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Streszczenie

Mnogosc¢ substancji znajdujgca sie w plytkach, kto-
re biorg udziat w procesie krzepniecia, gojenia tka-
nek i odpowiedzi immunologicznej $wiadczy o wiel-
kigj roli tych elementéw morfotycznych krwi w fizjolo-
gii i patologii cztowieka. W dostepnej literaturze nie
ma publikacji na temat biomateriatow tgczgcych zdol-
nosci pobudzenia proceséw gojenia z wtasciwoscia-
mi antybakteryjnymi.

Celem niniejszej pracy byto wykazanie antybakteryj-
nych wta$ciwosci zelu bogatoptytkowego. Po okresie
inkubacji odczytano wyniki. Sredni obszar zahamo-
wania wzrostu w zalezno$ci od rodzaju bakterii wahat
sie miedzy 6,0 a 20,8 mm.

Zastosowanie wyzej wymienionego biomateriatu, ktéry
posiada wiasSciwosci bakteriostatyczne i bakteriobdj-
cze moze stac sie przetomem w leczeniu infekcji tka-
nek miekkich i ran pourazowych nie tylko w ortopedii,
ale rowniez na oddziatach chirurgii ogélnej, naczynio-
wej, szczekowo-twarzowej, plastycznej oraz torako-
chirurgii i neurochirurgii.

Stowa kluczowe: zel bogatoptytkowy, zakazenie,
gronkowiec ztocisty, MSSA
[Inzynieria Biomateriatow, 54-55,(2006),46-49]

Wstep

W ptytkach krwi odkryto do tej pory ponad 30 czynni-
kéw wzrostu, sposrad ktérych najwazniejsze znaczenie majg
PDGEF (Platelet Derived Growth Factor), TGF (Transforming
Growth Factor), oraz EGF (Epidermal Growth Factor) i IGF
(Insulin Growth Factors). PDGF i TGFj sg znanymi czynni-
kami niezbednymi do regeneracji tkanek. PDGF m.in. sty-
muluje mitogeneze komoérek macierzystych (STEM) i oste-
oblastow oraz angiogeneze. Poza czynnikami wzrostu ptytki
w swoich ziarnisto$ciach posiadajg czynniki biologicznie
czynne np. serotoning, katecholaminy oraz inne substan-
cje. Mnogos¢ substancji znajdujaca sie w ptytkach, ktore
biorg udziat w procesie krzepniecia, gojenia tkanek i odpo-
wiedzi immunologicznej swiadczy o wielkiej roli tych ele-
mentow morfotycznych krwi w fizjologii i patologii cztowie-
ka[1, 5].

Pod koniec lat 90 - tych XX wieku zaczeto zastanawiaé
sie nad wykorzystaniem biologicznego potencjatu tych ele-
mentoéw morfotycznych krwi w leczeniu uszkodzonych tka-
nek. Poprzez odwirowanie petnej autogennej krwi otrzyma-
no koncentrat ptytek krwi tzw. surowice bogatoptytkowg
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Abstract

A lot of biological substances which are contained
in platelets take a part in coagulation process, tissues
healing and in immunological answer, witnesses about
huge role these blood elements in physiology and
pathology. In literature there are no publications about
biomaterials which are able to stimulate healing proc-
ess and which have antibacterial features.

The aim of this experiment is to examine antimicro-
bial effects of platelet gel. During incubation period
results were read. Average area of growth restrain in
dependence on bacteria kind between 6,0 and 20,8
mm.

Using this biomaterial which own bactericidal and
bacteriostatic properties can become a breakthrough
in treatment tissue infections and posttraumatic
wounds not only in orthopaedics but also surgery vas-
cular, thoracic surgery maxillofacial surgery, plastics
surgery and neurosurgery words.

Key words: platelet rich plasma, infection, Staphy-
lococcus aureus, MSSA

[Engineering of Biomaterials, 54-55,(2006),46-49]

Introduction

Until now in platelets 30 growth factors were discovered
among which, the most important are PDGF, TGF, EGF
and IGF. PDGF and TGFf are well known factors. The in-
dispensable to tissue regeneration process. PDGF stimu-
lates stem cells, osteoblasts mitogenesis and angiogenesis
process. Apart from growth factors platelets in its granules
have serotonin, catecholamins and other biological active
substances. A lot of biological substances which are con-
tained in platelets take part in coagulation process, tissues
healing and inimmunological answer, withesses about huge
role these blood elements in physiology and pathology [1,5].
In the end of 90s XX ones started to wonder about biologi-
cal potential of these blood elements in damage tissues
treatment. Though centrifugation autogenous blood plate-
let concentrate was obtained - PRP platelet- rich plasma.
Platelets condensation causes that concentration of PDGF
and TGF beta and other adhesive substances in received
PRP is growing. Nowadays on Polish medical market there
are no autogenous biomaterials for healing bone and tis-
sue disorders. In accessible literature there are no publica-
tions about biomaterials which are able to stimulate healing
process and which have antibacterial features. PRP micro-
biological examinations are based on CLSI advices (Clini-
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-Z (st Zer){ie ;%QééﬁzTag"fb r?nTe oc?: mnpzmzuftézgeﬁ?s; nected with signing tenderness by diffusion method from
Ll ¢ ’ gryn rinny & ) disc on agar gel [5, 9].
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biny powstaje galaretowata masa tzw. zel bogatoptytkowy .
[5.9]. The aim
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Sci i tkanek migkkich [3]. Rowniez w dostepnej literaturze
nie ma publikacji na temat biomateriatow tgczacych zdol-
nosci pobudzenia proceséw gojenia z wtasciwosciami an-
tybakteryjnymi.

Badania mikrobiologiczne zelu bogatoptytkowego oparto
na wytycznych CLSI (Clinical and Laboratory Standards In-
stitute) dotyczacych oznaczania wrazliwosci metodg dyfu-
Zji z krazka w zelu agarowym.

Cel pracy

Celem niniejszej pracy byto wykazanie antybakteryjnych
wiasciwosci zelu bogatoptytkowego.

Materiat i metody

Badania wykonywano w Katedrze i Oddziale Klinicznym
Ortopedii w Sosnowcu Slaskiej Akademii Medycznej oraz
Dziale Diagnostyki Laboratoryjnej Wojewddzkiego Szpitala
Specjalistycznego Nr 5 w Sosnowcu. W okresie od kwiet-
nia do czerwca 2005 roku wykonano 11 oznaczen witasci-
wosci bakteriobojczych zelu bogatoptytkowego. Na prowa-
dzenie badan uzyskano zgode Komisji Bioetycznej Slaskiej
Akademii Medycznej w Katowicach (zezwolenie nr NN-013-
196/1/63 z dnia 02.07.2003).

Metodyke badania oparto na wytycznych CLSI (Clinical and
Laboratory Standards Institute) - dawniej NCCLS (National
Committee for Clinica Laboratory Standards) dotyczacych
oznaczania wrazliwosci metoda dyfuzji z krgzka w zelu aga-
rowym (wg. Kirby-Bauer).

Do badania uzyto gotowych, wystandaryzowanych podtéz
Mueller-Hinton 1l Agar firmy Becton Dickinson. Podstawg
inokulum byto api® NaCl 0,85% Medium firmy bioMerieux.
Wiasciwosci bakteriobdjcze badanych preparatéw spraw-
dzano na szczepach:

- Staphylococcus aureus ATCC 25923 - szczep MSSA

- Escherichia coli ATCC 35218 - szczep produkujacy beta-
laktamaze o rozszerzonym profilu substratowtm (ESBL)

- Escherichia coli ATCC 25922

- Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 - szczep produku-
jacy beta-laktamaze o rozszerzonym profilu substratowtm
(ESBL)

- Enterococcus faecalis ATCC 29212

- Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

"ATCC" i "American Type Culture Collection" sg znakami
zastrzezonymi dla American Type Culture Collection.

Wyzej wymienione szczepy (oprocz Klebsiella pneumo-
niae ATCC 700603) sg zalecane przez CLSI do przepro-
wadzenia kontroli jakosci krazkow nasyconych preparata-
mi przeciwbakteryjnymi uzywanych w metodzie dyfuzyjno-
krazkowej. W pracy uzyto jatowe krazki bibutowe firmy Bec-
ton Dickinson nasgczone zelem bogatoptytkowym. Mate-
riat inkubowano 20 godzin w cieplarce o temp 35°C w wa-
runkach tlenowych.

Do przygotowania zelu bogatoptytkowego z czynnikami
wzrostu postuzyt zestaw do izolacji ptytek krwi firmy Bio-
met. Po pobraniu od pacjenta 54 ml krwi petnej do strzy-
kawki przed zabiegiem, w ktorej znajdowat sie antykoagu-
lant: 6 ml cytrynianu sodu i wstrzyknieciu jej do specjalne-
go zbiornika, poddano zbiornik wirowaniu przez 12 minut
przy 3200 obrotéw/min. Otrzymano 3 warstwy - miedzy
warstwa 1 i 2 widoczny byt biaty korzuszek, ktéry stanowity
ptytki krwi. Nastepnie za pomocg 30 ml strzykawki pobiera-
no surowice ubogoptytkowg (PPP) ze zbiornika. Przez 30
sekund ruchami okreznymi wstrzasano zbiornikiem i 10 ml
strzykawka izolowano 6 ml surowicy bogatej w ptytki (PRP).

effects of platelet gel.
Material and methods

Experiments were performed at Department and Clinic
Orthopaedics Silesian Medical University in Sosnowiec and
in Diagnostic Laboratory Section in District Hospital in
Sosnowiec. Since April until June 2005 11 marks of bacte-
ricidal PRP properties were performed. To realize
experoments, permission of Bioethical Commision was ob-
tained. Experimental method was based on CLSI advices
which consider tenderness signing by diffuse method from
agar disc (Kirby-Bauer method).

Baseline antimicrobial activity was assessed by meas-
uring the zones of inhibition. Agar plates were coated with
one of the following strain: Staphylococcus aureus ATCC
25923 (MSSA), Klebsiella pneumoniae ATCC 700603
(ESBL), Escherichia coli ATCC (25922), Enterococcus
faecalis ATCC 29212 and Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853. These strains (apart from Klebsiella pneumoniae
ATCC 700603) are advised by CLSI to perform control of
quality discs with antimicrobial substances which are used
in disc-diffusion method. In this experiment sterile discs
Becton Dickinson Firm with PRP were used. Specimens
were incubated for 20 hours in 35 degree temperature in
oxygen presence.

The PRP was prepared by extracting blood from the
patient before operation and by using a cell separator to
sequester and concentrate the platelets.

Venous blood was obtained from 9 patients. 54 ml of
whole blood was drawn from the patient into syringe with 6
ml sodium citrate to achieve anticoagulation. Next the blood
was drawn into sterile tube and centrifuged. Whole blood
was placed at a rate of 12 minutes, with a centrifuged speed
of 3600 RPM (Biomet separator). The blood was centrifuged
into its three basic components: red blood cells, platelet
rich plasma (PRP) sometimes referred to as "buffy coat",
and platelet poor plasma (PPP). Because of differential
densities, the red blood cell layer forms at the lowest level,
the PRP layer in the middle and PPP layer at the top. The
cell separator separates each layer from the less dense to
the more dense; therefore, it separates PPP first and PRP

RYS. 1. Strefa zaha-
mowania wzrostu
Staphylococcus
aureus przez zel
bogatoptytkowy.

FIG. 1. Zone of
inhibition produced by
PG to Staphylococcus
aureus.

SZCZEPY (STRAINS)
Staphylococcus aureus ATCC 25923
Escherichia coli ATCC 35218
Escherichia coli ATCC 25922
Klebsiella pneumonice ATCC 700603
Enterococcus faecalis ATCC 29212

ZEL (PG)

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

TABELA 1. Strefy zahamowania wzrostu badanych
substancji przy uzyciu szczepéw wzorcowych
(wartosci srednie).

TABLE 1. Inhibition zones of growth of the
substances by using basic strains (average values).
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kawki, jedng z PRP, drugg z chlorkiem wapnia i trombina,.
Tak przygotowang podwdjng strzykawke z podwdjng ka-
niulg uzywano w doswiadczeniu.

Wyniki

Po okresie inkubacji odczytano wyniki. Sredni obszar
zahamowania wzrostu w zaleznosci od rodzaju bakterii
wahat sie miedzy 6,0 a 20,8 mm (RYS. 1, TABELA 1). W
przypadku Pseudomonas aeruginosa na kragzku nasaczo-
nym zelem bogatoptytkowym rozwijaty sie kolonie tej bak-
terii.

Dyskusja

Surowica bogatoptytkowa dzieki swoim witasciwosciom
hamowania krwawienia jest wykorzystywana w kardio- i
torakochirurgii, szczegdlnie w zabiegach przeszczepdw ptuc
i serca, a takze w operacjach w przypadku zmniejszone;j
krzepliwos$ci krwi [2,4].

PRP jest czesto wykorzystywana na oddziatach opa-
rzeniowych oraz zajmujgcych sie leczeniem trudno goja-
cych sie ran [3]. Czynniki wzrostu pochodzace z odwirowa-
nej krwi po raz pierwszy zostaty zastosowane przez Knigh-
ton'a u chorych z przewlektymi owrzodzeniami skory. Sto-
sujgc dwa razy dziennie surowice z czynnikami wzrostu za-
obserwowat on wygojenie ran u 17 z 21 leczonych pacjen-
tow [8].

Glover i wspotpracownicy wykonali badania retrospek-
tywne u 3830 pacjentow z trudno gojacymi sie ranami w
przebiegu cukrzycy, niewydolnosci naczyn zylnych i tetni-
czych oraz schorzen autoimmunologicznych [6]. W grupie
kontrolnej uzyskali oni wygojenie ran u 50,8% natomiast w
doswiadczalnej, gdzie zastosowano PRP w 65,7% przypad-
kéw. U chorych z trudno gojacymi sie ranami w przebiegu
cukrzycy odsetek wygojen wynosit bez i po zastosowaniu
PRP odpowiednio w 46,6 i 66,8%. U 0s6b z ranami po-
wstatymi na tle schorzen grupy autoimmunoagresji autorzy
uzyskali w grupie kontrolnej 64%, a po podaniu PRP 67%
dobrych wynikéw klinicznych.

Zel bogatoptytkowy jest coraz czesciej stosowany na
oddziatach ortopedii do leczenia zaburzen zrostu kosci. Sta-
nowig one powikfanie okoto 5-10 % wszystkich ztaman. W
ztamaniach otwartych powiklanych zakazeniem ich odse-
tek zwieksza sie do 40-50%. Leczenie zakazonych stawow
rzekomych stanowi jedno z najwiekszych wyzwan dla leka-
rza ortopedy [3]. Po wszczepieniu biomateriatdéw majacych
pobudzi¢ procesy regeneracji tkanki kostnej do miejsca in-
fekgji, istnieje ogromne ryzyko zaostrzenia proceséw za-
palnych, poniewaz przeszczepy staja sie doskonatg pozyw-
ka dla rozwoju bakterii. Z tego powodu firmy farmaceutycz-
ne zaczety produkowac biomateriaty o wiasciwosciach oste-
okondukcyjnych potgczonych z antybiotykiem np. teikopla-
ning [3, 7, 10].

W dostepnej literaturze nie ma doniesien na temat za-
stosowania PRP oraz innych biomateratow osteoindukcyj-
nych, ktére posiadatyby wiasciwosci bakteriostatyczne czy
bakteriobdjcze.

Przedstawione wyniki badan majg charakter doniesie-
nia wstepnego. Zastosowana metoda CLSI do oceny wia-
Sciwosci antybakteryjnych zelu bogatoptytkowego jest po-
wszechnie uznang technikg oceny wrazliwosci danego
szczepu na badane preparaty przeciwbakteryjne (antybio-
tyki i chemioterapeutyki), w ktérej zachodzi dyfuzja substan-
cji z krgzka bibutowego do podtoza statego, na ktére nanie-
siono zawiesine bakteryjng o okreslonej gestosci. Miarg
wrazliwosci badanego szczepu jest wielkos¢ srednicy stre-
fy zahamowania wzrostu wokot krazka nasyconego bada-

second, leaving the residual red blood cells.

Then the top yellow serum component PPP was removed
into 30 ml syringe. Next the tube was shacked vigorously
for 30 seconds to suspend platelets and then 10 ml syringe
was connected to the tube to extract PRP.

The PRP application requires initiating the coagulation proc-
ess with a mixture of 10 ml 10% calcium chloride mixed
with 10 000 units of bovine thrombin. For PRP application
an individual 10 ml sterile syringe for each mix was used
(Biomet). Each mix draws in order: 6 ml of PRP, 1 ml Of
calcium chloride/ thrombin mix, and 1 ml of air to act as a
mixing bubble. The syringe was gently agitated to initiate
clotting (gelling). The PRP was stored in the operating room
at room temperature until we were ready for its use.

Then, the platelet rich plasma was placed on the surgical
field into a sterile syringe.

Results

During incubation period results were read. Average area
of growth restrain in dependence on bacteria kind between
6,0 and 20,8 mm (FIG. 1, TABLE 1). In a case of Pseu-
domonas aeruginosa on disc with platelet platelet-rich
plasma, bacteria were developed.

Discussion

Platelet rich plasma due to its features of blood restrain-
ing is used in cardio and thoracic surgery especially in lungs
and heart transplantations and in operations connected with
increase of blood coagulation. PRP is used very often on
burn words with difficult healing wounds [2,3,4]. Growth fac-
tors derived from centrifuged blood for he first time were
used by Knighton in patients with chronic skin ulcerations.
Using twice a day platelet- rich plasma with growth factors
he observed healing wounds in 17 from 21 treated patients
[8].

Glover et al made retrospective examinations in 3830
patients with difficult wounds healing in patients with diabe-
tes, veins and arteries insufficiency and autoimmunological
diseases. They received in control group healing wounds in
50,8% cases and in experimental group where PRP was
used in 65117,7% cases. In patients with difficult wounds
healing with diabetes percentage of healing amount to with-
out and with using PRP appropriate 46,6% and 66,8%. In
patients with wounds which appeared on a background of
the autoimmunological diseases the authors received in con-
trol group 64% and after PRP application 67% good clinical
results [6].

Platelet rich plasma is now often and often used on or-
thopaedics words in treating disturbances in bone healing.
These diseases represent complications in 5-10% fractures.
In open fractures which are complicated by infection its per-
centage growth until 40%-50% [3]. Treatment of infected
non unions is one of the biggest challenge for orthopaed-
ics. After biomaterial implantation, which can stimulate bone
regeneration process to infection place, there is a huge risk
of exacerbation inflammatory process, because transplants
become excellent culture medium for bacteria growth. That
is why pharmaceutical companies start produce biomaterials
about osteoconductive properties which are connected with
antibiotics, for example with teikoplanin [3,7,10].

In accessible literature there are no informations about
using PRP and other osteocondactive biomaterials which
could own bactericidal and bacteriostatic properties. Pre-
sented results are preliminary report. CLSI method used to
estimate PRP antibacterial properties is popular technique
for estimation of sensitive strain on examined antibacterial
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Wyniki badan wskazuja, iz zel bogatoptytkowy ma dzia-
tanie bakteriobojcze w stosunku do Staphylococcus aureus.
Strefy zahamowania wzrostu miescity sie w granicach "wraz-
liwy" dla wiekszosci antybiotykéw stosowanych w leczeniu
zakazen tymi drobnoustrojami, co moze sugerowac tera-
peutyczne uzycie tego preparatu nawet w klinicznie rozpo-
znanych zakazeniach wywotanych przez szczepy Staphy-
lococcus aureus MSSA. Strefy zahamowania wzrostu dla
Escherichii coli byty na granicy "wrazliwy" i "Sredniowrazli-
wy". Nie zaobserwowano zadnego dziatania w stosunku do
Klebsiella pneumoniae, Enterococcus faecalis oraz Pseu-
domonas aeruginosa. Wydaje sie, iz w zakazeniach z udzia-
tem tych bakterii zel bogatoptytkowy nie powinien byc¢ sto-
sowany. W przypadku Pseudomonas aeruginosa widocz-
ny byt rozwaj kolonii tej bakterii na krazku nasgczonym ze-
lem bogatoptytkowym. Moze to sSwiadczy¢, ze zel bogato-
plytkowy jest pozywka dla tych bakterii.

Nie znamy mechanizméw antybakteryjnego dziatania
zelu bogatoptytkowego. StwierdziliSmy w nim znacznie pod-
wyzszony poziom laktoferyny, ktéry posrednio swiadczy o
liczbie neutrofi. Ponadto zaobserwowalismy, iz liczba leu-
kocytéw w preparacie byta srednio 7,1 razy wyzsza niz w
krwi obwodowej [3]. By¢ moze za dziatanie przeciwbakte-
ryjne zelu bogatoptytkowego odpowiedzialne sg leukocyty.
Potwierdzenie tej tezy wymaga dalszych badan.

Zastosowanie wyzej wymienionego biomateriatu, ktéry
posiada wtasciwosci bakteriostatyczne i bakteriobdjcze
moze stac sie przetomem w leczeniu infekcji tkanek miek-
kich i ran pourazowych nie tylko w ortopedii, ale rowniez na
oddziatach chirurgii ogélnej, naczyniowej, szczekowo-twa-
rzowej, plastycznej oraz torakochirurgii i neurochirurgii. Na-
szym zdaniem ten kierunek badan rokuje duze nadzieje i
powinien by¢ kontynuowany.

Whioski

1. Zel bogatoptytkowy wykazuje dziatanie bakteriobdjcze w
stosunku do Staphylococcus aureus oraz Escherichia coli.
2. Strefy zahamowania wzrostu dla Staphylococcus aureus
MSSA mieszczg sie w granicach "wrazliwy" dla wiekszosci
antybiotykéw stosowanych w leczeniu zakazen tymi drob-
noustrojami.

3. Zel bogatoptytkowy nie wykazuje dziatania antybakteryj-
nego w stosunku do Klebsiella pneumonice, Enterococcus
faecalis oraz Pseudomonas aeruginosa.
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specimens (antibiotics and chemioterapeutics) in which
occurs substances diffusion from filter paper disc vehicle
on which bacterial suspension about defined density was
put. Sensitivity measure of examined strain is size of diam-
eter restrain zone around disc which is saturate by exam-
ined substance or/and with specimen.

Results point on the fact that PRP has antibacterial ac-
tivity towards Staphylococcus aureus. Growth restrain zones
were contained in "sensitivity" for most antibiotics which were
used in treatment of these bacterial infections, what can
suggest therapeutic using this specimen even in clinical
recognized infections caused by Staphylococcus aureus
strain MSSA. Growth restrain zones for Escherichia coli were
on limit "sensitivity" and "middle sensitivity". Activity towards
Klebsiella pneumoniae was not observed. It seems that in
infections with participations of these bacteria PRP should
not be used. In case of Pseudomonas aeruginosa develop-
ment of this bacterial colony on disc with PRP was visible. It
can testify that platelet gel can be culture medium for these
bacteria. We do not know mechanisms of antibacterial ac-
tivity PRP. We ascertained in it considerably elevated level
of lactoferin, which indirectly testifies about number of
neutrophiles. We also have observed that number of
leukocytes in specimen was average 7,1 higher than in pe-
ripheral blood. Perhaps leukocytes are responsible for anti-
bacterial function of PRP [3]. It demands more experiments.
Using this biomaterial which own bactericidal and bacterio-
static properties can become a breakthrough in treatment
tissue infections and posttraumatic wounds not only in or-
thopaedics but also surgery vascular, thoracic surgery max-
illofacial surgery, plastics surgery and neurosurgery words.
In our opinion this course of experiments should be contin-
ued.

Conclusions

1. Platelet gel acts bactericidal on Staphylococcus aureus
and Escherichia coli.

2. Growth inhibition zones for Staphylococcus aureus MSSA
are on limit "sensitivity" for most antibiotics which are used
in treatment infections caused by these bacteria.

3. Platelet-rich plasma does not act antibacterial on Kleb-
siella pneumoniae, Enterococcus faecalis and Pseu-
domonas aeruginosa.
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