazaly wptywu na wytrzymato$¢ blizny skory
poddanej stymulacji promieniowania laserowego z zakresu podczerwieni.

Slowa kluczowe: laseroterapia biostymulacyjna, gojenie ran, rehabilitacja pooperacyjna

SUMMARY

Background. The aim of this paper is to investigate whether laser biostimulation starting on the first day after surgery
of the brachial plexus or peripheral nerves has a positive therapeutic effect on wound healing.

Material and methods. Surgical procedures were carried out on 44 male Wistar rats. The animals were divided into
a control group (Group 1), where the surgical wounds were allowed to heal spontaneously, and an experimental Group 2,
where the wounds were exposed to laser irradiation with the following parameters: wavelength 810nm, power 100mW,
energy 15], laser exposure surface 3cm?, single application time 2 min. 30 sec., continuous mode. The results were assessed
with pathomorphological tests (gross appearance of the wound, light and electron microscopy studies) and breaking
strength examination. Statistical analysis used arithmetic means, standard deviations and Student’s t test for independent
samples.

Results. Low energy infrared laser radiation had a beneficial effect on the covering of the scar with stratified squamous
cornifying epithelium and intensified wound healing.

Conclusions. The gross and microscopic findings indicated a beneficial effect of laser stimulation on wound healing.
These results underscore the utility of biostimulation lasers in the early post-operative period. Physicomechanical
investigations did not reveal an effect of infrared laser biostimulation on the breaking strength of the cutaneous scar.

Key words: biostimulation laser, wound healing, post-operative rehabilitation
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WSTEP

Weczesne zastosowanie rehabilitacji po zabiegach
operacyjnych na splocie ramiennym i nerwach ob-
wodowych jest niezmiernie waznym elementem
szybkiego powrotu funkcji konczyny gornej. Zasto-
sowanie kinezyterapii (éwiczenia bierne, bierno-
-czynne, wspomagane, metoda PNF) umozliwia
utrzymanie aktywnoS$ci receptorOw, zmniejsza nasi-
lenie lub nie dopuszcza do powstania przykurczu
w stawach, a takze ogranicza zaniki mig$niowe.
W jak najwcze$niejszym wprowadzeniu kinezytera-
pii w okresie pooperacyjnym niezbedne jest opano-
wanie dolegliwosci bolowych, obrzeku operowane;j
okolicy oraz poprawa jej ukrwienia. Jednym z bar-
dziej skutecznych zabiegow fizykoterapeutycznych
stosowanym w tym czasie jest laseroterapia biosty-
mulacyjna. Poza niezaprzeczalnym efektem prze-
ciwbolowym istotna jest takze mozliwos¢ przytdzko-
wego stosowania zabiegu z uwagi na niewielki roz-
miar urzadzenia [1,2,3,4].

Wplyw biostymulacji laserowej na proces gojenia
si¢ ran byl przedmiotem wielu prac naukowych, kto-
re w wiekszo$ci ocenialy go jako korzystny [5,6,7,8].
Istnieje jednak grupa autorow, ktorzy opierajac si¢ na
wlasnych obserwacjach zaprzeczaja pozytywnemu
oddziatywaniu biostymulacji laserowej w tym przy-
padku [9,10]. Wobec réznych ocen wplywu biosty-
mulacji laserowej na tkanki postanowili$my przesle-
dzi¢ proces gojenia si¢ ran poddanych ekspozycji na
dziatanie niskoenergetycznego promieniowania lase-
rowego z zakresu podczerwieni. Wybor typu lasera
zwigzany byl z czgstym jego stosowaniem w przypad-
ku fizykoterapii pooperacyjnej i wptywem na metabo-
lizm fibroblastow tkanki tgczne;j.

Celem pracy jest ocena wptywu laseroterapii bio-
stymulacyjnej, stosowanej od pierwszej doby po ope-
racji na splocie ramiennym lub nerwie obwodowym,
na proces gojenia si¢ rany. Korzystny wpltyw zabie-
gow, poprzez dziatanie przeciwbdlowe i przeciwo-
brzekowe, pozwoli na wezesne wigczenie kinezyte-
rapii u pacjentdw po operacjach.

MATERIAL I METODY

Badanie wykonano na szczurach, samcach rasy
Wistar. Wszystkie zwierzeta bylty w tym samym wie-
ku (4 miesiace) 1 o tej samej masie ciala (200 g). Zwie-
rzeta przebywaty w warunkach standardowego chowu
laboratoryjnego. Operacje przeprowadzono na 44
szczurach. Grupa do$wiadczalna zostata podzielo-
na na dwie grupy (Tab. 1):

I - grupa kontrolna, w ktorej rany goja si¢ samoistnie,
Il — grupa, w ktorej gojace sie rany poddano ekspo-
zycji $wiatta laserowego o parametrach: dlugosé fa-
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BACKGROUND

Early rehabilitation after operations on the bra-
chial plexus or peripheral nerves is an contributes
immensely to rapid recovery of upper limb function.
Kinesiotherapy (passive, passive-active, assisted
exercises, PNF method) enables the maintenance of
receptor activity, decreases or prevents joint contrac-
tures and limits muscular atrophy. Starting the treat-
ment as early as possible in the post-operative period
is possible after pain and oedema of the operated area
have been reduced and blood flow has improved.
One of the most effective physiotherapy treatments
applied in such cases is bio-stimulating laser therapy.
Apart from the indisputable analgesic effect [1,2,
3,4], the small size of the device enables the therapy
to be carried out at the patient’s bedside.

The influence of laser bio-stimulation on wound
healing has been the subject of numerous scientific
studies, which mostly consider it beneficial [5,6,7,8].
However, a group of authors, on the basis of their
own observations, deny the positive effect of bio-sti-
mulating laser therapy in this case [9,10]. Consider-
ing the different opinions about laser bio-stimulation,
we set out to monitor the healing of wounds exposed
to low-energy infra-red laser irradiation. The choice
of this type of laser was connected with its popularity
in post-surgical physiotherapy and its influence on
the metabolism of connective tissue fibroblasts.

The aim of this research was to assess the influ-
ence of bio-stimulating laser therapy applied from
the first day after surgery of the brachial plexus or
peripheral nerves, on the process of wound healing.
The positive effect of the therapy, because of its
oedema- and pain- reducing effect, will enable early
kinesiotherapy in patients after surgery.

MATERIAL AND METHODS

The research was conducted on male Wistar rats.
All the animals were of the same age (4 months) and
of the same body mass (200g). The animals were
kept in standard laboratory conditions. 44 rats were
surgically operated. The experiment group was divi-
ded into two groups (Tab. 1):

I - control group, spontaneous wound healing;

I — group in which the wounds were exposed to la-
ser light of the following parameters: wave length
810nm, energy 15J, laser exposure surface 3 cm?
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Tab. 1. Liczba zwierzat i terminy sekcji
Tab. 1. Number of animals and dissection times

I termin I termin
Materiat Lokalizacja eksperymentu Grupa I Grupa II Sekcji Sekcji
Material Site Group I Group II Time of first Time of second
dissection dissection
Szczury Wistar ) ) 4 doba - 8 doba -
. Skoéra grzbietu po operacji po operacji
Wistar rats . 22 22 . .
=44 Skin of the back 4th post-operative 8th post-operative

day day

li 810nm, moc 100mW, energia 15J, powierzchnia na-
$wietlana 3cm?, czas pojedynczego zabiegu 2 minu-
ty 30 sekund, praca ciggta (Ryc. 1).

Po przygotowaniu pola operacyjnego w sposob
typowy w warunkach aseptyki chirurgicznej wyko-
nano rang cigtg grzbietu szczuréw wzdtuz kregostupa
o dhugosci 5 cm. Skore zszyto pojedynczymi, monofi-
lowymi szwami wezetkowymi PDS 2/0, a rang po-
operacyjna dezynfekowano 5% nalewka jodowa. Ba-
danie pooperacyjne Grupy I obejmowato obserwacje
ogo6lnego stanu zdrowia zwierzat (taknienie, wyglad,
ruchliwo$¢) oraz przebiegu gojenia si¢ ran poopera-
cyjnych na grzbiecie. W Grupie 11 obserwowano stan
kliniczny zwierzat oraz naswietlano ich rany $wia-
tlem laserowym o wyzej podanych parametrach.

Do oceny wynikow wykorzystano: badania pato-
morfologiczne (makroskopowe, mikroskopi¢ $wietl-
ng i elektronowa), badanie wytrzymatosci tkanki na
zrywanie. Otrzymane wartosci punktowe poddano
analizie statystycznej obliczajac wartosci Srednie i od-
powiadajace im odchylenia standardowe. W celu po-
rownania $rednich arytmetycznych dwodch podgrup
stosowano test t-Studenta. Hipotezy weryfikowano
na poziomie istotno$ci p < 0,05.

single application time 2 min. 30 sec., continuous
work (Fig. 1).

After an operation surface had been prepared in
a way typical for aseptic surgical conditions, 5 cm in-
cisions along spines were made in rats. The skin was
closed with single monofilament knotted sutures
PDS 2/0, and an operation wound was disinfected
with 5% iodine tincture. Post-operational examination
of group I included observation of a general condition
of the animals (appetite, appearance, and vividness), as
well as the process of post-surgery wound healing on
their backs. In group II, clinical condition of animals
was observed, and their wounds were exposed to the
laser light of the above given parameters.

To assess the results, the following factors were
used: pathomorphological tests (macroscopy, and li-
ght and electron microscopy) and tensile strength of
tissue tests. The received point values underwent sta-
tistical analysis by average values and corresponding
standard deviations calculations. To compare avera-
ge arithmetical values of the two subgroups, t-Stu-
dent test was used. Hypothesis was verified on the le-
vel of significance p<0,05.

Ryc. 1. Rana na grzbiecie szczura. Widoczna glowica lasera biostymulacyjnego

Fig. 1. Wound on a rat’s back. Bio-stimulating laser head visible
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Badania patomorfologiczne

Sekcje operowanych szczurdw przeprowadzono

w 4 1 8 dobie po operacji (po 11 zwierzat). Usypiano
je stosujac wziewnie letalne dawki eteru.

Badania makroskopowe
W czasie sekcji poddano szczegdtowej ocenie ope-
rowana okolicg¢ i procesy gojenia si¢ rany skory
grzbietu szczura. Nastepnie pobrano fragmenty skory
do badania w mikroskopie $wietlnym oraz elektrono-
wym. Obrazy dokumentowano fotograficznie.

Mikroskopia swietlna

Pobrane wycinki skory utrwalono w 8% roztworze
formaldehydu zoboj¢tnionym weglanem wapnia.
Po uplywie 2-4 dni preparaty odwodniono w szeregu
acetonowym w temperaturze 333°K (60°C) utrzymujac
je po 90 minut kolejno w 3 kapielach acetonowych. Na-
stepnie poddano je przeswietleniu w temperaturze po-
kojowej zanurzajac na 45 minut kolejno w: karboksyle-
nie i ksylenie. Kolejnym etapem byto nasycenie wycin-
kow parafing w temperaturze 333°K (60°C) przez 12
godzin 1 zatopienie w bloczki parafinowe. Z bloczkow
parafinowych na mikrotomie saneczkowym skrawano
preparaty o grubosci 4-8 mikrometra, ktore barwiono
hematoksyling i eozyng oraz metodg van Gieson. Ogo-
fem wykonano 200 preparatow do oceny w mikrosko-
pie $wietlnym. Charakterystyczne obrazy mikroskopo-
we udokumentowano fotograficznie.

Mikroskopia elektronowa

Pobrane ze $rodka rany wycinki utrwalono w 2,5%
aldehydzie glutarowym na buforze fosforanowym
(czas: 2 godziny). Utrwalony materiat przeptukano
w buforze fosforanowym i utrwalono w 2% cztero-
tlenku osmu (czas: 1,5 godziny). Po raz drugi ptuka-
no w buforze fosforanowym. Kolejnym etapem byto
odwodnienie w acetonie. Odwodniony materiat zato-
piono w eponie. Tak przygotowany materiat krojono
na ultramikrotomie Tesla BS 490A. Nastepnie kontra-
stowano octanem uranylu i odczynnikiem Reynolds a.
Badania przeprowadzono za pomoca mikroskopu
elektronowego Tesla BS-500. Ogoétem wykonano oko-
to 300 preparatéw do oceny w mikroskopie elektrono-
wym. Charakterystyczne obrazy mikroskopowe udo-
kumentowano fotograficznie.

Badania wytrzymatosci tkanki na zrywanie

W czasie sekcji (4 1 8 doba po operacji) pobrano
wycinki ze skoéry grzbietu szczuréw. Za pomocg for-
my metalowej o wymiarach: szeroko$¢ 8§ mm i dtu-
go$¢ 10 cm, na ktorg dziatano statym cigzarem, wy-
cigto jednakowe fragmenty skéry o wymiarach: sze-
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Pathomorphological study
Dissections of the operated rats were conducted in
the 4th and 8th day after the surgery (11 animals each
day). They were sacrificed with lethal doses of ether.

Macroscopic study
During the dissections, the detailed assessment of
the operated area and the healing processes of the rats”
back wounds were made. Then, fragments of skin we-
re taken to light and electron microscopic studies.
A picture documentation was gathered.

Light microscopy

The skin samples were preserved in 8% formal-
dehyde solution neutralized by calcium carbonate.
After 2-4 days, the preparations were dehydrated in
acetone series at 333°K (60°C), and put successively
in three 90 minutes aceton baths. Then, they were
transilluminated at room temperature by washing in
sequence in carboxylene and xylene. In the next sta-
ge the samples were saturated with paraffin at 333°K
(60°C) for 12 hours and embedded in paraffin blocks.
A sledge microtome was used to cut paraffin blocks
into 4-8 micrometre samples which were coloured
with hematoxylin and eosin as well as with Gieson
method. In general, 200 samples were made for as-
sessment in a light microscope. Documentary photo
evidence of characteristic microscopic pictures was
gathered.

Electron microscopy

Samples taken from the inner part of the wound,
were preserved in 2,5% glutaraldehyde on a pho-
sphatic buffer (time: 2 hours). The preserved mate-
rial was washed in a phosphatic buffer and preserved
in 2% osmic tetroxide (time: 1,5 hour). Once again,
the samples were washed in a phosphatic buffer. De-
hydrating in acetone was the next stage. Dehydrated
material was embedded in epon. The material prepa-
red in this way was sliced using Tesla BS 490A mi-
crotome. Then the samples were subjected to con-
trast enhancement with uranyl acetate and Reynold’s
reagent. The studies were carried out with the use of
Tesla BS-500 electron microscope. In general, abo-
ut 300 samples were prepared for the examination in
an electron microscope. Photo documentation of the
characteristic microscopic images was gathered.

Tensile strength of tissues studies
During the dissection (4th and 8th day after the
surgery) skin samples from the backs of rats were ta-
ken. Using a metal form, 8mm wide and 10cm long,
touched by a constant weight, identical fragments of
skin were cut: 8mm wide, 10cm long and 2mm thick.
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roko$¢ — 8 mm, dhugos¢ — 10 cm, grubosé — 2 mm.
Kazdy wycinek zawierat posrodku blizng chirurgicz-
ng. Probe wytrzymatoéci pobranych fragmentow
na zrywanie wykonano w Zaktadzie Wytrzymalosci
Materiatow, Materialoznawstwa 1 Mechaniki Tech-
nicznej Politechniki Wroctawskie;j.
Zrywanie wykonano na maszynie Instron, model
1126 o parametrach:
— predkosc przesuwu belki (vb) = 2 mm/min.,
— predkos¢ przesuwu papieru = 60 mm/min.,
— baza pomiarowa (odlegto$¢ pomiedzy szczgkami
maszyny) Lo = 40 mm,
— zakresy sitomierza = 0-2 [N]; 0-4 [N]; 0-10
[N]; 0-20 [N]; 0-40 [N].
Dokonano pomiarow:
a) sity zrywu,
b) naprezenia.
Warto$¢ naprezenia [N/mm?*] wyznaczono ze wzoru:

F
axb

;/]:

F — sita maksymalna zrywu,
a — grubo$¢ materiatu,
b — szerokos$¢ materiatu.

WYNIKI

Badania pooperacyjne
Przez caly czas trwania eksperymentu zadne ze
zwierzat nie padto, wszystkie zwierz¢ta wykazywaty
prawidtowa ruchliwos¢, taknienie i wyglad.

Badania patomorfologiczne
— Badania makroskopowe

* Ocena makroskopowa w 4 dobie po zabiegu

Na skorze grzbietu u wszystkich zwierzat widocz-
na byla rana zaopatrzona pojedynczymi szwami wezel-
kowymi, po ich zdjgciu brzegi rany pozostawaty sklejo-
ne ze sobg. W obydwu grupach (I i I) dawaty si¢ one
rozerwac na tgpo przy uzyciu pesety. Skora grzbietu da-
wata si¢ dos¢ tatwo odpreparowaé od powigzi.

W obydwu grupach w okolicy rany, w tkance pod-
skornej widoczna byta biatoszarawa tkanka o nieregu-
larnym rysunku. W otoczeniu opisanej bialoszarawej
tkanki widoczne byly pojedyncze sinoczerwone ogni-
ska 1 poszerzone ciemnoczerwone naczynia krwiono-
$ne, w Grupie II mniej liczne niz w przypadku grupy
kontrolnej (Ryc. 2, 3).

* Ocena makroskopowa w 8 dobie po zabiegu

Na skorze grzbietu u wszystkich zwierzat widocz-
na byla linijna blizna, ktéra w obydwu grupach nie da-
wala si¢ rozerwaé nawet przy uzyciu duze;j sity. Po od-
preparowaniu skory grzbietu w tym miejscu widoczne

There was a surgery scar in the middle of each frag-
ment. Tensile strength test of the fragments was car-
ried out in Department of Strength of Materials, Ma-
terials Science and Technical Mechanics at Universi-
ty of Technology in Wroctaw.
Breaking was carried out using Instron device,
model 1126, of the following parameters:
— beam movement speed (vb) = 2mm/min.,
— paper movement speed = 60mm/min.,
— measurement basis (a distance between the devi-
ce clamps) Lo = 40mm,
— dynamometer ranges = 0-2 [N]; 0-4 [N]; 0-10
[N]; 0-20 [N]; 0-40 [N].
The following measurements were made:
a) breaking strength,
b) tension.
Tension value [N/mm?] was calculated from the
following formula:

F
axb

F — maximal breaking strength,
a — material thickness,
b — material width.

RESULTS

Post-operative studies
None of the animals died during the experiment;
all the animals demonstrated normal activity,
appetite and appearance.

Pathomorphological studies
— Gross evaluation.

*  Macroscopic assessment on the 4th post-ope-

rative day.

All the animals had scars closed with simple in-
terrupted stitches on the skin of their backs. When
the stitches were removed, wound edges did not
separate. In both groups (I and II), the scars were
easily broken with a blunt pincette. The back skin
was easily separated from the fascia.

In both groups, the hypodermis surrounding the
wound contained white-greyish tissue with irregular
edges. In the vicinity of the white-greyish tissue,
single blue-red foci and dilated dark-red blood
vessels were observed, being less numerous in Group
II than in the control group (Fig. 2, 3).

* Macroscopic assessment on the 8th post-

operative day.

All the animals had a noticeable linear scar on the
skin of their backs which in both groups was not
broken, even when a strong force was applied. After the
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Ryc. 2. Grupa I, 4 doba po operacji. Odpreparowana skora grzbietu ze zmleczeniem w centrum oraz widoczna w poblizu ciem-

noczerwona poszerzona sie¢ naczyn krwiono$nych

Fig. 2. Group I, 4th post-operative day. Separated samples of back skin with whitening in the centre and a network of dilated blue-

red blood vessels visible nearby

Ryec. 3. Grupa II, 4 doba po operacji. Odpreparowana skora grzbietu ze zmleczeniem w centrum oraz poszerzonymi ciemnoczer-

wonymi naczyniami krwiono$nymi w poblizu

Fig. 3. Group II, 4th day after surgery. Prepared samples of back skin with whitening in the centre and dilated blue-red blood

vessels nearby

byto zgrubienie i zmleczenie powiezi, od ktdrej mozna
byto oderwac skore (Ryc. 4, 5).

W Grupie II w poréwnaniu z grupa kontrolng
w skorze od strony powiezi poza nieznacznym zgru-
bieniem i szarobialawym zabarwieniem w bezpo-
$rednim sagsiedztwie blizny zmian patologicznych
nie stwierdzono.
— Badania mikroskopowe

Mikroskopia $wietlna

W 4 dobie po zabiegu w Grupach I i II w prepa-
ratach histologicznych barwionych H. E. stwierdzono
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skin from the rats’ backs was separated, a noticeable
thickening and fascia whitening could be seen there,
and the skin was easily separated from fascia (Fig. 4, 5).

In Group II, when compared to the control group,
the skin surface overlying the fascia did not contain
any pathological changes in the area near the scar
except slight thickening and grey-whitish colouration.
— Microscopic assessment.

Light microscopy
On the 4th post-operative day, examination of
H/E-stained histological specimens showed a well-
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Ryc. 4. Grupa I, 8 doba po operacji. Odpreparowana skora grzbietu, widoczne zmleczenie oraz w jego poblizu poszerzone, ciem-

noczerwone naczynia

Fig. 4. Group I, 8th day after surgery. Prepared samples of back skin, visible whitening and dilated blue-red vessels in the vicinity

Ryec. 5. Grupa II, 8 doba po operacji. Odpreparowana skora grzbietu, w centrum widoczne nieznaczne przebarwienia. Pojedyncze,

poszerzone naczynia krwionosne

Fig. 5. Group 1I, 8th day after surgery. Prepared samples of back skin, with slight discolourations visible in the centre. Isolated

dilated blood vessels

ostro odgraniczong pasmowatg przestrzen wypetnio-
ng widknikowo-komoérkowa masa z nagromadzeniem
elementéw morfotycznych krwi, obejmujacg catg gru-
bos¢ skory. W poblizu, w tkance widoczne byly liczne
poszerzone naczynia krwiono$ne, a takze ogniskowe
i rozlane nagromadzenia jednojadrzastych komorek
typu limfocyta, mniej liczne fibroblasty i listwy §rod-
btonka, miejscami skanalizowane, §wiadczace o pro-
cesie organizacji tacznotkankowej. Na powierzchni,
w okolicy przestrzeni wypelnionej wysickiem wiok-
nikowo-komorkowym, widoczne byly bezpostacio-
we, r6zowe masy nagromadzonych komorek z pyk-

defined streaky space filled with fibrinocellular mass
and blood cells across the entire skin thickness. In
the nearby tissue, many dilated blood vessels could
be seen, as well as focal and diffuse accumulations of
lymphocytic mononuclear cells, less numerous
fibroblasts and endothelial strips with tubes in some
places, which is evidence of connective tissue
organization. On the surface, in the area of the space
filled with the fibrinous-cellular exudate, one could
see amorphous pink accumulations of cells with py-
knotic and defragmented nuclei. No differences were
noted between the groups. The cellular accumula-
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notycznymi i rozfragmentowanymi jagdrami komor-
kowymi. Nie stwierdzono r6znic pomigdzy grupami.
Opisane masy przylegaly do nablonka wieclowar-
stwowego ptaskiego skory. Nablonek w sasiedztwie
ubytku wykazywal znaczne poszerzenie warstwy
rozrodczej 1 kolczystokomorkowe;.

W 8 dobie od zabiegu w obydwu grupach w pre-
paratach histologicznych barwionych H.E. stwierdzo-
no pasmo bogatokomoérkowej tkanki tgcznej, do§é ostro
odgraniczonej, z licznymi komoérkami jednojadrza-
stymi, gtownie okraglymi typu limfocyta, licznymi
komorkami o podluznym ksztalcie typu fibroblasta
i fibrocyta, a takze cienko$ciennymi naczyniami
krwiono$nymi. Opisane pasmo tkanki lacznej
w Grupie I pokryte byto prawie catkowicie wielo-
warstwowym nabtonkiem ptaskim rogowacieja-
cym, a w Grupie I w centrum pokrywaty go bezpo-
staciowe, rozowobarwigce si¢ masy. W Grupie II
w wiekszosci przypadkow stwierdzono catkowite
pokrycie nabtonkiem wielowarstwowym plaskim ro-
gowaciejagcym. W Grupie I centrum nie bylo pokryte
nabtonkiem.

Mikroskopia elektronowa

W 4 dobie od wykonanego zabiegu (w Grupie 11
w porownaniu z Grupg I) stwierdzono istotne pobu-
dzenie populacji fibroblastow. Wyrazne wzbudzenie
funkcji fibrogenetycznej fibroblastow dotyczyto stre-
fy tkanki tacznej podnabtonkowej. Zaobserwowano roz-
budowe ziarnistej siateczki §rodplazmatycznej w posta-
ci rozszerzonych cystern, licznych pecherzykow i wy-
razng rozbudowe frakcji rybosomalne;j.

Ponadto obserwowano powierzchniowe zr6zni-
cowanie struktur, co mogto by¢ wyrazem istotnego
wzbudzenia funkcjonalnego tych komoérek. W pobli-
zu tych komorek zaobserwowano ksztattujace sie po-
jedyncze wiokna kolagenowe, a nickiedy skupiajace
si¢ w peczki. Niektore istniejace fibrocyty wykazy-
watly oznaki apoptozy. W poblizu owych degraduja-
cych komoérek stwierdzono makrofagi oraz komorki
tuczne. Stanowilo to wyraz istotnego wzbudzania me-
chanizméw immunologicznych zwiazanych z proce-
sem organizowania si¢ nowej tkanki tagczne;j.

W 8 dobie od przeprowadzonego zabiegu w Gru-
pie I w poréwnaniu z Grupa I obserwowano jeszcze
wyrazniejsze wzbudzenie funkcji fibrogenetycznej
fibroblastéw. Notowano zorganizowane poktady wio-
kien kolagenowych. Wyrazna aktywnos¢ fibroblastow
wystepowala w calej analizowane;j strefie.

Podsumowujac obraz tkanki tacznej rany chirur-
gicznej w mikroskopie elektronowym mozna stwier-
dzi¢, ze nastgpit wyrazny postep w organizacji nowej
tkanki tacznej w grupach laserowanych (II), w po-
roéwnaniu z grupami kontrolnymi (I).
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tions were adjacent to squamous epithelium of the
skin. The epithelium neighbouring the surgical wound
demonstrated a significant widening of the generat-
ive and spinocellular layer.

On the 8th post-operative day, in both groups, the
H/E-stained specimens contained strips of quite
well-defined cell-rich connective tissue, with nume-
rous mononuclear cells, mainly lymphocyte-type and
round, numerous fibroblastic and fibrocytic oval cells,
as well as thin-walled blood vessels. In Group II, the
connective tissue strips were almost completely co-
vered with stratified squamous cornifying epithelium,
and in Group I, it was centrally covered with an
amorphous pink-staining mass. In Group II, in most
cases, complete covering with stratified squamous
cornifying epithelium was observed. In Group I, the
central part was not covered with epithelium.

Electron microscopy

On the 4th post-operative day, a considerable hy-
peractivity of the fibroblast population was observed
in Group II compared with Group I. This marked
induction of the fibrogenetic function of fibroblasts
was seen in the subepithelial connective tissue area.
The development of a grainy endoplasmic reticulum
was noticed in the form of widened cisterns, nu-
merous vesicles and a marked development of the
ribosomal fraction.

Surface structural differentiation was also observ-
ed, which could be a sign of considerable functional
stimulation of those cells. Single, or, occasionally,
bundles of, collagen fibres were seen to form near
those cells. Some of the existing fibrocytes were
showing signs of apoptosis. Near those degrading
cells, macrophages and mast cells were found. This
was a sign of considerable stimulation of immune
mechanisms associated with the organisation of new
connective tissue.

On the 8th post-operative day, the induction of
fibro-genetic function of fibroblasts was even more
marked in Group II compared with Group I. Orga-
nized collagen fibres layers were noted. There was
clear evidence of fibroblast activity across the whole
analyzed area.

In summary, the appearance of connective tissue
in the surgery wound under an electron microscope
indicated significant progress in the organization of
the new connective tissue in the laser treated group
(IT) compared to the control group (I).
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Tab. 2. Srednie wartosci wytrzymatosci tkanki na zrywanie w Grupach i II

Tab. 2. Mean tissue breaking strength in Group I and Group II

Termin sekcji Gru —
Date of dissectjion Grotfgs X s/sd p
4 doba 1 0.034 0022
po opera.cji I 0.061 0058 0.29
4 post-operative day
8 doba 1 0.159 0.081
po operacji I o147 005 0.63

8 post-operative day

Tab. 3. Srednie wartosci wytrzymatosci tkanki na zrywanie w 4 i 8 dobie po operacji

Tab. 3. Mean tissue breaking strength on fourth and eighth post-operative day

grupy termin sekcji —
groups data of section X s/sd p
4 doba 0.034 0022
Day 4
! 8 doba 0.001
Day 8 0.159 0.081
%iObf 0.061 0.058
" 8 d(}),ba 0.001
Day 8 0.147 0.052

Badania wytrzymato$ci tkanki na zrywanie

Obserwujac wytrzymatos¢ tkanki na zrywanie nie
stwierdzono w 4 dobie po operacji rdznicy statystycz-
nie istotnej pomiedzy $rednimi warto$ciami wytrzy-
matosci w Grupach 11 II (Tab. 2). Rowniez w 8§ do-
bie po operacji nie stwierdzono rdznicy statystycznie
istotnej pomigdzy $Srednimi warto§ciami wytrzyma-
tosci w Grupach 11 II.

W obu grupach stwierdzono roznice statystycznie
istotne pomigdzy $rednimi warto$ciami wytrzymato-
$ci otrzymanymi w 4 i 8 dobie po operacji (Tab. 3).

DYSKUSJA

W wykonanym eksperymencie do$§wiadczalnym
na zwierzetach wykazano, ze stymulacja ran promie-
niowaniem laserowym z zakresu podczerwieni o pra-
cy ciaglej nie oddzialuje negatywnie na jakos$¢ kola-
genu w obszarze gojacej si¢ rany, jak rowniez inten-
syfikuje proces ich gojenia.

W ocenie makroskopowej rany w czwartej dobie
po operacji w Grupach I i II zaobserwowano porow-
nywalny zrost brzegow ran. W obydwu grupach da-
waly sie one rozerwac przy pomocy pesety. W dsmej
dobie po operacji w Grupach I 1 Il stwierdzono po-
wstanie blizny. Blizna w obydwu grupach nie dawa-
la sie rozerwaé przy pomocy pesety.

Zaréwno w czwartej jak i w 6smej dobie w Gru-
pie II obserwowano mniejszg liczbe lub brak wybro-
czyn krwawych. Petrovaw przeprowadzonym przez
siebie eksperymencie uzyskata zblizony obraz ma-
kroskopowy stymulowanej promieniowaniem lase-
rowym z zakresu podczerwieni rany na skorze szczu-
ra [6] . Korolev i wsp. stymulujac rang skoéry szczu-

Studies of tissue breaking strength

A breaking strength examination on the 4th post-
operative day revealed no statistically significant dif-
ferences in mean breaking strength between Groups
I and II (Tab. 2). Examination on the 8th day after the
surgery also failed to show statistically significant
differences in mean breaking strength between
Groups I and I1.

In both groups, statistically significant differen-
ces in mean breaking strength were found between
the 4th and 8th post-operative day (Tab. 3).

DISCUSSION

This animal study revealed that stimulating wounds
with continuous-mode infra-red laser did not have any
negative effect on the quality of the collagen in the
area of the healing wound and, what is more, it
intensified the healing process.

Gross examination of the wound on the 4th post-
operative day revealed comparable adhesion of the
wound edges in Group I and II. In both groups the edges
could be broken with pincers. On the 8th post-operative
day in Group I and II, scars were formed. The scars in
both groups could not be broken with pincers.

Both on the 4th and 8th post-operative day,
extravasation of blood was less numerous or absent
in Group II. Petrova, in her experiment, obtained
similar macroscopic appearances of a skin wound in
arat stimulated with infra-red laser light [6]. Korolev
et al. stimulated skin wounds in rats with infra-red
laser light, obtaining more rapid reduction of the
wound surface in comparison with the control group
[5]. These data are confirmed by the present study,
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roOw promieniowaniem laserowym z zakresu pod-
czerwieni uzyskali w poréwnaniu z grupa kontrolng
szybciej przebiegajace zmniejszanie si¢ powierzchni
rany [5]. Znalazto to potwierdzenie we wiasnych ba-
daniach, zwlaszcza w ocenie blizny w 6smej dobie
po zabiegu. Obraz makroskopowy bedacy potwierdze-
niem badan wilasnych uzyskali takze Conlan i wsp.,
Simunovic i wsp. i Enwemeka i wsp. [11,12,13].

Inne wyniki opublikowali Smith i wsp. Wykonali
eksperyment na szczurach, polegajacy na chirurgicz-
nym wycieciu fragmentu skéry o znanych wymia-
rach na grzbiecie zwierzat [10]. Prowadzili oni po-
miary rozmiar6w ubytku w grupie stymulowanej
promieniowaniem laserowym z zakresu podczerwie-
ni i w grupie kontrolnej. Autorzy nie stwierdzili ro-
znic w pomiarach w grupie stymulowanej w stosun-
ku do kontrolnej. Rowniez Belkin i wsp. nie potwier-
dzaja réznic opisywanych w badaniach wilasnych
w obrazie makroskopowym [9].

Badania preparatow histologicznych pozwolity
stwierdzi¢ w materiale ocenianym w czwartej dobie
po zabiegu poroéwnywalne nagromadzenie, dookota
wykonanego ci¢cia, komorek jednojadrzastych typu
limfocytow, granulocytow i fibroblastow w grupie
stymulowanej promieniowaniem laserowym z zakre-
su podczerwieni w odniesieniu do grupy kontrolne;.
Liczebnos¢ listw $rodbtonka i rozwoj sieci naczyn
krwionosnych wtosowatych byly nieznacznie wick-
sze w Grupie II.

W materiale ocenianym w 6smej dobie po zabiegu
wykazano intensywniejsze napetzanie wielowarstwo-
wego, ptaskiego nabtonka rogowaciejacego i obecnosé
liczniejszych listw srodbtonkowych oraz skanalizowa-
nych naczyn krwiono$nych, wltosowatych w Grupie I1.

Preparaty histologiczne barwione metodg van Gie-
son wykazaty w czwartej dobie po zabiegu porowny-
walng, a w 6smej dobie po zabiegu liczniejszg ilo§é
wiokien klejorodnych w materiale Grupy II. Petrova
w przeprowadzonej ocenie mikroskopowej zaobser-
wowala rdznice w wytwarzaniu sieci naczyn krwiono-
$nych, wlosowatych na korzy$¢ grupy szczurow sty-
mulowanych promieniowaniem laserowym z zakresu
podczerwieni, co moze $wiadczy¢ o intensywniej prze-
biegajacym procesie gojenia si¢ rany [6]. Skinner
1 wsp. stwierdzili wyrazng r6znice w ilosci syntety-
zowanego przez fibroblasty prokolagenu na korzy$¢
materialu stymulowanego promieniowaniem lasero-
wym z zakresu podczerwieni [14]. Badania prowa-
dzone byly metoda monitorowania syntezy znako-
wanej hydroksyproliny. Obraz ten odpowiada ocenie
wlasnej badan preparatow barwionych metodg van
Gieson. Zwigkszone wytwarzanie wldkien kolageno-
wych pod wptywem stymulacji $wiattem lasera z za-
kresu podczerwieni zaobserwowalo niezaleznie od
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especially by the assessment of the scar on the 8th
post-operative day. Macroscopic patterns consistent
with the findings of the present study have also been
obtained by Conlan et al., Simunovic et al. and En-
wemeka et al. [11,12,13].

Contradictory results were published by Smith et
al. who surgically resected a skin fragment of set
dimensions in the back of rats and measured the size
of the skin defect in a group stimulated with laser
light and in a control group [10]. The authors did not
find differences in measurements between the laser-
stimulated group and to the control group. Also Bel-
kin et al. did not confirm the macroscopic differences
presented in this study [7].

Histological examinations on the 4th post-operat-
ive day revealed similar accumulations of lympho-
cytic, granulocytic and fibroblastic mononuclear
cells around the resection area in the group stimu-
lated with infra-red laser light and the control group.
The number of endothelial strips and the development
of a capillary network were slightly more marked than
in Group II.

On the 8th post-operative day, more intensive
penetration of stratified squamous cornifying epithe-
lium and a greater number of endothelium strips and
tube capillaries were observed in Group II.

Histological preparations stained with van Gie-
son’s method showed more collagenous fibres in spe-
cimens from Group II on the 4th post-operative day.
Petrova, in her microscopic assessment, observed dif-
ferences in the development of capillary networks in
favour of the group of rats stimulated with intra-red
laser light, which can indicate greater intensity of the
wound healing process [6]. Skinner et al. found a clear
difference in the amount of pro-collagen synthesised
by fibroblasts in favour of specimens stimulated with
infra-red laser light [14]. The study was based on mo-
nitoring the synthesis of labelled hydroxyproline.
Their findings correspond to our assessment of pre-
parations stained with van Gieson’s method. Increas-
ed production of collagen fibres in response to infra-
red laser light stimulation has been independently
observed by many authors [5,11,13,15,16,17]. Other
observed changes have included increased cell
metabolism, structural changes within cell membran-
es and increased enzymatic activity [18,19,20,21].

However, it needs to be stressed that the present
results were not confirmed in the study conducted by
Smith et al., who did not find any effect of infra-red
laser light on the process of wound healing [10].
Belkin et al., following their own observations con-
cerning laser bio-stimulation, point out that the same
effect on skin healing can be achieved by using
narrow-range non-coherent light [9].
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siebie wielu autorow [5,11,13,15,16,17]. Obserwo-
wano rowniez zwigkszenie metabolizmu komorek,
zmiany strukturalne w obrebie blon komoérkowych
1 zwigkszenie aktywnoS$ci enzymow [18,19,20,21].

Nalezy jednak podkresli¢, ze wyniki opisane po-
wyzej nie znalazty potwierdzenia w badaniach prze-
prowadzonych przez Smith'a i wsp. [10]. Nie stwier-
dzili oni wptywu promieniowaniem laserowego z za-
kresu podczerwieni na przebieg procesu gojenia si¢
rany. Belkin 1 wsp. kierujac si¢ wlasnymi obserwa-
cjami dotyczgcymi biostymulacji laserowej zwracaja
uwagg, ze ten sam efekt w oddziatywaniu na proces
gojenia si¢ skory mozemy uzyskacé stosujac waski
zakres §wiatla niekoherentnego [7].

Badania preparatéw za pomoca mikroskopu elek-
tronowego w czwartej i 6smej dobie po zabiegu wy-
raznie przemawiajg za stymulujagcym wplywem od-
dziatywania promieniowania laserowego z zakresu
podczerwieni na proces gojenia si¢ ran. W czwartej
dobie po zabiegu, w Grupie II zwracajg uwage dwa
procesy: pobudzenie czynnoéci fibrogenetycznej fi-
broblastow i wzbudzenie mechanizmu immunolo-
gicznego. O pobudzeniu czynnosci fibrogenetycznej
fibroblastow $wiadczy rozbudowa ziarnistej siatecz-
ki §rédplazmatycznej oraz rybosomoéw, jak rowniez
pojedyncze i skupiajace si¢ w peczki wtokna kolage-
nowe. Wzbudzenie mechanizméw immunologicz-
nych zwigzane jest z procesem powstawania nowej
tkanki tacznej charakteryzujacej si¢ obecnos$cig ma-
krofagow i1 komorek tucznych w otoczeniu komorek
ulegajacych apoptozie. Materiat stymulowany promie-
niowaniem laserowym z zakresu podczerwieni w dsmej
dobie po zabiegu charakteryzuje si¢ zwigkszong aktyw-
noscig fibroblastow i co z tym jest zwigzane bardzo licz-
nymi skupiskami wiokien kolagenowych [22].

Mester i wsp. zaobserwowali w obrazie mikro-
skopii elektronowej w Grupie II zmiany w strukturze
wewngtrznej fibroblastow, gldwnie mitochondriow,
$wiadczace o ich zwigkszonej aktywnosci [16,17].
Benedicenti stwierdzit zwickszong aktywno$¢ mito-
chondrium komérek stymulowanych promieniowa-
niem laserowym z zakresu podczerwieni w poréwna-
niu z grupg kontrolng. Rezultatem pobudzenia ich ak-
tywnosci byto powstawanie zwickszonej ilosci ATP.
Wyniki te potwierdzajg obraz przedstawiony w mikro-
skopie elektronowym w badaniach wiasnych [23].

W badaniach wiasnych przeprowadzono proby wy-
trzymatosci blizny na zrywanie i dokonano ich oceny
statystycznej. Uzyskane wartosci zarowno w czwartej,
jak 1 6smej dobie po zabiegu w przypadku Grupy II nie
odbiegaja od wartosci uzyskanych w przypadku Gru-
py L. Nie stwierdza si¢ rdznicy statystycznie istotnej
pomigdzy grupami w poszczegolnych dobach po za-
biegu. Poréwnujac wytrzymatos$¢ na zrywanie w czwar-

The results of the electron microscopy studies on
the 4th and 8th post-operative day clearly support a
stimulating effect of infra-red laser light on wound
healing. On the 4th post-operative day, two processes
in Group II merit attention: stimulation of the
fibrogenetic activity of fibroblasts and stimulation of
the immune mechanism. The sign of fibrogenetic
activity of fibroblasts is the development of a grainy
endoplasmic reticulum and ribosomes as well as the
presence of single and bundled collagen fibres.

The induction of immune mechanisms is con-
nected with the formation of new connective tissue,
characterized by the presence of macrophages and
mast cells in the vicinity of apoptotic cells. The
samples stimulated with infra-red laser light was
characterized by higher fibroblastic activity on the
8th post-operative day, and the associated presence
of very numerous clusters of collagen fibres [22].

Mester et al. observed under an electron micro-
scope, in Group II, changes in the internal structure of
fibroblasts, mainly mitochondria, indicating their in-
creased activity [16,17]. Benedicenti found increased
activity of mitochondrial cells stimulated with infra-
red laser light in comparison with the control group
[23]. Stimulation of their activity resulted in increas-
ed formation of ATP. These results support the elec-
tron microscopy data of the present study.

The present study involved tests of scar breaking
strength and statistical analysis of their results. The
data for Group II both on the 4th and 8th post-ope-
rative day do not differ from those in Group I. No
statistically significant difference was found between
the groups at the two time points. A comparison of
breaking strength on the 4th and 8th post-operative
day within each group revealed a similar, statistically
significant difference in favour of the 8th day. The
lack of differences suggests that in both groups, the
collagen produced in wounds stimulated with infra-
red laser light is structurally normal.
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tej 1 6smej dobie w Grupie 11 oraz odpowiednio w Gru-
pie I zaobserwowano istotna, zblizong do siebie sta-
tystycznie réznice w obydwu grupach na korzy$¢ do-
by 6smej. Brak roznic sugeruje, ze w obu grupach
powstaty pod wptywem stymulowania promieniowa-
niem laserowym z zakresu podczerwieni kolagen jest
ze wzgledu na swojg strukturg pelnowartosciowy.

WNIOSKI CONCLUSION
1. Niskoenergetyczne promieniowanie laserowe 1. Low energy infra-red laser light irradiation has
z zakresu podczerwieni wptywa korzystnie na po- a positive effect on the covering of a scar with
krycie blizny wielowarstwowym nablonkiem pta- stratified squamous cornifying epithelium, and
skim rogowaciejacym i nie zaburza procesu goje- does not disturb the wound healing process.
nia si¢ ran skory. . Physio-mechanical studies of breaking strength
2. Badania fizykomechaniczne na zrywanie nie wy- showed no effect of skin scar stimulation with
kazaly wpltywu na wytrzymato§é blizny skory infra-red laser light on scar strength.
poddanej stymulacji promieniowaniem lasero- . The use of bio-stimulating laser therapy in the
wym z zakresu podczerwieni. early post-surgery period has a positive effect on
3. Stosowanie laseroterapii biostymulacyjnej we wound healing, which makes it an effective me-

wczesnym okresie pooperacyjnym wptywa korzyst-
nie na proces gojenia si¢ rany, jest wigc efektywna
metoda ulatwiajacg szybkie wprowadzanie kine-

thod facilitating early initiation of kinesiotherapy.
It is also a safe method that does not adversely
affect wound healing.

zyterapii. Jest rowniez metoda bezpieczng dla
procesu gojenia si¢ ran.
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