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Stanowisko do badania efektywnosci antyseptyki fotodynamicznej
In vitro

Efekt fotodynamiczny jest wykorzystywany w nieinwazyjnej metodzie terapeutycznej znanej jako terapia fotodynamiczna (PDT).
Polega on na selektywnym niszczeniu komodrek nowotworowych lub drobnoustrojow poprzez aktywacje fotouczulacza swiattem

o odpowiedniej dtugosci fali, co prowadzi do wytworzenia reaktywnych form tlenu. Powstate w ten sposéb formy reaktywne
prowadzg do uszkodzenia struktur komérkowych.

Jednym z zastosowan tej metody jest przeciwdrobnoustrojowa chemioterapia fotodynamiczna (PACT), ktérej celem sg gtownie

bakterie lub grzyby chorobotwadrcze. Jedng z mozliwosci jakie daje PACT jest zastgpienie stosowania antybiotykdéw, na ktdre coraz
czesciej drobnoustroje stajg sie oporne.

Celem ponizej przedstawionych badan byto opracowanie stanowiska laboratoryjnego umozliwiajgcego ocene efektywnosci
przeciwbakteryjnej wybranych fotouczulaczy aktywowanych czerwonym sSwiattem emitowanym ze zrdodta LED w warunkach
in vitro przeznaczonych do zastosowan w antyseptyce.
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Badania przeprowadzono z wykorzystaniem referencyjnego szczepu bakteryjnego chorobotwodrczego gatunku Staphylococcus
aureus ATCC 35556. Wybrany gatunek jest jednym z najczestszych czynnikdéw etiologicznych w zakazeniach skoéry oraz

w zakazeniach ran w chirurgii ogdlnej i urazowe;.

Wykorzystanymi fotouczulaczami byty btekit metylenowy i btekit toluidyny. Ich aktywacje prowadzono przy uzyciu czerwonego
Swiatfa emitowanego przez oswietlacz 96 LED LIGHT opracowany w dwoch wersjach opartych na diodach o dtugosci fali rowne;j
635 nm lub 655 nm.

Oswietlacz 96 LED LIGHT

Badania przeprowadzono w trzech etapach:
Etap | — Badanie wptywu fotouczulaczy na przezywalnos¢ komoérek S. aureus

Zawiesiny bakterii inkubowano przez 20 minut w catkowitej ciemnosci z fotouczulaczami w wybranych stezeniach. Po zakoriczeniu

inkubacji probki poddawano ocenie mikrobiologicznej przy uzyciu klasycznej metody rozcienczen i posiewu na ptytki, a nastepnie
zliczano kolonie bakteryjne.

Etap Il — Badanie wptywu czerwonego swiatta LED na przezywalnos¢ komoérek S. aureus

Zawiesine bakterii poddawano naswietlaniu czerwonym sSwiattem LED o wybranych wartosciach powierzchniowe] gestosci

energii. Bezposrednio po naswietlaniu probki byty poddawane ilosciowej analizie mikrobiologicznej oraz zliczeniu kolonii
bakteryjnych. Ponadto wykonano ocene morfologii komdrek bakteryjnych przed i po naswietlaniu za pomocg mikroskopu

optycznego.

Etap lll — Badanie wptywu wybranych fotouczulaczy aktywowanych czerwonym sSwiattem emitowanym ze zrédta LED
na przezywalnos¢ komaorek S. aureus

Zawiesine bakterii inkubowano z fotouczulaczami przez 20 minut w catkowitej ciemnosci, a nastepnie naswietlano czerwonym
Swiattem emitowanym ze zrodta LED o wybranych wartosciach powierzchniowej gestosci energii. Bezposrednio po naswietlaniu
wszystkie préobki byty poddawane ilosciowej analizie mikrobiologicznej za pomoca klasycznej metody rozcienczen i posiewu
na ptytki, nastepnie zliczano kolonie bakteryjne.

Etap | Etap Il Etap Il
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Opracowane stanowisko badawcze zostato zorganizowane w obrebie komory laminarnej klasy BSL-2.

1. Oswietlacz LED
2. Termometr

3. Probowki typu Eppendorf

4. Pipety automatyczne

5. Szalki Petriego z podtozem agarowym
6. Przygotowane rozcienczenia zawiesiny

bakteryjnej
7. Pojemnik na odpady zakazne

8. Przygotowane stocki fotouczulaczy oraz
zawiesina bakteryjna

9. 96—dotkowa ptytka

10. Komora laminarna
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Etap |

Zastosowanie samych fotouczulaczy, bez aktywacji swiattem nie wptyneto znaczaco na liczbe zywych hodowalnych komdérek
S. aureus w zbadanym zakresie stezen. Moze to réwniez Swiadczy¢ o braku bezposredniego wptywu toksycznego tych substancji
na bakterie uzyte w badaniach.
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Etap Il

Wzrost wartosci powierzchniowe] gestosci energii nie miat istotnego wptywu na redukcje liczby zywych hodowalnych komaérek
S. aureus, co Swiadczy o braku istotnego efektu bakteriobdjczego pod wptywem oddziatywania samego czerwonego swiatfa
emitowanego ze zrodfa LED.

Przeprowadzona dodatkowo analiza mikroskopowa nie wykazata istotnego wptywu Swiatta czerwonego LED na ksztatt, wielkos¢

i uktad komorek bakteryjnych. o
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Zdjecia przedstawiajg przyktadowa analize mikroskopowg wykonana dla
btekitu metylenowego.

Etap Il
Zastosowanie fotouczulacza w pofaczeniu z naswietlaniem swiattem czerwonym LED powodowato spadek liczby zywych

hodowalnych komérek S. aureus.

W przypadku MB najwiekszy stopien redukcji liczby zywych hodowalnych drobnoustrojow wynoszacy 4,20 log uzyskano dla
wartosci powierzchniowe] gestosci energii wynoszacej 10 J/cm2 . W przypadku TBO najwiekszy stopien redukgcji liczby zywych
hodowalnych drobnoustrojow wynoszacy 2,61 log uzyskano dla wartosci powierzchniowej gestosci energii wynoszgcej 10 J/cmz.
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Whioski

Opracowane stanowisko laboratoryjne umozliwito przeprowadzenie wstepnej i powtarzalnej oceny skutecznosci
przeciwdrobnoustrojowej chemioterapii fotodynamicznej wobec S. aureus w warunkach in vitro.

Zastosowanie samych fotouczulaczy w badanym zakresie stezen, jak rowniez ekspozycja probek wytgcznie na czerwone swiatto
LED, nie powodowalty istotnej redukcji liczby zywych hodowalnych komoérek S. aureus.

Najwiekszg skutecznosc inaktywacji bakterii uzyskano w warunkach jednoczesnego zastosowania fotouczulacza oraz naswietlania
Swiattem LED, przy czym bfekit metylenowy wykazywat wyraznie wyzszg aktywnos¢ fotodynamiczng niz btekit toluidyny.

Przeprowadzone badania stanowig podstawe do dalszego rozwijania opracowanego stanowiska badawczego, w szczegdlnosci
poprzez rozszerzenie analiz o inne gatunki drobnoustrojéw, modele biofilmu bakteryjnego, zréznicowane parametry naswietlania
oraz ocene bezpieczenstwa metody PACT wobec komodrek eukariotycznych.
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