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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 Ti6AI4V 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 podporena grantem AZV ¢. 15-27726A.
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Infekce kloubni nahrady (IKN) patii pro obtiZnou
1écbu, nejisty vysledek i vysoké naklady spojené s terapii
k nejproblemati¢téjsim kapitolam ortopedie. IKN miiZzeme
definovat jako replikaci bakterii, ktera probiha na povrchu
implantatu nebo v jeho okoli (11). Pfitomnost bakterii
provokuje lokélni ¢i celkovou reakci organismu razné
intenzity, pricemz dochazi k poskozovani tkani hostitele.
Vyznamnou ulohu v patogenezi IKN sehrava implantét
(4). At jej vloZime do kteréhokoli kompartmentu (kost,
s vys§i pravdépodobnosti kolonizace bakteriemi. Jed-
nim z divodu je skutecnost, Ze povrch materidlu slouzi
jako optimalni ,,vazebné* misto, kde dochazi ke snad-
né adhezi mikroorganismu (2). DalSim divodem je, Ze
implantat pasobi jako velké cizi téleso, které tlumi
lokélni imunitni odpovéd v okolnich tkanich (5, 13),
a tim znesnadiiuje eradikaci bakterii pfirozenou cestou.
Zéakladni strategie bakteridlniho pfeZziti je spojena
s tvorbou biofilmu. Ten umoziiuje bakteriim kolonizovat
umélé implantaty, pfiCemZ bakterie v biofilmu maji
vyssi rezistenci k antimikrobidlni 1é¢bé a odolavaji efek-
tivn€ obrannym mechanismim hostitele (6).

Proto se vénuje velka pozornost antibakteridlnim vlast-
nostem — dpravam — protetickych povrcht. Na toto téma
bylo v posledni dobé napsano nékolik prehledovych
¢lankd, které popisuji fadu potencidlné slibnych tech-
nologii, vhodnych k pfenosu do klinické praxe (8, 10).
Tam se vSak zatim prosadily pouze galvanicky postiibrené
povrchy, které se navic ani nevyrabi sériové, ale prevazné
na zakdzku v tumordznich indikacich (15, 22). Prekazky
translacniho vyzkumu, resp. ndsledné implementace do
praxe podrobné popisuje Moriarty a spol. (17). Vyuziti
implantétl s antibakteridlnimi a antiadhezivnimi povrchy
by mohlo sniZit riziko vzniku IKN v praxi, proto se
vyvoji t€chto povrchil vénuje velka pozornost.

Cilem naSeho sdéleni je informovat o modifikaci
povrchu kovovych materialQ, z nichz se vyrabi kloubni
nahrady, pomoci nanotrubic a nanocéstic stiibra a o tes-
tovani jejich antibakteridlnich, antiadhezivnich a cyto-
toxickych vlastnosti.

MATERIAL A METODIKA

Vyroba testovacich terciku

Testovany byly materidly ze skupiny titanovych slitin,
konkrétné Ti6Al4V ELI (ISO 5832-3). Jednoznacnou
vyhodou této slitiny je moZnost nanostrukturovat jeji
povrch bez nutnosti predipravy povrchu. Pro testovani
vybranych materiald byl zvolen rozmér vzorkil o priméru
15,0 mm a tloustce 2,5 mm s jemné soustruZenym po-
vrchem (drsnost Ra v rozmezi 0,2-0,8 um). Drsnost po-
vrchu odpovidé findlni Gpravé implantitl v mistech,
kde nedochézi k artikulaci povrchu.

Tvorba nanostruktur
Povrch ter¢iku jsme nejprve mechanicky brousili do
drsnosti metalografického papiru P2500 a nésledné
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¢istili v ultrazvuku etanolem a destilovanou vodou. Na-
nostrukturovani probihalo v teflonové cele s pomocnymi
grafitovymi elektrodami, jako referencni jsme pouzili
chloridostfibrnou elektrodu (3 mol/l KCI). Elektrolyt
obsahoval 1 mol/l siranu amonného a 0,2 % fluoridu
amonného. Pfi méfenich jsme pouZili Potenciostat-Gal-
vanostat Jaissle IMP 88 PC-200V s fidici jednotkou
PGU-AUTO Extern. Nanostruktury jsme vytvareli pfi
rychlosti polarizace 100 mV/s na konecny potencial
20 V nebo 30 V. Po skonceni expozice jsme vzorky
Cistili v ultrazvukové 14zni destilovanou vodou a nésled-
n& 70% etanolem. CiSténi probihalo tak, aby doglo k ma-
ximalnimu vymyti zbytka elektrolytu z nanostruktury.
Findlné jsme vzorky susili acetonem. Stav nanostruktur
jsme statisticky kontrolovali elektronovym mikroskopem.
Urc¢ili jsme distribuci primért nanotrubicek a tloustku
vrstvy. Slozeni nanostruktur jsme kontrolovali jak
fotoelektronovou spektroskopii (XPS), tak elektronové
disperznim spektrometrem (EDS).

Nanaseni nanoéastic stribra

Pro syntézu nanostrukturni vrstvy stfibra jsme pouZili
dusi¢nan stfibrny, amoniak (28% vodny roztok) a reduk¢éni
¢inidlo (gluk6zu). VSechny chemikalie byly zakoupeny
od firmy Sigma Aldrich a byly pouZity bez dalSiho
¢isténi. Pro pripravu vSech vodnych roztoki jsme pouZili
deionizovanou vodu.

Vrstvy stfibra na titanovych discich jsme pfipravili
pomoci ultrazvukového zatizeni Q700 se standardni ti-
tanovou sondou 4220 (QSonica LLC, USA). Strukturu
a morfologii nanesenych vrstev nanocéstic stfibra na
discich jsme charakterizovali pomoci skenovaciho elekt-
ronového mikroskopu Hitachi SU6600 (Hitachi, Japon-
sko). Kvantifikaci stfibra na povrchu disku jsme prova-
déli rozkladem pfipravené nanovrstvy stiibra na mokré
cesté v kyseliné dusi¢né (findlni koncentrace 6,5 %;
Analpure, Analytika Ltd., Czech Republic) a naslednym
meéfenim koncentraci metodou atomové absorpcni spek-
trometrie s plamenovou ionizaci (AAS-FA) na pfistroji
ContrAA 300 (Analytik Jena AG, Némecko) s dvojitym
monochromatorem Echelle s vysokym rozliSenim (spek-
tralni $itka pasma 2 pm pii 200 nm) a zdrojem kontinu-
alniho zafeni (xenonova lampa). Absorpcni linie pouzita
pro tyto analyzy byla 328,0683 nm.

Vrstvy nanocéstic stfibra jsme deponovali pomoci so-
nochemické redukcni metody na titanové slitiny typu
Ti6AI4V s leSténym povrchem a slitiny typu Ti6Al4V
modifikované nanostrukturou TiO». Pfed depozici jsme
titanové disky Ti6Al4V bez nanostruktury TiO> duklad-
né vycistili detergentem a omyli deionizovanou vodou.
Disky opatiené TiO2 nanostrukturou jsme pfed nanaSe-
nim nanovrstvy omyli destilovanou vodou. OCcisténé
disky jsme opatrné upevnili vertikdlné do plastové ka-
dinky a nésledné ptidali roztoky reak¢nich latek. Findlni
postup byl nésledujici: k 1 ml roztoku dusi¢nanu stiibrného
o koncentraci 0,25 mol/l jsme ptidali 22,7 ml deionizované
vody a 1 ml reduk¢ni l1atky o koncentraci 0,25 mol/l. Po
smichéni jsme do reakéni smési ponofili hrot sonikatoru.
Hodnota amplitudy sonikdtoru byla 30 %, Cas sonikace
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byl 5 min. Nékolik sekund po startu sonikace jsme do
kadinky s reakéni smési rychle vstiikli 0,3 ml roztoku
amoniaku (2,5%). Po ukonceni sonikace jsme disky vy-
jmuli, oplachli v deionizované vod€ a susili volné na
vzduchu. Poté jsme disky jednotlivé balili a odeslali
k dal§imu zpracovani. Kvantifikaci obsahu stiibra v de-
ponovanych vrstvach jsme provedli metodou AAS.

Testované vzorky
K testovani antibakteridlnich, antiadhezivnich a cyto-
toxickych vlastnosti jsme pouZili nésledujici povrchy
a jejich upravy:
1) nemodifikovany, lestény Ti6AI4V,
2) leStény Ti6AI4V s vrstvou nanocastic stifbra nanesenych
sonoredukci glukézou,
3) Ti6Al4V modifikovany nanotrubickami 20V,
4) Ti6Al4V modifikovany nanotrubickami 20 V s vrstvou
nanocastic stiibra nanesenych sonoredukci glukézou.

Testovani antibakterialni aktivity, véetné
zabrany tvorby biofilmu

Studium antibakteridlni aktivity a zabrany tvorby bio-
filmu probihalo za statickych podminek na povrchu
1 cm? testovanych materiald sterilizovanych autoklavo-
vanim. Ke stanoveni jsme pouzivali referencni bakteridlni
kmeny Staphylococcus epidermidis CCM 7221 (kontrolni
kmen pro detekci biofilmu a ica operonu), Staphylococcus
aureus MRSA 4591, Enterococcus faecalis CCM 4224
a Escherichia coli CCM 3954.

Stanoveni antibakteridlni aktivity

Postup stanoveni antibakteridlni aktivity jsme modifi-
kovali podle ISO 22 196 Measurement of antibacterial
activity on plastics and other non-porous surfaces. Pro
stanoveni antibakteridlni aktivity jsme pouzili fedéné
kultiva¢ni médium (MH bujén, Himedia), které neumoz-
fluje mnoZeni bakterii, ale pouze jejich preZiti. Na povrch
diskli jsme inokulovali pfisluSnou bakteridlni suspenzi
o hustoté inokula 10°° CFU/ml. Po 24-, 48- a 72hodinové
inkubaci pti 37 °C ve vlhké komote jsme disky oplachli
fyziologickym roztokem, ve kterém jsme mnoZstvi pre-
Ziv§ich bakterii stanovili kultivacné a prepocetli na pocet
CFU/cm? po 24, 48 a 72 hodinéch pusobeni.

Testovdni antiadhezivnich viastnosti

Zabranu tvorby biofilmu jsme testovali vyuZitim Chris-
tensenovy metody. Pouzité kultivaéni médium (BHI
bujén + glukéza, Himedia) umoZnilo mnoZeni bakterii
a tvorbu extracelularnich polysacharidovych substanci
dilezitych pro tvorbu bakteridlniho biofilmu. Na povrchy
diskll jsme inokulovali bakteridlni suspenzi o hustoté
inokula 10°° CFU/ml. Po 24- a 72hodinové inkubaci pii
37 °C ve vlhké komore jsme z diskii dikladnym oplachem
vodou odstranili volné neadherované bakterie. Vytvoreny
bakteridlni biofilm jsme k povrchu disku fixovali meta-
nolem a nabarvili krystalovou violeti. Po rozpus§téni na-
vazaného barviva kyselinou octovou jsme stanovili in-
tenzitu zbarveni zméfenim optické denzity pfi 570 nm.
Cut off hodnotu jsme stanovili jako optickou denzitu
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Tab. 1. Kvantifikace produkce biofilmu

Hodnoceni Produkce biofilmu | Kritéria

Negativni - 0D < Cut off

Slabé pozitivni + Cut off < OD < 2 x Cut off
Pozitivni ++ 2 x Cut off< 0D < 4 x Cut off
Silné pozitivni 4+ 0D > 4 x Cut off

Legenda: OD — opticka denzita

(OD) negativni kontroly + 3x smérodatnou odchylku
4 méfeni. Jako negativni kontrolu jsme pouZili tercik
daného materialu inokulovany pouze kultivacnim médiem
bez bakterii. Kontrolni vzorek bez antibakteridlni a an-
tibiofilmové aktivity predstavoval povrch polystyrenu.

Kvantifikaci produkce biofilmu jsme provedli podle
kritérii uvedenych v tabulce 1.

Stanoveni biokompatibility

Biokompatibilitu titanovych ter¢ikd, jejichZz povrch
jsme upravili pomoci nanotrubic a nanocastic stiibra,
jsme hodnotili testem extraktu dle normy CSN EN ISO
10993-5. K hodnoceni jsme pouZili bunécnou linii
mysich fibroblastti 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), fetdlniho teleciho séra (5 %) a bo-
vinniho séra (5 %).

Princip a metoda stanoveni

Bunky se v kultufe neustéle déli a mnozi. Cytotoxicka
latka naruSuje tento proces, coz vede ke sniZeni poctu
zivych bunék narostlych v kulture. K presnému zjisténi
mnoZzstvi Zivych bunék v kulture se pouziva fotometricka
metoda (MTT test), zavedena standardné k hodnoceni
bunécné proliferace, Zivotnosti a cytotoxicity (Sieuwerts,
1995). MTT test je zaloZen na schopnosti Zivych bunék
redukovat tetrazoliové soli na barevné formazanové pro-
dukty. MnoZstvi vytvoreného barviva stanovené foto-
metricky pfi vlnové délce 570 nm a vyjadrené absorbanci
je umérné metabolické aktivité a poctu bunék v analy-
zovaném vzorku.

Priprava extraktii a provedeni testu

Testované materidly (3 cm?’ml DMEM se sérem) se
extrahovaly v Thermomixeru Comfort (24 hodin, 37 °C,
400 otacek/min). Abychom zabranili otéru vzorki o sebe
nebo o stény extrakéni nddoby, umistili jsme kazdy kus
vzorku zvlast do jamky 24jamkové kultivacni desky
a prevrstvili DMEM se sérem. Po extrakci jsme DMEM
se sérem (100% extrakt) z nékolika jamek pfepipetovali
do jedné zkumavky a pfipravili extrakty o koncentraci
50 %, 25 % a 10 %, které jsme aplikovali na buiiky. Po
inkubaci (24 hodin, 37 °C, 5% CO3) jsme butiky oplachli
sterilnim fosfatovym pufrem (PBS) a poté jsme apliko-
vali 100 pl cerstvého DMEM bez séra a 10 pl 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 odséli a do
jamek aplikovali 200 pl dimethylsulfoxidu (DMSO)
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s 1% amoniakem. Po protfepani jsme méfili absorbanci
pfi 570 nm. Jako negativni kontrolu jsme pouZili extrakt
polystyrenu a jako kontrolu pozitivni 1% Triton X100.

Vyhodnoceni

Stupen cytotoxicity jsme hodnotili na zaklad€ Zivotnosti
bunék, kterou jsme vypocitali z primérnych hodnot ab-
sorbance (A) naméfenych pro vzorek a kontrolu bunék
(buniky v nepfitomnosti vzorku) po odecteni A blanku
(alkalizovany DMSO):

o o 22 5]
prumerszorek — prumer Aneg. kontrola

Zivotnost bunck (%) = x 100

primer Ao punek — Primer Aneg. kontrola

Cim niZ§i je hodnota Zivotnosti bunék (%), tim vyssi
je cytotoxicky potencial zkouSeného materidlu. Jestlize
Zivotnost bun€k zkouSeného materidlu poklesne pod
70 % zZivotnosti negativni kontroly, je latka potencidlné
cytotoxicka.
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VYSLEDKY

Charakterizace nanostruktur

Anodickou oxidaci jsme pfipravili povrchy pokryté
tubuldrni nanostrukturou. Kromé ni je mozné pozorovat
na povrchu vyleptané mikrometrové oblasti, které od-
povidaji beta fazi v mikrostruktufe slitiny Ti6Al4V
(obr. 1). Tato faze obsahuje vySS§i koncentraci vanadu
a je za podminek nanostrukturovani méné korozné
odolna. Plocha po vyleptané beta fazi zabird cca 11 %
povrchu a je nezavisla na podminkach nanostrukturovani.
Stav nanostruktur a histogramy primérd nanotrubek
pro jednotlivé experimentalni podminky, respektive hod-
noty findlniho potencidlu, uvddime na obrdzku 1. Z vy-
sledkii je patrné, Ze s rostoucim potencidlem roste
primér nanotrubek a zaroven se zvySuje rozpéti praimeéri.
Tloustka vrstvy nanostruktury se pohybovala od 500 nm
pro potencidl 20 V aZ po cca 700 nm pro 30 V.

® OE W W W W W W
prmade {nm

20V

30V

Obr. 1. Nanostrukturovany povrch slitiny Ti6AI4V ELI a histogramy vnitinich priimérit nanotrubicek (konecny potencidl

20V a30V).
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Charakterizace nanocastic stfibra

Za pouZiti sonochemické redukéni metody byly tspésné
pfipraveny nanostrukturni vrstvy astic stfibra na obou
typech pouzitych slitin, tedy na leSténé slitiné Ti6Al4V
a na slitin¢ modifikované nanostrukturou TiO2 o mensim
priméru nanotrubic (ptipravené pti kone¢ném potencidlu
20 V), cozZ je patrné na snimcich z elektronového mikro-
skopu (obr. 2 a 3). Velikost ¢astic stfibra deponovanych
na povrchu obou titanovych diskll se pohybovala v rozmezi
od 50 do 150 nm. Nicméné lepSich charakteristik dosa-
hovala vrstva ¢astic stifbra deponovana na povrchu na-
notrubic TiO2, jak je patrné pti porovnani obrazku 2 a 3.
Soucasné jsme také metodou AAS stanovili vyssi obsah
stifbra v pfipadé depozice na povrchu nanotrubic TiO>
pfi porovndni s obsahem stfibra ve vrstvé na leSténém
disku bez nanostruktury (tab. 2). Slitiny opatiené na po-
vrchu nanostrukturou TiO2 se tedy jevi jako vhodnéjsi
pro depozici nanocastic stiibra.

Antibakterialni aktivita

Testované materialy s vrstvou nanocastic stiibra vy-
kazovaly po 24 hodinach ptsobeni vysokou antibakteridlni
aktivitu proti vSem testovanym bakteridlnim kmentim
(graf 1). Po 48hodinovém pilisobeni byla antibakterialni
aktivita srovnatelna s vysledky po 24hodinovém pisobent,
pouze vzorek (A) s vrstvou nanostiibra ztratil aktivitu
proti Staphylococcus aureus MRSA a Enterococcus fae-
calis, ale zastal aktivni proti Staphylococcus epidermidis
a Escherichia coli (graf 2). Po 72hodinovém pusobeni
si vysokou antibakteridlni aktivitu proti vSem kmenim
zachoval pouze vzorek F (kombinace nanotrubic a na-
nocastic stfibra). Vzorek A si zachoval aktivitu proti
Escherichia coli (graf 3).

Obr. 3. Nanocdstice stribra na povrchu disku Ti6Al4V modifikovaného nanostrukturou
TiO;, pro 20 V.
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Tab. 2. MnoZstvi stfibra (ug) na horni ploSe disku stanovené
metodou AAS

Mnozstvi Ag (ug)
kontrola SONO Ag
LeStény Ti6AI4V 0 176,45
Ti6AI4V s Ti02 nanostrukturou 0 363,65

Legenda: AAS — atomovd absorbéni spektrometrie

Tab. 3. Biokompatibilita titanovych terciki upravenych pomoci
nanotrubic a nanocdstic stfibra

Redéni Ter&iky
vzorku Zivotnost bunék (%)
1 2 3 4
(100%) 76226 [730+113 | 70,3+282 | 82,8+19,0
1:1 (50%) 81524 | 775+24 | 756+193 | 83,3 +121
1:3 (25%) 81719 | 794+07 86,5+6,7 | 90,750
1:9 (10%) 845+38 | 86,720 86,3 5,1 90,1 +3,8

Legenda: Druhy ter¢iki: 1) nemodifikovany, leStény TiBAI4V, 2) leStény
Ti6AI4V s vrstvou nanocastic stiibra nanesenych sonoredukci glukézou,
3) Ti6AI4V modifikovany nanotrubi¢kami 20 V, 4) Ti6Al4V modifikovany na-
notrubiCkami 20 V s vrstvou nanoc€astic stfibra nanesenych sonoredukci
glukézou

Zabrana tvorby biofilmu

Bakterialni biofilm se v nizké kvantité tvofil na vSech
testovanych materidlech, véetné povrchu s prokdzanou
antibakteridlni aktivitou. Po 24 hodinach se biofilm
tvoril v nizsi kvantit€ na vzorcich H (samotna nano-
struktura) a F (nanostruktura a nanocastice), (graf 4).

O néco nizsi antibiofilmovy efekt jsme pozorovali pfi
hodnoceni po 72 hodinéch (graf 5).

Hodnoceni biokompatibility

Pfi hodnoceni biokompatibility
titanovych tercikd jsme pouZili bu-
nécnou linii mysich fibroblast Balb/c
3T3 jako standardni model pouZivany
pro akreditované zkousky pfi testo-
vani prostfedkll zdravotnické tech-
niky. Z vysledki, které uvadime v ta-
bulce 3, vyplyva, Ze terCiky modifi-
kované vrstvou nanocastic stiibra
nebo nanotrubi¢kami sniZuji Zivotnost
bunék, avsak toto sniZeni se pohybuje
v rozmezi do 30 % negativni kontroly.
Podle normy CSN EN ISO 10993-5,
ktera uvadi, Ze snizeni Zivotnosti
bunék o vice nez 30 % je povazovano
za cytotoxicky ucinek, miiZzeme tyto
vzorky jednozna¢né hodnotit jako
necytotoxické.

DISKUSE

Vyvinuli jsme specificky postup
nanaseni ¢astic nanostiibra na kovové
biomateridly, z nichZ se vyrabi kloub-

ni ndhrady. NaSe studie prokézala
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velmi silné antibakteridlni chovani
vrstev nanostiibra, trvajici nékolik
dnt. Vyborné antibakteridlni piso-
beni vykazuji i povrchy s titanovymi
nanotrubicemi, resp. kombinace obou
povrchovych uprav. Co se tyce anti-
biofilmovych vlastnosti, mizeme
dolozit niz8i kvantitu biofilmu na
materidlech s modifikovanymi po-
vrchy ve srovnani s kontrolou. Nej-
silng&j$i pisobeni proti biofilmu vy-
kazovala kombinace nanotrubic s na-
nostiibrem.

Pti testovani biokompatibility ma-
teridld jsme zjistili, Ze povrchy mo-
difikované vrstvami nanostfibra i ti-
tanovymi nanotrubicemi sice sniZuji
zivotnost bunék, ale toto snizeni Zi-
votnosti se pohybuje v rozmezi do
30 % negativni kontroly a dle normy
CSN EN ISO 10993-5 lze tedy tyto
materidly jednozna¢né hodnotit jako
necytotoxické. Kombinace nanotrubic
s nanocasticemi stfibra vykazovala
nejsilnéjsi ptisobeni proti biofilmu
a soucasné nejvyssi biokompatibilitu.

V klinické praxi stile postradame
implantaty se zvySenou antibakterial-
ni/antibiofilmovou funkcionalitou.
Pres dlouholeté pouZivini modernich
preventivnich strategii se infekce
kloubni néhrady stale drZzi na Spici
¢asnych pooperacnich komplikaci.
V ramci inovaci se velké nadéje
vkladaji do synergického plisobeni
profylaktického poddvéni antibiotik
s lokdlné pusobici antibakteridlni
funkcionalitou (12). V literatufe byla
popsana fada povrchovych uprav
biomateriali pouZivanych k vyrobé
kloubnich nahrad (1). Do Sirokého
klinického pouZivani se vSak vétSina
navrZzenych a preklinicky otestova-
nych tprav nedostala. Vyjimku pred-
stavuji implantaty s povrchovou
vrstvou iontl stfibra nanaSenou elek-
trogalvanickym postupem. Stfibro
ma velmi silné antibakteridlni Gcinky,
prvni klinické studie s iontovym
sttibrem dokladaji uZiteCnost této
technologie v prevenci infekce kloub-
nich nahrad v nadorové indikaci (22,
26). Podstatné je i to, Ze se neprokazal
pfimy ani nepiimy poskozujici efekt
postiibfeni implantitu. Podle jedné
recentni prace nedochdzi k vyznam-
néjSimu uvoliovani stfibra do okoli
endoprotézy ani systémove (21).

V této souvislosti je dilezitd otazka,
komu by mély byt antibakteridlni

PUVODNI PRACE
ORIGINAL PAPER

Graf 1. Antibakteridlni aktivita — pocet CFU/cm? izolovanych 7 povrchu testovanych
materidlil
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Legenda: Druhy ter¢ik: A (vrstva Ag nanocéstice, sonoredukce glukézou, Ti6AI4V); H (samotnd nano-
struktura 20 V, Ti6AI4V); F (vrstva Ag nanocastice, sonoredukce glukozou, 20 V Ti6AI4V)

Graf 2. Antibakteridlni aktivita — pocet CFU/cm? izolovanych 7 povrchu testovanych
materidlii
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Legenda: Druhy ter¢ikii: A (vrstva Ag nanocastice, sonoredukce glukdzou, TiBAI4V); H (samotna nano-
struktura 20 V, TiBAI4V); F (vrstva Ag nanoCastice, sonoredukce glukézou, 20 V Ti6AI4V)

Graf 3. Antibakteridlni aktivita — pocet CFU/cm? izolovanych z povrchu testovanych
materidlii
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Legenda: Druhy ter¢ikii: A (vrstva Ag nanocastice, sonoredukce glukdzou, TiBAI4V); H (samotna nano-
struktura 20 V, Ti6AI4V); F (vrstva Ag nanoCastice, sonoredukce glukézou, 20 V Ti6AI4V)
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Graf 4. Semikvantitativni hodnoceni produkce biofilmu
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nimi latkami, jako jsou antibiotika
(19) ¢i chitosan (16).

Klinici se nejcastéji obavaji argy-
rozy, kterd vznikd pii uvoliiovani

B 5 ppedermidis

.ol stfibra do okoli implantatu a mize

L mit 1 systémové projevy (25)."An1
naSe feSeni neznamena tplnou jisto-

B £ foronks

tu, Ze k argyroze (alespoit mirného
stupné) nedojde. Naproti tomu vétsi-

Legenda: Druhy ter&ik: A (vrstva Ag nano&astice, sonoredukce glukézou, Ti6AI4V); H (samotnd nano-
struktura 20 V, Ti6AI4V); F (vrstva Ag nanocastice, sonoredukce glukézou, 20 V Ti6AI4V)

Graf 5. Semikvantitativni hodnoceni produkce biofilmu

na studii publikujicich dlouhodobé
vysledky protéz s postiibfenym po-
vrchem systémové zndmky argyrozy
nezjistila (1, 21). Lokalni znamky
argyrdzy se studovaly i na zvifecim
modelu a nezjistilo se zdvazné uvol-

Biofilm 72 hod

A H F

=}

v istits bislimu
Pl
[=]

néni stiibra (14).

Nanotrubice titanu maji rovnéz
velmi dobry antibakteridlni efekt (3,
20). Ercan (7) antibakterialn€ testoval,

W S.epidermidi s vyuzitim bakterie Staphylococcus
® {.coli aureus, chovani nanostruktury vy-
o RARSA tvofené na tenkych foliich komer&né
P Cistého titanu (cpTi). Vysledky uka-

zaly, Ze vznikld nanostruktura po-
tlacila tvorbu biofilmu v porovnani

Legenda: Druhy terik: A (vrstva Ag nanogastice, sonoredukce glukézou, Ti6AI4V); H (samotné nano-
struktura 20 V, Ti6AI4V); F (vrstva Ag nanoCastice, sonoredukce glukézou, 20 V Ti6AI4V)

implantaty indikovdny. Na jedné strané jisté existuje
moznost plosného nasazeni bez ohledu na riziko vzniku
infekce kloubni nahrady (podobné jako profylaktické
podavani ATB ¢i prevence TEN). Tento pfistup by vSak
,,znehodnotil*“ preventivni uzitek antibakteridlnich im-
plantatd, protoZe u vétSiny pacientii bychom vlastné
nebyli schopni benefit prokdzat. Doslo by k prodrazeni
operaci a pfi plo$né indikaci lze oCekdvat i urcity pocet
komplikaci spojenych s lokdlnim, pfipadné systémovym
uvolnénim stiibra. Nelze ani vyloucit vznik rezistence
na antibakteridlni opatfeni (v tomto pfipadé€ na stiibro),
(18). Na protilehlé strané spektra lezi pouZiti téchto
protéz pouze u pacientl s vysokym rizikem infekce
kloubni ndhrady. Jako ptiklad se obvykle uvadi pacienti
s nddorovym onemocnénim (24), ostatni vhodni pacienti
by mohli byt identifikovani podle ,kalkulacky* rizika
infekce kloubni nahrady.

Co se tyCe zplsobu pfipravy vrstev nano¢dstic na po-
vrchu kovovych tercikli, vybrali jsme z 5 potencidlné
redlnych moZnosti sonochemickou metodu. Vyznacuje
se tvorbou relativné homogenni, dostate¢né silné a me-
chanicky odolné vrstvy nanocastic. Podobny postup byl
jiz diive publikovan (23). Predpoklada se, Ze se z takto
upraveného povrchu uvoliluji ionty Ag*, které plsobi
baktericidné a soucasné brani adhezi bakterii. Z pohledu
prevence vzniku biofilmu je diilezité urcit typ interakci,
do kterych vrstva tvofena nanocasticemi vstupuje s okol-
nimi proteiny (hydrofobni/hydrofilni sily). Diivodem je
obava o zachovéni ucinnosti vrstvy stfibra po navazani

s nanotechnologii neupravenymi
vzorky. Tento pozitivni efekt byl vy-
svétlen ptitomnosti fluoru ve vrstvé
nanotrubicek. Obdobnych vysledku
se dosahlo také na slitiné Ti6A14V, kde nanostrukturo-
vané povrchy vykazovaly vyssi baktericidnost nez vzorky
bez nanovrstvy (3). Publikovany byly prace obecné po-
rovnavajici vliv drsnosti povrchu na adherenci bakterii.
Z vysledki plyne, Ze nanohrubé, nanotexturované a na-
notubularni titanové povrchy nepotlacuji adhezi bakterii
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis
a Pseudomonas aeruginosa. Kontakt s nanopovrchem
vSak vede k likvidaci vys§iho poctu bakterii v porovnani
s konvenc¢né pfipravenymi vzorky (20). Nanostrukturo-
vané povrchy jsou velmi slibné i z hlediska podpory
proliferace kostnich bunék (9).

Limitace nasi studie

testovaciho protokolu, ktery je navic prevazné staticky
na rozdil od dynamické klinické situace, kdy vrstvy
prijdou opakované a dlouhodobé do kontaktu nejen
s kloubnim vypotkem ¢i tkailovou tekutinou, ale souc¢asné
budou zatéZovany tlakem rizné tuhého kloubniho
pouzdra, Slach ¢i svalil v zavislosti na konkrétni klinické
aplikaci. Tyto biomechanické a biochemické podminky
mohou indukovat nepopsané, a tudiZ neptedpokladané
poruchy vrstvy a rychlejsi odlouceni shlukii nanocéstic
stfibra. Naznaceny scénar by tak mohl ovlivnit lokalni
toxicitu materidlu. Antibakteridlni a antibiofilmové vlast-
nosti jsme testovali s vybranymi patogeny, tzn. vysledky
nelze aplikovat na vSechny bakterie potenciilné spousté-
jici infekci kloubni nahrady.
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ZAVER

V nasi studii prezentujeme origindlni postup pfi tvorbé

vrstvy nanocastic stifbra na kovovém substratu pouzivaném
pri vyrobé implantati. Tato vrstva vykazuje silné anti-
bakteridlni a stfedné silné antibiofilmové vlastnosti a 1ze
ji povaZzovat za biokompatibilni. Kombinaci s dalSimi
nekovovymi antibakteridlnimi substancemi lze do bu-
doucna snizit obsah nanocastic stiibra na povrchu testo-
vanych biomaterialil pfi zachovani antibakteridlni a zlep-
Seni antibiofilmové aktivity.
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