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ABSTRACT

PURPOSE OF THE STUDY
Nano-structuring and nano-silver have been extensively studied for improving the antibacterial ability of implants due to

their powerful antibacterial activity; however, there is no clinical application as yet. The aim of the study was to determine the
antibacterial, antiadhesive and cytotoxic features of Ti6Al4V modified with nano-texturing and silver nano-particles.

MATERIAL AND METHODS
The nanoparticles were applied on polished and nano-textured Ti6Al4V using sonoreduction. The surface topography,

roughness, friction coefficients, hardness and elastic modulus values for prepared top layers were established. The materials
were tested for antibacterial and antiadhesion activity using reference bacterial strains (Staphylococcus epidermidis 
CCM 7221, Staphylococcus aureus MRSA 4591, Enterococcus faecalis CCM 4224, Escherichia coli CCM 3954) and their
cytocompatibility.

RESULTS
A strong antibacterial activity of samples treated with nano-texture and/or silver nanoparticles compared to all the tested

bacterial strains at 24 hours was proven. This antibacterial activity was diminishing in relation to Staphylococcus aureus and
Enterococcus faecalis at 48 and 72 hours but remained very effective against Staphylococcus epidermidis and Escherichia
coli. We also demonstrated antibiofilm activity for samples treated with silver nanoparticles and nano-tubes in experiments
lasting 24 and 72 hours.

DISCUSSION
Our main findings are in agreement with those reported in recent literature. The implant surfaces treated with nano-texture

in combination with silver nanoparticles exhibit strong antibacterial and antibiofilm characteristics. Despite there is conclusive
evidence of strong antibacterial functioning, why these implant modifications have not been widely applied in clinical practice
remains a question. While many obstacles including legislative procedures required for clinical implementation are more or
less known, it should be clearly demonstrated that this surface modification does neither harm the patient nor interfere with
the long-term survivorship of the implants before their wide-range clinical application. 

CONCLUSIONS
Surface modification of Ti6Al4V with nano-texturing and silver nanoparticles resulted in strong antibacterial and modest

antibiofilm effects. Thus, our results confirmed the technological potential of nano-texturing and silver nanoparticles for the
improvement of antibacterial properties of implants.

Key words: prosthetic joint infection, anti-infective biomaterials, titanium alloy, silver nanoparticles, nanotubes, prevention
of infection.

Studie byla podpořena grantem AZV č. 15-27726A. 
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ÚVOD 

Infekce kloubní náhrady (IKN) patří pro obtížnou
léčbu, nejistý výsledek i vysoké náklady spojené s terapií
k nejproblematičtějším kapitolám ortopedie. IKN můžeme
definovat jako replikaci bakterií, která probíhá na povrchu
implantátu nebo v jeho okolí (11). Přítomnost bakterií
provokuje lokální či celkovou reakci organismu různé
intenzity, přičemž dochází k poškozování tkání hostitele.
Významnou úlohu v patogenezi IKN sehrává implantát
(4). Ať jej vložíme do kteréhokoli kompartmentu (kost,
kloub, krevní řečiště atd.), jeho přítomnost se vždy pojí
s vyšší pravděpodobností kolonizace bakteriemi. Jed -
ním z důvodů je skutečnost, že povrch materiálu slouží
jako optimální „vazebné“ místo, kde dochází ke snad-
né adhezi mikroorganismů (2). Dalším důvodem je, že
implantát působí jako velké cizí těleso, které tlumí
lokální imunitní odpověď v okolních tkáních (5, 13),
a tím znesnadňuje eradikaci bakterií přirozenou cestou.
Základní strategie bakteriálního přežití je spojena
s tvorbou biofilmu. Ten umožňuje bakteriím kolonizovat
umělé implantáty, přičemž bakterie v biofilmu mají
vyšší rezistenci k antimikrobiální léčbě a odolávají efek-
tivně obranným mechanismům hostitele (6).

Proto se věnuje velká pozornost antibakteriálním vlast-
nostem – úpravám – protetických povrchů. Na toto téma
bylo v poslední době napsáno několik přehledových
článků, které popisují řadu potenciálně slibných tech-
nologií, vhodných k přenosu do klinické praxe (8, 10).
Tam se však zatím prosadily pouze galvanicky postříbřené
povrchy, které se navíc ani nevyrábí sériově, ale převážně
na zakázku v tumorózních indikacích (15, 22). Překážky
translačního výzkumu, resp. následné implementace do
praxe podrobně popisuje Moriarty a spol. (17). Využití
implantátů s antibakteriálními a antiadhezivními povrchy
by mohlo snížit riziko vzniku IKN v praxi, proto se
vývoji těchto povrchů věnuje velká pozornost.

Cílem našeho sdělení je informovat o modifikaci
povrchu kovových materiálů, z nichž se vyrábí kloubní
náhrady, pomocí nanotrubic a nanočástic stříbra a o tes-
tování jejich antibakteriálních, antiadhezivních a cyto-
toxických vlastností. 

MATERIÁL A METODIKA

Výroba testovacích terčíků
Testovány byly materiály ze skupiny titanových slitin,

konkrétně Ti6Al4V ELI (ISO 5832-3). Jednoznačnou
výhodou této slitiny je možnost nanostrukturovat její
povrch bez nutnosti předúpravy povrchu. Pro testování
vybraných materiálů byl zvolen rozměr vzorků o průměru
15,0 mm a tloušťce 2,5 mm s jemně soustruženým po-
vrchem (drsnost Ra v rozmezí 0,2–0,8 μm). Drsnost po-
vrchu odpovídá finální úpravě implantátů v místech,
kde nedochází k artikulaci povrchu. 

Tvorba nanostruktur
Povrch terčíku jsme nejprve mechanicky brousili do

drsnosti metalografického papíru P2500 a následně

čistili v ultrazvuku etanolem a destilovanou vodou. Na-
nostrukturování probíhalo v teflonové cele s pomocnými
grafitovými elektrodami, jako referenční jsme použili
chloridostříbrnou elektrodu (3 mol/l KCl). Elektrolyt
obsahoval 1 mol/l síranu amonného a 0,2 % fluoridu
amonného. Při měřeních jsme použili Potenciostat-Gal-
vanostat Jaissle IMP 88 PC-200V s řídicí jednotkou
PGU-AUTO Extern. Nanostruktury jsme vytvářeli při
rychlosti polarizace 100 mV/s na konečný potenciál
20 V nebo 30 V. Po skončení expozice jsme vzorky
čistili v ultrazvukové lázni destilovanou vodou a násled -
ně 70% etanolem. Čištění probíhalo tak, aby došlo k ma-
ximálnímu vymytí zbytků elektrolytu z nanostruktury.
Finálně jsme vzorky sušili acetonem. Stav nanostruktur
jsme statisticky kontrolovali elektronovým mikroskopem.
Určili jsme distribuci průměrů nanotrubiček a tloušťku
vrstvy. Složení nanostruktur jsme kontrolovali jak
foto elektronovou spektroskopií (XPS), tak elektronově
disperzním spektrometrem (EDS).

Nanášení nanočástic stříbra
Pro syntézu nanostrukturní vrstvy stříbra jsme použili

dusičnan stříbrný, amoniak (28% vodný roztok) a redukční
činidlo (glukózu). Všechny chemikálie byly zakoupeny
od firmy Sigma Aldrich a byly použity bez dalšího
čištění. Pro přípravu všech vodných roztoků jsme použili
deionizovanou vodu. 

Vrstvy stříbra na titanových discích jsme připravili
pomocí ultrazvukového zařízení Q700 se standardní ti-
tanovou sondou 4220 (QSonica LLC, USA). Strukturu
a morfologii nanesených vrstev nanočástic stříbra na
discích jsme charakterizovali pomocí skenovacího elekt-
ronového mikroskopu Hitachi SU6600 (Hitachi, Japon-
sko). Kvantifikaci stříbra na povrchu disku jsme prová -
děli rozkladem připravené nanovrstvy stříbra na mokré
cestě v kyselině dusičné (finální koncentrace 6,5 %;
Analpure, Analytika Ltd., Czech Republic) a následným
měřením koncentrací metodou atomové absorpční spek-
trometrie s plamenovou ionizací (AAS-FA) na přístroji
ContrAA 300 (Analytik Jena AG, Německo) s dvojitým
monochromátorem Echelle s vysokým rozlišením (spek-
trální šířka pásma 2 pm při 200 nm) a zdrojem kontinu-
álního záření (xenonová lampa). Absorpční linie použitá
pro tyto analýzy byla 328,0683 nm.

Vrstvy nanočástic stříbra jsme deponovali pomocí so-
nochemické redukční metody na titanové slitiny typu
Ti6Al4V s leštěným povrchem a slitiny typu Ti6Al4V
modifikované nanostrukturou TiO2. Před depozicí jsme
titanové disky Ti6Al4V bez nanostruktury TiO2 důklad -
ně vyčistili detergentem a omyli deionizovanou vodou.
Disky opatřené TiO2 nanostrukturou jsme před nanáše -
ním nanovrstvy omyli destilovanou vodou. Očištěné
disky jsme opatrně upevnili vertikálně do plastové ká -
dinky a následně přidali roztoky reakčních látek. Finální
postup byl následující: k 1 ml roztoku dusičnanu stříbrného
o koncentraci 0,25 mol/l jsme přidali 22,7 ml deionizované
vody a 1 ml redukční látky o koncentraci 0,25 mol/l. Po
smíchání jsme do reakční směsi ponořili hrot sonikátoru.
Hodnota amplitudy sonikátoru byla 30 %, čas sonikace
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byl 5 min. Několik sekund po startu sonikace jsme do
kádinky s reakční směsí rychle vstříkli 0,3 ml roztoku
amoniaku (2,5%). Po ukončení sonikace jsme disky vy-
jmuli, opláchli v deionizované vodě a sušili volně na
vzduchu. Poté jsme disky jednotlivě balili a odeslali
k dalšímu zpracování. Kvantifikaci obsahu stříbra v de-
ponovaných vrstvách jsme provedli metodou AAS.

Testované vzorky
K testování antibakteriálních, antiadhezivních a cyto-

toxických vlastností jsme použili následující povrchy
a jejich úpravy: 
1) nemodifikovaný, leštěný Ti6Al4V, 
2) leštěný Ti6Al4V s vrstvou nanočástic stříbra nanesených

sonoredukcí glukózou, 
3) Ti6Al4V modifikovaný nanotrubičkami 20 V, 
4) Ti6Al4V modifikovaný nanotrubičkami 20 V s vrstvou

nanočástic stříbra nanesených sonoredukcí glukózou.

Testování antibakteriální aktivity, včetně
zábrany tvorby biofilmu

Studium antibakteriální aktivity a zábrany tvorby bio-
filmu probíhalo za statických podmínek na povrchu
1 cm2 testovaných materiálů sterilizovaných autoklávo-
váním. Ke stanovení jsme používali referenční bakteriální
kmeny Staphylococcus epidermidis CCM 7221 (kontrolní
kmen pro detekci biofilmu a ica operonu), Staphylococcus
aureus MRSA 4591, Enterococcus faecalis CCM 4224
a Escherichia coli CCM 3954.

Stanovení antibakteriální aktivity
Postup stanovení antibakteriální aktivity jsme modifi-

kovali podle ISO 22 196 Measurement of antibacterial
activity on plastics and other non-porous surfaces. Pro
stanovení antibakteriální aktivity jsme použili ředěné
kultivační médium (MH bujón, Himedia), které neumož-
ňuje množení bakterií, ale pouze jejich přežití. Na povrch
disků jsme inokulovali příslušnou bakteriální suspenzi
o hustotě inokula 105-6 CFU/ml. Po 24-, 48- a 72hodinové
inkubaci při 37 °C ve vlhké komoře jsme disky opláchli
fyziologickým roztokem, ve kterém jsme množství pře-
živších bakterií stanovili kultivačně a přepočetli na počet
CFU/cm2 po 24, 48 a 72 hodinách působení. 

Testování antiadhezivních vlastností 
Zábranu tvorby biofilmu jsme testovali využitím Chris-

tensenovy metody. Použité kultivační médium (BHI
bujón + glukóza, Himedia) umožnilo množení bakterií
a tvorbu extracelulárních polysacharidových substancí
důležitých pro tvorbu bakteriálního biofilmu. Na povrchy
disků jsme inokulovali bakteriální suspenzi o hustotě
inokula 105-6 CFU/ml. Po 24- a 72hodinové inkubaci při
37 °C ve vlhké komoře jsme z disků důkladným oplachem
vodou odstranili volné neadherované bakterie. Vytvořený
bakteriální biofilm jsme k povrchu disku fixovali meta-
nolem a nabarvili krystalovou violetí. Po rozpuštění na-
vázaného barviva kyselinou octovou jsme stanovili in-
tenzitu zbarvení změřením optické denzity při 570 nm.
Cut off hodnotu jsme stanovili jako optickou denzitu

(OD) negativní kontroly + 3x směrodatnou odchylku
4 měření. Jako negativní kontrolu jsme použili terčík
daného materiálu inokulovaný pouze kultivačním médiem
bez bakterií. Kontrolní vzorek bez antibakteriální a an-
tibiofilmové aktivity představoval povrch polystyrenu.

Kvantifikaci produkce biofilmu jsme provedli podle
kritérií uvedených v tabulce 1.

Stanovení biokompatibility
Biokompatibilitu titanových terčíků, jejichž povrch

jsme upravili pomocí nanotrubic a nanočástic stříbra,
jsme hodnotili testem extraktu dle normy ČSN EN ISO
10993-5. K hodnocení jsme použili buněčnou linii
myších fibroblastů Balb/c 3T3 (ECACC No. 86110401),
kterou jsme kultivovali v DMEM médiu s obsahem pe-
nicilinu (100 U/ml), L-glutaminu (2 mmol/l), strepto-
mycinu (100 mg/l), fetálního telecího séra (5 %) a bo-
vinního séra (5 %). 

Princip a metoda stanovení
Buňky se v kultuře neustále dělí a množí. Cytotoxická

látka narušuje tento proces, což vede ke snížení počtu
živých buněk narostlých v kultuře. K přesnému zjištění
množství živých buněk v kultuře se používá fotometrická
metoda (MTT test), zavedená standardně k hodnocení
buněčné proliferace, životnosti a cytotoxicity (Sieuwerts,
1995). MTT test je založen na schopnosti živých buněk
redukovat tetrazoliové soli na barevné formazanové pro-
dukty. Množství vytvořeného barviva stanovené foto-
metricky při vlnové délce 570 nm a vyjádřené absorbancí
je úměrné metabolické aktivitě a počtu buněk v analy-
zovaném vzorku. 

Příprava extraktů a provedení testu 
Testované materiály (3 cm2/ml DMEM se sérem) se

extrahovaly v Thermomixeru Comfort (24 hodin, 37 °C,
400 otáček/min). Abychom zabránili otěru vzorků o sebe
nebo o stěny extrakční nádoby, umístili jsme každý kus
vzorku zvlášť do jamky 24jamkové kultivační desky
a převrstvili DMEM se sérem. Po extrakci jsme DMEM
se sérem (100% extrakt) z několika jamek přepipetovali
do jedné zkumavky a připravili extrakty o koncentraci
50 %, 25 % a 10 %, které jsme aplikovali na buňky. Po
inkubaci (24 hodin, 37 °C, 5% CO2) jsme buňky opláchli
sterilním fosfátovým pufrem (PBS) a poté jsme apliko -
vali 100 μl čerstvého DMEM bez séra a 10 μl roztoku 
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bro-
midu (MTT; 5 mg/ml; PBS). Po inkubaci (3 hodiny,
37 °C; 5 % CO2) jsme médium s MTT odsáli a do
jamek aplikovali 200 μl dimethylsulfoxidu (DMSO)

Tab. 1. Kvantifikace produkce biofilmu

Hodnocení Produkce biofilmu Kritéria
Negativní - OD < Cut off

Slabě pozitivní + Cut off < OD < 2 x Cut off

Pozitivní ++ 2 x Cut off < OD < 4 x Cut off

Silně pozitivní +++ OD > 4 x Cut off

Legenda: OD – optická denzita
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VÝSLEDKY

Charakterizace nanostruktur
Anodickou oxidací jsme připravili povrchy pokryté

tubulární nanostrukturou. Kromě ní je možné pozorovat
na povrchu vyleptané mikrometrové oblasti, které od-
povídají beta fázi v mikrostruktuře slitiny Ti6Al4V
(obr. 1). Tato fáze obsahuje vyšší koncentraci vanadu
a je za podmínek nanostrukturování méně korozně
odolná. Plocha po vyleptané beta fázi zabírá cca 11 %
povrchu a je nezávislá na podmínkách nanostrukturování.
Stav nanostruktur a histogramy průměrů nanotrubek
pro jednotlivé experimentální podmínky, respektive hod-
noty finálního potenciálu, uvádíme na obrázku 1. Z vý-
sledků je patrné, že s rostoucím potenciálem roste
průměr nanotrubek a zároveň se zvyšuje rozpětí průměrů.
Tloušťka vrstvy nanostruktury se pohybovala od 500 nm
pro potenciál 20 V až po cca 700 nm pro 30 V.

Obr. 1. Nanostrukturovaný povrch slitiny Ti6Al4V ELI a histogramy vnitřních průměrů nanotrubiček (konečný potenciál 
20 V a 30 V).

20 V 30 V

s 1% amoniakem. Po protřepání jsme měřili absorbanci
při 570 nm. Jako negativní kontrolu jsme použili extrakt
polystyrenu a jako kontrolu pozitivní 1% Triton X100. 

Vyhodnocení
Stupeň cytotoxicity jsme hodnotili na základě životnosti

buněk, kterou jsme vypočítali z průměrných hodnot ab-
sorbance (A) naměřených pro vzorek a kontrolu buněk
(buňky v nepřítomnosti vzorku) po odečtení A blanku
(alkalizovaný DMSO):

Životnost buněk (%) =  
průměr Avzorek – průměr Aneg. kontrola

x 100
průměr Akontrola buněk – průměr Aneg. kontrola

Čím nižší je hodnota životnosti buněk (%), tím vyšší
je cytotoxický potenciál zkoušeného materiálu. Jestliže
životnost buněk zkoušeného materiálu poklesne pod
70 % životnosti negativní kontroly, je látka potenciálně
cytotoxická.
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Zábrana tvorby biofilmu 
Bakteriální biofilm se v nízké kvantitě tvořil na všech

testovaných materiálech, včetně povrchů s prokázanou
antibakteriální aktivitou. Po 24 hodinách se biofilm
tvořil v nižší kvantitě na vzorcích H (samotná nano-
struktura) a F (nanostruktura a nanočástice), (graf 4).
O něco nižší antibiofilmový efekt jsme pozorovali při
hodnocení po 72 hodinách (graf 5). 

Hodnocení biokompatibility
Při hodnocení biokompatibility 

titanových terčíků jsme použili bu-
něčnou linii myších fibroblastů Balb/c
3T3 jako standardní model používaný
pro akreditované zkoušky při testo-
vání prostředků zdravotnické tech-
niky. Z výsledků, které uvádíme v ta-
bulce 3, vyplývá, že terčíky modifi-
kované vrstvou nanočástic stříbra
nebo nanotrubičkami snižují životnost
buněk, avšak toto snížení se pohybuje
v rozmezí do 30 % negativní kontroly.
Podle normy ČSN EN ISO 10993-5,
která uvádí, že snížení životnosti 
buněk o více než 30 % je považováno
za cytotoxický účinek, můžeme tyto
vzorky jednoznačně hodnotit jako
necytotoxické. 

DISKUSE

Vyvinuli jsme specifický postup
nanášení částic nanostříbra na kovové
biomateriály, z nichž se vyrábí kloub-
ní náhrady. Naše studie prokázala

Charakterizace nanočástic stříbra
Za použití sonochemické redukční metody byly úspěšně

připraveny nanostrukturní vrstvy částic stříbra na obou
typech použitých slitin, tedy na leštěné slitině Ti6Al4V
a na slitině modifikované nanostrukturou TiO2 o menším
průměru nanotrubic (připravené při konečném potenciálu
20 V), což je patrné na snímcích z elektronového mikro-
skopu (obr. 2 a 3). Velikost částic stříbra deponovaných
na povrchu obou titanových disků se pohybovala v rozmezí
od 50 do 150 nm. Nicméně lepších charakteristik dosa-
hovala vrstva částic stříbra deponovaná na povrchu na-
notrubic TiO2, jak je patrné při porovnání obrázků 2 a 3.
Současně jsme také metodou AAS stanovili vyšší obsah
stříbra v případě depozice na povrchu nanotrubic TiO2
při porovnání s obsahem stříbra ve vrstvě na leštěném
disku bez nanostruktury (tab. 2). Slitiny opatřené na po-
vrchu nanostrukturou TiO2 se tedy jeví jako vhodnější
pro depozici nanočástic stříbra. 

Antibakteriální aktivita
Testované materiály s vrstvou nanočástic stříbra vy-

kazovaly po 24 hodinách působení vysokou antibakteriální
aktivitu proti všem testovaným bakteriálním kmenům
(graf 1). Po 48hodinovém působení byla antibakteriální
aktivita srovnatelná s výsledky po 24hodinovém působení,
pouze vzorek (A) s vrstvou nanostříbra ztratil aktivitu
proti Staphylococcus aureus MRSA a Enterococcus fae-
calis, ale zůstal aktivní proti Staphylococcus epidermidis
a Escherichia coli (graf 2). Po 72hodinovém působení
si vysokou antibakteriální aktivitu proti všem kmenům
zachoval pouze vzorek F (kombinace nanotrubic a na-
nočástic stříbra). Vzorek A si zachoval aktivitu proti 
Escherichia coli (graf 3).

Tab. 2. Množství stříbra (μg) na horní ploše disku stanovené
metodou AAS

Množství Ag (μg)
kontrola SONO Ag

Leštěný Ti6Al4V 0 176,45
Ti6Al4V s TiO2 nanostrukturou 0 363,65

Legenda: AAS – atomová absorbční spektrometrie

Obr. 3. Nanočástice stříbra na povrchu disku Ti6Al4V modifikovaného nanostrukturou
TiO2 pro 20 V.

Obr. 2. Nanočástice stříbra na povrchu leštěného Ti6Al4V disku.

Tab. 3. Biokompatibilita titanových terčíků upravených pomocí
nanotrubic a nanočástic stříbra

Ředění Terčíky
vzorku Životnost buněk (%)

1 2 3 4
(100%) 76,2 ± 2,6 73,0 ± 11,3 70,3 ± 28,2 82,8 ± 19,0

1:1 (50%) 81,5 ± 2,4 77,5 ± 2,4 75,6 ± 19,3 83,3 ± 12,1
1:3 (25%) 81,7 ± 1,9 79,4 ± 0,7 86,5 ± 6,7 90,7 ± 5,0
1:9 (10%) 84,5 ± 3,8 86,7 ± 2,0 86,3 ± 5,1 90,1 ± 3,8

Legenda: Druhy terčíků: 1) nemodifikovaný, leštěný Ti6Al4V, 2) leštěný
Ti6Al4V s vrstvou nanočástic stříbra nanesených sonoredukcí glukózou, 
3) Ti6Al4V modifikovaný nanotrubičkami 20 V, 4) Ti6Al4V modifikovaný na-
notrubičkami 20 V s vrstvou nanočástic stříbra nanesených sonoredukcí
glukózou
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velmi silné antibakteriální chování
vrstev nanostříbra, trvající několik
dnů. Výborné antibakteriální půso-
bení vykazují i povrchy s titanovými
nanotrubicemi, resp. kombinace obou
povrchových úprav. Co se týče anti-
biofilmových vlastností, můžeme
doložit nižší kvantitu biofilmu na
materiálech s modifikovanými po-
vrchy ve srovnání s kontrolou. Nej-
silnější působení proti biofilmu vy-
kazovala kombinace nanotrubic s na-
nostříbrem. 

Při testování biokompatibility ma-
teriálů jsme zjistili, že povrchy mo-
difikované vrstvami nanostříbra i ti-
tanovými nanotrubicemi sice snižují
životnost buněk, ale toto snížení ži-
votnosti se pohybuje v rozmezí do
30 % negativní kontroly a dle normy
ČSN EN ISO 10993-5 lze tedy tyto
materiály jednoznačně hodnotit jako
necytotoxické. Kombinace nanotrubic
s nanočásticemi stříbra vykazovala
nejsilnější působení proti biofilmu
a současně nejvyšší biokompatibilitu. 

V klinické praxi stále postrádáme
implantáty se zvýšenou antibakteriál -
ní/antibiofilmovou funkcionalitou.
Přes dlouholeté používání moderních
preventivních strategií se infekce
kloubní náhrady stále drží na špici
časných pooperačních komplikací.
V rámci inovací se velké naděje
vkládají do synergického působení
profylaktického podávání antibiotik
s lokálně působící antibakteriální
funkcionalitou (12). V literatuře byla
popsána řada povrchových úprav
biomateriálů používaných k výrobě
kloubních náhrad (1). Do širokého
klinického používání se však většina
navržených a preklinicky otestova-
ných úprav nedostala. Výjimku před-
stavují implantáty s povrchovou
vrstvou iontů stříbra nanášenou elek-
trogalvanickým postupem. Stříbro
má velmi silné antibakteriální účinky,
první klinické studie s iontovým
stříbrem dokládají užitečnost této
technologie v prevenci infekce kloub-
ních náhrad v nádorové indikaci (22,
26). Podstatné je i to, že se neprokázal
přímý ani nepřímý poškozující efekt
postříbření implantátu. Podle jedné
recentní práce nedochází k význam-
nějšímu uvolňování stříbra do okolí
endoprotézy ani systémově (21). 

V této souvislosti je důležitá otázka,
komu by měly být antibakteriální

Graf 2. Antibakteriální aktivita – počet CFU/cm2 izolovaných z povrchu testovaných
materiálů 

Legenda: Druhy terčíků: A (vrstva Ag nanočástice, sonoredukce glukózou, Ti6Al4V); H (samotná nano-
struktura 20 V, Ti6Al4V); F (vrstva Ag nanočástice, sonoredukce glukózou, 20 V Ti6Al4V)

Legenda: Druhy terčíků: A (vrstva Ag nanočástice, sonoredukce glukózou, Ti6Al4V); H (samotná nano-
struktura 20 V, Ti6Al4V); F (vrstva Ag nanočástice, sonoredukce glukózou, 20 V Ti6Al4V)

Graf 3. Antibakteriální aktivita – počet CFU/cm2 izolovaných z povrchu testovaných
materiálů 

48 hod

72 hod

Graf 1. Antibakteriální aktivita – počet CFU/cm2 izolovaných z povrchu testovaných
materiálů

Legenda: Druhy terčíků: A (vrstva Ag nanočástice, sonoredukce glukózou, Ti6Al4V); H (samotná nano-
struktura 20 V, Ti6Al4V); F (vrstva Ag nanočástice, sonoredukce glukózou, 20 V Ti6Al4V)

24 hod
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proteinů hostitele. Nanostříbro lze
kombinovat s dalšími antibakteriál-
ními látkami, jako jsou antibiotika
(19) či chitosan (16). 

Klinici se nejčastěji obávají argy-
rózy, která vzniká při uvolňování
stříbra do okolí implantátu a může
mít i systémové projevy (25). Ani
naše řešení neznamená úplnou jisto -
tu, že k argyróze (alespoň mírného
stupně) nedojde. Naproti tomu větši -
na studií publikujících dlouhodobé
výsledky protéz s postříbřeným po-
vrchem systémové známky argyrózy
nezjistila (1, 21). Lokální známky
argyrózy se studovaly i na zvířecím
modelu a nezjistilo se závažné uvol-
nění stříbra (14). 

Nanotrubice titanu mají rovněž
velmi dobrý antibakteriální efekt (3,
20). Ercan (7) antibakteriálně testoval,
s využitím bakterie Staphylococcus
aureus, chování nanostruktury vy-
tvořené na tenkých fóliích komerčně
čistého titanu (cpTi). Výsledky uká-
zaly, že vzniklá nanostruktura po-
tlačila tvorbu biofilmu v porovnání
s nanotechnologií neupravenými
vzorky. Tento pozitivní efekt byl vy-
světlen přítomností fluoru ve vrstvě
nanotrubiček. Obdobných výsledků

se dosáhlo také na slitině Ti6Al4V, kde nanostrukturo -
vané povrchy vykazovaly vyšší baktericidnost než vzorky
bez nanovrstvy (3). Publikovány byly práce obecně po-
rovnávající vliv drsnosti povrchu na adherenci bakterií.
Z výsledků plyne, že nanohrubé, nanotexturované a na-
notubulární titanové povrchy nepotlačují adhezi bakterií
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis
a Pseudomonas aeruginosa. Kontakt s nanopovrchem
však vede k likvidaci vyššího počtu bakterií v porovnání
s konvenčně připravenými vzorky (20). Nanostrukturo -
vané povrchy jsou velmi slibné i z hlediska podpory
proliferace kostních buněk (9). 

Limitace naší studie
Nejzávažnějším omezením studie je in vitro povaha

testovacího protokolu, který je navíc převážně statický
na rozdíl od dynamické klinické situace, kdy vrstvy
přijdou opakovaně a dlouhodobě do kontaktu nejen
s kloubním výpotkem či tkáňovou tekutinou, ale současně
budou zatěžovány tlakem různě tuhého kloubního
pouzdra, šlach či svalů v závislosti na konkrétní klinické
aplikaci. Tyto biomechanické a biochemické podmínky
mohou indukovat nepopsané, a tudíž nepředpokládané
po ruchy vrstvy a rychlejší odloučení shluků nanočástic
stříbra. Naznačený scénář by tak mohl ovlivnit lokální
toxicitu materiálu. Antibakteriální a antibiofilmové vlast-
nosti jsme testovali s vybranými patogeny, tzn. výsledky
nelze aplikovat na všechny bakterie potenciálně spouště -
jící infekci kloubní náhrady. 

implantáty indikovány. Na jedné straně jistě existuje
možnost plošného nasazení bez ohledu na riziko vzniku
infekce kloubní náhrady (podobně jako profylaktické
podávání ATB či prevence TEN). Tento přístup by však
„znehodnotil“ preventivní užitek antibakteriálních im -
plantátů, protože u většiny pacientů bychom vlastně
nebyli schopni benefit prokázat. Došlo by k prodražení
operací a při plošné indikaci lze očekávat i určitý počet
komplikací spojených s lokálním, případně systémovým
uvolněním stříbra. Nelze ani vyloučit vznik rezistence
na antibakteriální opatření (v tomto případě na stříbro),
(18). Na protilehlé straně spektra leží použití těchto
protéz pouze u pacientů s vysokým rizikem infekce
kloubní náhrady. Jako příklad se obvykle uvádí pacienti
s nádorovým onemocněním (24), ostatní vhodní pacienti
by mohli být identifikováni podle „kalkulačky“ rizika
infekce kloubní náhrady. 

Co se týče způsobu přípravy vrstev nanočástic na po-
vrchu kovových terčíků, vybrali jsme z 5 potenciálně
reálných možností sonochemickou metodu. Vyznačuje
se tvorbou relativně homogenní, dostatečně silné a me-
chanicky odolné vrstvy nanočástic. Podobný postup byl
již dříve publikován (23). Předpokládá se, že se z takto
upraveného povrchu uvolňují ionty Ag+, které působí
baktericidně a současně brání adhezi bakterií. Z pohledu
prevence vzniku biofilmu je důležité určit typ interakcí,
do kterých vrstva tvořená nanočásticemi vstupuje s okol-
ními proteiny (hydrofobní/hydrofilní síly). Důvodem je
obava o zachování účinnosti vrstvy stříbra po navázání

Graf 4. Semikvantitativní hodnocení produkce biofilmu

Legenda: Druhy terčíků: A (vrstva Ag nanočástice, sonoredukce glukózou, Ti6Al4V); H (samotná nano-
struktura 20 V, Ti6Al4V); F (vrstva Ag nanočástice, sonoredukce glukózou, 20 V Ti6Al4V)

Graf 5. Semikvantitativní hodnocení produkce biofilmu

Legenda: Druhy terčíků: A (vrstva Ag nanočástice, sonoredukce glukózou, Ti6Al4V); H (samotná nano-
struktura 20 V, Ti6Al4V); F (vrstva Ag nanočástice, sonoredukce glukózou, 20 V Ti6Al4V)

Biofilm 24 hod

Biofilm 72 hod
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ZÁVĚR

V naší studii prezentujeme originální postup při tvorbě
vrstvy nanočástic stříbra na kovovém substrátu používaném
při výrobě implantátů. Tato vrstva vykazuje silné anti-
bakteriální a středně silné antibiofilmové vlastnosti a lze
ji považovat za biokompatibilní. Kombinací s dalšími
nekovovými antibakteriálními substancemi lze do bu-
doucna snížit obsah nanočástic stříbra na povrchu testo-
vaných biomateriálů při zachování antibakteriální a zlep-
šení antibiofilmové aktivity. 
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