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Abstrakt

Bakalafskd prace je zaméiena na vyzkum a testovani vlastnosti antibakteridlni
nanovrstvy, urcené k pouziti na kovové retainery a zubni rovnatka. Hlavni ¢ast testovani

tvoii mikrobiologické testy.

Teoreticka ¢ast je zamefena na popis lidského chrupu a fyziologické zubni mikroflory,
dale jsou popsany zakladni ¢asti souCasné pouzivanych fixnich a snimacich
ortodontickych aparati. Je také zkouman soucasny stav ortodontickych aparati

s povrchovou tpravou, kterd by odolavala zubnimu biofilmu.

Experimentalni ¢ast se vénuje piipravé antibakteridlni nanovrstvy na bazi hybridniho
polymeru vzniklym reakci 3-(trimethoxysilyl)propyl methakrylatu (TMSPM)
s tetraethyl orthosilikdtem (TEOS) s ptidavkem rozpustnych soli stfibra, médi a zinku.
Antibakteridlni vrstva byla syntetizovdna metodou sol-gel a aplikovana metodou
dip-coating. Dale jsou zde popsany testy mechanické odolnosti a méfeni kontaktniho
uhlu smaceni.

Nejobsahlejsi celek experimentalni ¢asti tvoii popis mikrobiologickych testl s pouzitim
bakteridlnich kmenl Streptococcus salivarius, Streptococcus mutans, Actinomyces
odontolyticus, Lactobacillus acidophilus a Lactobacillus casei. Nejprve byly provedeny
pilotni testy k ureni chovani vrstvy vzhledem k jednotlivym bakteridlnim kmentm,
jejich smési a bakteriim fyziologického zubniho biofilmu a poté byla zkoumana

schopnost tvorby biofilmu jednotlivych bakterii.

Klicova slova
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Abstract

The main purpose of this bachelor thesis is to investigate the properties of antibacterial
nanolayer which is intended to use on metal retainers and dental braces. The main part

of the study consists of microbiological tests.

The theoretical part is focused on description of human denture and physiological dental
microflora, besides that the main parts of currently used retainers and fixed orthodontic
devices are described. Also the current status of orthodontic devices with surface

treatment which could resist dental biofilm is investigated.

The aim of the practical part is preparation of antibacterial nanolayer comprised of
hybrid polymer formed by reaction of 3-(trimethoxysilyl)propyl methacrylat (TMSPM)
and tetraethyl orthosilicate (TEOS) with the addition of soluble salts of silver, copper
and zinc. Antibacterial nanolayer was synthetized by sol-gel method and coating of the
nanolayer was made by using dip-coating method. Tests of mechanical properties and

contact angle measurement are also described.

The most extensive part is made of microbiological tests which deal with bacterial
strains Streptococcus salivarius, Streptococcus mutans, Actinomyces odontolyticus,
Lactobacillus acidophilus and Lactobacillus casei. First, pilot tests were made to
determine the behaviour of the layer relative to the individual bacterial strains, their
mixtures and the physiological dental biofilm bacteria. And then biofilm formation

capability of the individual bacteria was examined.
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Hybrid nanolayer, sol-gel, dental braces, antibacterial activity, biofilm
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1 UVOD

Zubni rovnatka uz jistou dobu nejsou povazovana za nevzhlednou ortodontickou
pomucku, za kterou by se vétSina pacienti musela stydét. Naopak dochazi
k ptizplisobeni potieb pacientii a stim spojeného komfortu noSeni. Z estetického
hlediska miizeme rovnatka rozd¢lit do n€kolika kategorii. K tém vice napadnym typtim
patii fixni kovova rovnatka a snimaci aparaty, které vSak pacient s nepftili§ zdvaznou
vadou mulize nosit pouze na noc. Pfijateln¢jSim feSenim z hlediska estetického jsou fixni
rovnatka tvofend keramickymi zamky, které maji bilou barvu, tudiz jsou v tstech mén¢
napadna nebo dokonce lingvalni rovnatka, kterd jsou lepena z vnitini strany zubii a tak

pro vnéjsiho pozorovatele neviditelna.

Co se tyce estetického hlediska, ma pacient velké moznosti vybéru. AvSak otdzka
zdravotnich komplikaci, které mohou nastat pifi noSeni ortodontickych aparati,
z ditvodi kumulace zubniho plaku na Spatné ptistupnych mistech rovnatek, neni stale
vyfeSena. Proto si tato bakalafska prace klade za cil prozkoumat antibakteridlni

vlastnosti nanovrstvy, ktera by byla vhodna pro uziti v ortodoncii.

Teoretick4 Cast bakalaiské prace se vénuje zakladnimu popisu lidského chrupu, vlivu
mikroflory na zdravi zubli a Gstni dutiny, pfehledem jednotlivych casti soucasné
pouzivanych kovovych retaineri a rovnatek v ortodoncii a také soucasnému stavu
kovovych retainerti a rovnatek s povrchovou upravou, ktera by odolavala zubnimu

biofilmu.

Experimentalni ¢ast se vénuje piipravé antibakteridlni vrstvy metodou sol-gel a jeji
nanaseni metodou dip-coating na podlozni skla a kovové desti¢ky, které jsou vyrobeny
z oceli slouzici pro vyrobu rovnatek; méfeni kontaktniho thlu smaceni; mechanické
odolnosti vrstvy a antibakteridlnim vlastnostem na vybranych bakteriich Streptococcus
salivarius, Streptococcus mutans, Actinomyces odontolyticus, Lactobacillus acidophilus
a Lactobacillus casei. V neposledni fad¢ byla pozornost vénovana studiu a testovani

biofilmu na upraveném materialu.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Lidsky chrup

Zuby jsou tvrdé tkané piipominajici kosti, vyvojové jsou vSak specializovanymi
derivaty ustni sliznice. Slouzi k rozméliiovani potravy a tvorbé fe¢i. Chrup clovéka je
heterodontni, zuby jsou tvarové i funkcéné specifické. Jednotlivé zuby se vyznacuji
morfologickymi rozdily, a to predev§im v utvaieni korunky a kotene. Lidsky chrup
tvofi dva zubni oblouky, horni zubni oblouk a dolni zubni oblouk. RozlisSujeme dvé¢

generace chrupu, zuby doc¢asné neboli mlécéné a zuby stale neboli trvalé. [1]

2.1.1 Zuby

Kazdy zub (Obrazek 1) se sklada ze tii zdkladnich ¢asti, z korunky, kr¢ku a kofene.
Kofen ukotveny v Celisti, plynule pfechazi v zubni kréek. Zubni kréek je zzena
prostiedni ¢ast zubu, kterd je obalena dasni. Oddéluje korunku od kotene. Kofen a kréek
jsou pokryty zubnim cementem, ktery se skladbou i tvrdosti podoba kostni tkani, chybi
mu vSak Haversovy kanalky a lamely. V oblasti kofene je vrstva cementu nejsilnéjsi,

v oblasti kr¢ku vsak tvofi jen tenkou vrstvu. [1, 2]

Z déasné nasledné vycniva korunka, kterd je pokryta hladkou sklovinou. [1] Na korunce
rozliSujeme plochy rizného tvaru podle typu zubu a polohy na ném. Z plochy kousaci
vystupuje rizny pocet hrbolkil, rozliSujeme na zuby bez hrbolki, zuby s jednoduchym
hrotem a zuby svice hrbolky. Poté se na zubu nachazi plocha patrnd zvenci
(vestibularni), plocha pfivracena k jazyku (linguélni) a sty¢né plochy mezi sousedicimi

zuby (mesidlni, distalni). [2]

Uvniti zubu je zubni dfen, ktera je prokrvovana celistni tkéni pfes koteny, timto
zpusobem dochézi také k pfenosu nervového signalu. Proto zubni dfen funguje jako
senzoricky organ detekujici bolest. Zubovina tvoii nejvétsi ¢ast zubu, tudiz urcuje jeho
zakladni tvar. Jeji funkci je ochrana zubni diené a opora skloviny. Sklada se ze svazkl
kolagenu, jehoZz vldkna jsou obklopena minerdlnimi krystaly. Sklovina pokryva
zubovinu v rozsahu zubni korunky. Je nejvice kalcifikovanou tkani v téle, tvofena
Sestibokymi zvapenatélymi hranoly. Za béZnych podminek to je jedina ¢ast zubu, které

pfijde do kontaktu s vné&j$im okolim. [1, 3]
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Obrazek 1: Lidsky zub A — korunka, B — koten, 1 — zubni sklovina, 2 — zubovina, 3 — zubni dien, 4 —
dasen, 5 — zubni cement, 6 — Celistni kost, 7 — céva, 8 — nerv [4]

2.1.2 Zuby docasné

Prvni generaci lidského chrupu jsou zuby mlécné neboli docasné. Celkem jich je 20,

v kazdé poloviné horni i dolni Celisti jsou 2 fezaky, 1 Spicak a 2 stolicky. [2]

2.1.3 Zuby trvalé
Zuby trvalé¢ (Obrazek 2) jsou druhou generaci lidského chrupu. Zahrnuji celkem 32

zubl, v kazdé poloviné horni i dolni Celisti jsou 2 fezdky, 1 Spicak, 2 zuby tfenové a

3 stolicky.

Korunka fezakt ma tvar dlatka a vepiedu je mirné konvexni. Rezaky maji pouze jeden
koften, stejné jako Spicaky, jejichZ korunka vybiha v jeden hrot. Zuby tfenové jsou zuby
dvouhrbolkové a jednokotenové, u hornich zubi tfenovych miiZze dojit k rozdvojeni
kotene. Stolicky jsou zuby vicekofenové, horni stolicky maji tii kofeny a dolni stolicky
maji kofeny jen dva. Korunka hornich a dolnich stoli¢ek se 1i8i, a to tvarem kousaci
plochy. Obrys kousaci plochy hornich stolicek je zaoblené kosoctverecny, zatim co tvar
kousaci plochy dolnich stolicek je zaobleny obdélnik. VSechny stolicky maji Ctyfi
kousaci hrbolky. [2]
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Obrazek 2: Lidsky chrup ptfevzato a upraveno z [5]

2.2 Fyziologicka zubni mikroflora

Zubni plak je extracelularni produkt mikroorganismt ustni dutiny. Pokud dojde k jeho
mineralizaci, dochazi ke vzniku zubniho kamene. Zubni plak je charakterizovan jako:
»Vysoce organizovand ekologicka jednotka sestavajici z velkého mnoZstvi baktérii
usazenych v makromolekularni matrix bakterialniho slinného puvodu.“ Jelikoz plak
pevné Ine k povrchu, ktery pokryva, 1ze ho odstranit pouze mechanicky. Zubni plak se
muze kumulovat nejen na povrchu zubi, sliznic a jazyka, ale také na ortodontickych

pfistrojich a zubnich nahradach. [3, 6]

V  okluznich trhlinach se spiSe nachazeji gram-pozitivni bakterie (pfedevSim

streptokoky). Primarn€ metabolizuji cukry a jsou fakultativné anaerobni. [7]

2.2.1 Princip vzniku zubniho plaku

Nejprve dojde k vytvoteni pelikuly na zubni plosce. Pelikula je tenkd vrstva tvofena
proteiny pochazejici ze slin, umisténd mezi povrchem zubu a koloniemi bakterii, které ji
postupné osidluji. Za Casné stddium plaku se povazuje interval 4-48 h. Osidlovéani
kolonii neni nahodné, ale dochédzi k nému v ur€eném potfadi. Nejprve dojde k adhezi
gram-pozitivnich kokl Streptococcus sanguis a Streptococcus mitis. V ¢asném plaku
byly izolovany také aktinomycety a laktobacily. V pribéhu nékolika dnii nasleduji
sekundarni a terciarni kolonizatofi. Typickym sekundarnim kolonizatorem jsou

aktinomycety a mezi pozdni kolonizatory patii S. salivarius, zastupci kmene Prevotella,
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Propionibacterium, Veillonella aj. Do plné¢ vyzralého stavu se zubni plak dostane
béhem 2-3 tydnl, kdy dojde kustaleni stidlého spolecenstva bakterii. Nejcastéji
k tomuto jevu dochazi ve Spatné ptistupnych mistech napt. v mezizubnich prostorech

nebo ve Spatn¢ dosazitelnych mistech zubnich rovnatek. [6, 8, 9]

Ackoliv je zubni plak pfirozenou soucasti ochrannych mechanismu hostitele, je také

hlavni pfi¢inou tvorby zubniho kamene, zubnich kazti a onemocnéni désni. [§]

2.3 Zubni kaz

Se vznikem zubniho kazu jsou spojovany predevsim bakteridlni kmeny Streptococcus
mutans a Lactobacillus. [10] Vznik zubniho kazu je vysledkem interakce mikrobialni
flory plaku, dostate¢ného piijmu sacharidi v dieté a odolnosti zubnich tkdni. Velkou
roli pfi vzniku zubniho kazu hraji mikroorganismy, jelikoZ jejich plisobenim vznikaji
kyseliny, které se podileji na demineralizaci skloviny. [6] Zubni kaz zacina
v povrchovych vrstvach skloviny a oznacuje se jako Casnd léze. Pokud zubni kaz
demineralizuje celou tloustku zubni skloviny, dostane se do zuboviny. Zde se kaz S§ifi
mnohem rychleji, jelikoz zubovina je mnohem méné mineralizovand nez sklovina a

dochazi k rychlé demineralizaci. V této fazi pacient zacind citit bolesti zubu. [11]

2.4 Ustni mikrofléra

Z hlediska stavby bunécné membrany rozliSujeme bakterie na gram-pozitivni a
gram-negativni. Bun&nd membrana gram-negativnich bakterii je tvofena zaporné
nabitymi lipopolysacharidy a peptidoglykanem (tloustky 7-8 nm). Gram-pozitivni
bakterie maji buné¢nou membranu tvofenou peptidoglykanem (tloustky 20-80 nm)
sestavajiciho se z linearnich polysacharidovych fetézcli crosslinkovanymi pomoci

kratkych peptidovych fetézcl do tuhé tfidimenziondlni struktury. [12]
2.5 Testované bakterie

2.5.1 Streptococcus

Nézev tohoto kmene bakterii vznikl z feckého streptos = fetizek a kokkos = kulicka,
jadro. Tyto bakterie jsou gram-pozitivni koky, které se seskupuji do dvojic nebo fetizkd.
Jsou nepohyblivé, netvoii spory a jsou fakultativné anaerobni (rostou 1épe v pfitomnosti
kysliku, ale dokézi rast i bez n€¢ho). [13] Bézn¢ rozkladaji erytrocyty v krevnim agaru,

coZz mé za nasledek nazelenalé zabarveni nebo uplné projasnéni média. Tento jev se
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nazyva hemolyza. Streptokoky nej€astéji osidluji Gstni dutinu a horni ¢ast respira¢niho

traktu. [14]

Izolace streptokokit miize byt provedena ze vSech mist v dutin¢ ustni. V priméru
ptedstavuji 28 % zubniho plaku z celkové mikroflory, 29 % v gingivalni §térbiné, 45 %
na jazyku a 46 % ve slinach. [15]

2.5.1.1 Streptococcus mutans

Bakterie S. mutans (Obrazek 3A) syntetizuji ze sachardzy glukany a fruktany, lepivé
konzistence. Tyto polysacharidy slouzi jednak k lepSimu pfilnuti k zubni skloving€ a také
jako zdsobarna zivin v obdobi snizeného ptisunu cukrii v potravé. Tyto streptokoky jsou
schopny z cukri tvofit kyseliny, které narusuji sklovinu a mnozit se i za nizkého pH, a
zarovenn dosahuji hodnot pH nutnych k demineralizaci skloviny rychleji nez ostatni

bakterie. [8]

2.5.1.2 Streptococcus salivarius
Z latinského saliva = slina. S. salivarius (Obrazek 3B) se bézné vyskytuje v dutin€ ustni
a je povazovan za nepatogenni. Pfednostné kolonizuje sliznice a jazyk a z hlediska

naroki na kyslik je fakultativné anaerobni. [13]

Obrazek 3: A Streptococcus mutans [16]; B Streptococcus salivarius [17]

2.5.2 Lactobacillus

Z latinského lac = mléko. Do kmene Lactobacillus se fadi mlé¢né bakterie, které tvori
tenké tyCky, seskupené do ftetizkli. Jsou nepohyblivé, netvoifi spory a jsou
gram-pozitivni. Laktobacily jsou povazovany za mikoaerofilni (slaby rtist na vzduchu,

ale lepsi rist pii redukované koncentraci kysliku) nebo fakultativné ¢i striktné
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anaerobni. Pfi poklesu pH v kultivacnim prostfedi pod 4, dochazi k poklesu ristu

vétSiny laktobacild. [13]

Ackoliv se nej€astéji kmen Lactobacillus vyuziva v mlékarenstvi, mizeme ho také

izolovat v ustni dutin€ Clovéka. [13]

Lactobacillus acidophilus (Obrazek 4A) a Lactobacillus casei (Obrazek 4B) byly

pouzity pro testovani antibakterialnich uc¢inkl pfipravené vrstvy.

2.5.3 Actinomyces

Jsou gram-pozitivni, nepohyblivé, fakultativné anaerobni bakterie. Pro dobry rlst
vyzaduji vyssi tenzi CO,. Vytvareji dlouha vétvena stihla vldkna, ktera se splétaji v tzv.
mycelium. Také u nich dochazi k puceni, které je kolmé kroviné vladkna. Pro
aktinomycety jsou typicka vétveni ve tvaru pismen ,,V*, ,)Y*“ a ,,T*. Vldkna se rozpadaji
na ty¢ky nebo koky. Jejich kolonie jsou drsné a n€kdy pigmentuji. [13, 14]
Aktinomycety se bézné vyskytuji v dutiny ustni a na sliznicich ¢lovéka. [13]

2.5.3.1 Actinomyces odontolyticus

A. odontolyticus (Obrazek 5) je povazovan za casného kolonizétora ust kojenci, byl
izolovan z povrchu ustni sliznice uz i u kojencit mladsich dvou mésict. 4. odontolyticus

je také spojovan s velmi ranymi stadii demineralizace skloviny a vzniku malych

kazovych 1ézi. [3]
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Obrazek 5: Actinomyces odontolyticus [20]

2.6 Snimaci ortodontické pristroje

Ortodontické pfistroje jsou lécebné pomicky, pomoci kterych dochdzi k ovlivnéni
chrupu. D¢lime je na piistroje pusobici na principech aktivni mechanoterapie, a na
pfistroje funkéni. [21] Snimaci rovnatka (Obrdzek 6) jsou 1écebné pomucky, které jsou

v dutiné ustni umistény tak, aby je pacient mohl sam volné vyjmout. [22]

Obrazek 6: Snimaci rovnatka 1 — spona; 2 — pruzina; 3 — labialni oblouk; 4 — §roub; 5 — baze
pievzato a upraveno z [23]

2.6.1 Ortodontické spony

Tyto konstrukéni prvky slouzi k retenci a stabilizaci. Tzn. jejich tkolem je dobré
upevnéni ortodontického pfistroje k molarim (stolickam) v dutin€ ustni. Nejsou pfili§
vhodné pro zplisobeni pohybu zubli. Adamsova spona je nejuzivanéjsi ortodontickou

sponou, dale se uziva také spona Sipova a kuliC¢kova. Lze ji zhotovit na kterykoliv zub a

na sponu mize byt umisténa kanylka (viz kapitola 2.7.1) nebo hacek. [21]
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2.6.2 Pruziny

Pruzina je aktivni konstrukéni prvek z pérové tvrdého dratu. Pouziva se k aktivnimu
posunu jednotlivych zubli nebo jejich skupin. Pruziny jsou oteviené nebo zaviené.
Oteviené pruziny jsou kotveny jen jednim koncem a druhy konec, ktery je volny, je
zakonCen na zubu nebo mezi zuby. Uzaviené pruziny maji oba konce ukotveny

v pryskyfici baze pfistroje. Pruziny na zub plisobi na principu jednoramenné paky. [21]

2.6.3 Labialni oblouk

Labialni oblouk je dratény konstrukéni prvek. Vyuziva se ke stabilizaci a retenci,
zaroven vSak muze pisobit také aktivné. Klasicky labidlni oblouk se skldda ze stfedni
horizontalni ¢asti, ze dvou U-klicek a z retencnich zakonceni. Oblouk mize byt rovny

nebo tvarovany. [21]

2.6.4 Ortodonticky Sroub

Ortodonticky Sroub je aktivni konstrukéni prvek, ktery je zdrojem sily definované
velikosti a sméru, ktera pusobi pfimo na zub. Moderni Srouby jsou charakteristické

presné uréenym mistem ucinku, a také respektem k anatomii ovliviiované oblasti. [21]

Sroub se sklada z centralniho vieténka a z jednoho nebo dvou vodicich trnli. Sroub je
mozno rozto€it o 6—8 mm. Uc€inek Sroubu je pfendSen na zuby pomoci baze pfistroje.

[21]

2.6.5 Baze deskového pristroje

Baze deskového pristroje slouzi k zakotveni retencnich, stabiliza¢nich a aktivnich
konstrukénich prvkl vcetné Sroubll. Baze pfistroje se nejCastéji umistuje oralné od
prib&hu zubniho oblouku. Tvarem pfipomind podkovu tvofenou 2-3 mm vrstvou

pryskyfice, pokud neni nutno pouZzit vrstvu tlustsi, pro lepsi zakotveni konstrukénich

prvki. [21]

2.7 Fixni aparaty

Za fixni ortodontické aparaty (Obrazek 7) jsou povazovéana zafizeni, ktera jsou pevné
spojena se zuby pacienta, jsou nasazena v ordinaci a jejich hlavnim ukolem je tprava
anomalii skusu. V porovnani se snimacimi aparaty jsou v 1€cb¢ u¢innéjsi a jejich ucinek
je 1épe kontrolovatelny Iékafem.

Jejich vyhoda spociva také vtom, ze dokazi provadét pohyby zubi, které nelze
dosahnout s aparaty snimacimi. AvSak také maji sva omezeni. Béhem IéCby je nutnd
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velice dobra ustni hygiena chrupu, jelikoz dochdzi ke zvySené adhezi zubniho plaku
k fixnimu aparatu, coz muze zpisobit vznik zubniho kamene, zubniho kazu a

demineralizaci zubni skloviny. [22]

Obrazek 7: Fixni rovnatka [24]

271 Zamek a kanylka

Zamky a kanylky slouzi k fixaci draténych oblouki. Jsou lepeny piimo na zubni
sklovinu nebo pro spolehlivéjsi fixaci jsou upevnény na ortodontickych krouZzcich.
Kanylka (Obrazek 8B) je kovova trubicka upevnénd na zevni stranu zubu, do které se

zasune konec oblouku, obvykle se tudiz pouzivaji pouze u molarovych zubu. [22]

Nejcastéji se pouziva zamek pro ¢tyrhranny oblouk (Obrazek 8A). Uprostied zamku je
drazka, kterd slouzi k umisténi oblouku. Ze zdmku vyc¢nivaji kiidélka, ktera slouzi
k fixaci oblouku pomoci draténé ligatury nebo elastické gumicky. Aplikace gumicek je
podstatné rychlejsi, ale nevyhodou je, ze se pii kazd¢ navstéve 1ékare musi ménit a jsou
méné hygienické. I pii dikladném cisténi dochazi k usazovani necistot, které ma za
nasledek vétsi kumulaci zubniho plaku. Oblouk mtize byt v zdmku fixovan také pomoci

samolingujiciho zafizeni. [22]

V ortodoncii se pouzivaji kovové zdmky, keramické zdmky a také zamky z plastické
hmoty. Kovové zamky jsou vyrobeny z nerezové oceli, pouzivaji se také zadmky
titanové, ty jsou zejména vhodné pro pacienty alergické na nikl. Kovové zdmky jsou
vyrabény s diirazem na nizké tfeni mezi drazkou zamku a obloukem, tim je umoznén
posun zubu po dratu s minimalnim odporem. Jedind moZzna nevyhoda je jejich esteticka

napadnost. [22]
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Keramické zamky jsou vyrobeny z polykrystalického oxidu hlinitého. Ackoliv jsou
z estetického hlediska vhodnéj$i nez zamky kovové, maji nékolik nevyhod. Jsou
nachylné k odlamovani, jejich povrch je drsnéjsi, a tudiz i frikce mezi zdmkem a
obloukem je vétsi. Zamky z plastické hmoty jsou vyrobeny z polykarbonatu nebo
polyuretanu. Podobn¢ jako keramické zamky jsou vhodné z hlediska estetického, ale
také maji podobné nevyhody. Jsou nachylné k odlamovani jednotlivych casti. Zamky

jsou priisvitné, ale mohou podléhat zméné barvy. [22]

Z hlediska usazovéani zubniho plaku jsou nejvhodnéjsi kovové zamky, na kterych je
nejlépe vidét usazeny plak. U estetickych zamkt je ptitomnost plaku, kvili

nedostate¢nému ¢isténi hiife detekovatelna. [22]

A B

Obrazek 8: A Dvojity zamek [22] ; B Jednoducha kanylka [22]

2.7.2 Krouzek

Krouzek (Obrazek 9) obepina zubni korunku a slouzi k upevnéni fixniho aparatu na
zuby. Nejcastéji jsou vyrobeny z nerezové oceli. Na komeréné dostupnych krouzcich
jsou piipevnéné kanylky, zdmky a hacky, které slouzi k pevnému ukotveni fixniho
aparatu. K pfipojovani téchto elementd se pouziva elektrické odporové svareni.
Krouzky se pouzivaji vSude tam, kde by lepeni zamkl adhezivni technikou nebylo
spolehlivé a nevyhovujici. Jejich nejcastéjsi aplikace je na vSechny stolicky a u déti a

mladistvych také na horni i dolni zuby tfenové, podle konkrétni anomalie skusu. [22]
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Obrazek 9: Krouzek s usazovaci opérkou [22]

2.7.3 Dratény oblouk

Dratény oblouk, ktery je velice pruzny, je pfipevnén k zubim pomoci zdmka a
ovliviluje polohu jednotlivych zubd. Oblouk je typicky vyroben z nerezové ocell,
chrom-kobaltové slitiny, nikl-titanové slitiny nebo titan-molybdenové slitiny. Nejcastéji
se pouziva oblouk z nerezové oceli, ostatni slitiny se pouzivaji pfevazné pro specialni

ucely. Prafez oblouku je kulaty nebo ¢tyrhranny. [22]

2.8 Soucasny stav

Bylo zjisténo, ze pokud se v normalnim oralnim prosttedi objevi zmény, dojde
k disbalanci tstni mikroflory. Tyto zmény mohou byt zplisobeny mimo jiné také
zavedenim ortodontickych aparati. Kovové zamky indukuji specifické zmény, jakymi
jsou snizeni pH a zvySena kumulace zubniho plaku, ktera je doprovdzend zvySenim
vyskytu bakterialniho kmene Streptococcus mutans a Lactobacillus. Kmeny S. mutans a
L. acidophilus jsou spojovany se vznikem zubniho kazu. [10] Proto by bylo vhodné

nalézt zpiisob, jak snizit kumulaci zubniho plaku na ortodontickych pfistrojich.

Povrchova uprava kovl je také vhodna zhlediska zvySeni jejich bioaktivity a
biokompatibility. Vrstva, kterd tvoii povrchovou Upravu, také chrani kov pfed korozi a

zabranuje uvolnovani cytotoxickych iontt. [25]

Po dikladném prozkoumani komeréné prodavanych kovovych ortodontickych pfistrojd,
v nabidce Zadného prodejce nebyly nalezeny rovnatka nebo retainery s povrchovou
upravou, ktera by odolavala zubnimu biofilmu. Bylo vSak nalezeno téchto nékolik typt
povrchovych uprav kovi, které se podafilo pfipravit laboratorn€, a jsou potencialné

vhodné pro pouziti v medicing.
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2.8.1 Ag-Pt

Tato vrstva, tloustky 1,03-2,34 nm, byla pfipravena simultannim napatfovanim stiibra
na nerezovou ocel v inertni argonové atmosféte. Lepsi prilnavost vrstvy k substratu byla
zajiSténa pridanim platiny. Tvrdost vzorku s vrstvou Ag-Pt (cca 270 HV) byla nizsi nez

u vzorku bez povrchové upravy (cca 370 HV), ale zaroven byla vyssi nez u vzorku

s vrstvou Ag (cca 200 HV). [26]

Bylo ovéfeno, Ze vrstva neni cytotoxicka. Ackoliv dochazi k uvoliiovani Ag ionti
z vrstvy, pti kontaktu s buitkami HGF (Hepatocyte Growth Factor) nedochazi k jejich
poskozeni. Pii antibakteridlnich testech na kmenech bakterii Streptococcus mutans a
Aggregatibacter actinomycetemcomitans doSlo ke sniZzeni poctu bakterii na vzorku
s povrchovou vrstvou pfiblizné o 60 % vzhledem ke standardu bez povrchové tUpravy.

[26]

2.8.2 TiO,

Oxid titani¢ity je chemicky stabilni sloucenina, kterd neprokazuje Skodlivé ucinky na
Clovéka. Je to fotokatalyticky material, ktery se vyznacuje také biokompatibilitou,
vysokym potencidlem k samociSténi a antibakteridlnimi ucinky. Miuze tvofit dvé
krystalické formy: rutil a anatas. Rutil je vice termodynamicky stabilni, ale anatas ma na
druhou stranu lepsi fotoaktivni vlastnosti. Pfi Teplotdch 900 °C anatas ptechazi na

krystalickou strukturu rutilu. [27, 28]

2.8.2.1 TiO;

Vrstva byla pfipravena metodou sol-gel a nanesena na ortodontické draty z nerezoveé
oceli metodou dip-coating. Adheze kmene Streptococcus mutans k povrchu
ortodontického dratu byla niZ§i u vzorku s vrstvou TiO,. K uréeni mnoZstvi uchycenych
bakterii Streptococcus mutans byla pouZzita metoda zkoumani zmény hmotnosti vzorku.
Po 24 hodinové inkubaci doslo k nartistu hmotnosti na standardu bez povrchové upravy
0 4,97 %. Zatim co u vzorku s vrstvou TiO,, ktery byl v bakterialni suspenzi ozaren

UV-A doslo k nariistu hmotnosti o pouhych 0,33 %. [27]

Draty s vrstvou TiO,, ozédfené po dobu 60 min UV-A vykazovaly miru preZziti
Streptococcus mutans 100 CFU (Colony Forming Units), zatim co draty bez povrchové

tpravy 720 CFU. [27]
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2.8.2.2 TiO;dopované N

U distého TiO; se fotokatalytické ucinky projevuji pti ozafenim UV (A = 380 nm), coz
zahrnuje jen 3-5 % solarni energie. U TiO, ktery je dopovany dusikem, se
fotokatalyticky uc¢inek projevuje také pii pouziti zéafeni viditelného spektra, jehoz
vlnova délka je v intervalu A =380-750 nm, tudiz se zvySuje i podil vyuzité solarni

energie. [28]

Vrstva byla nanesena na nerezovou ocel pomoci radiofrekvencniho magnetronového
rozpraSovani. Nejvyssi fotokatalytickd uc¢innost (91 %) byla dosazena u vrstvy tloustky
488 nm. Antibakteridlni testy na kmenech Lactobacillus acidophilus a Candida albicans
probihaly po dobu 12 h. U vrstvy s nejvyssi fotokatalytickou t¢innosti doslo k poklesu
zivotaschopnych bakterii na 9,1 % u L. acidophilus a 11,2 % u C. albicans. Experiment
potvrdil, Ze ¢im vyssi je fotokatalyticka G€innost vrstvy, tim vyssi je jeji antibakteridlni

aktivita. [28]

2.8.2.3 TiO; dopované Ag

Jako substrat, pro naneseni vrstvy, byla pouzita slitina titanu. Slitiny TisAlsV a NiTi
maji dostate€nou pevnost a odolnost vic¢i Unavé materidlu proto jsou vhodné k
chirurgickym aplikacim. Ktemik je biokompatibilni prvek, ktery zlepSuje pevnost
titanovych slitin. Vrstva byla pfipravena metodou sol-gel a nanesena metodou

dip-coating. [12]

Antibakteridlni vlastnosti byly ovéfeny 24 h inkubaci s bakteridlnimi kmeny
Escherichia coli (gram-negativ), Staphylococcus epidermidis (gram-pozitiv). Vrstvy s
vys$si koncentraci Ag projevily lepsi antibakterialni vlastnosti vici E. coli (mira inhibice
80-95 %). U vrstev s niz8i koncentraci Ag byla mira inhibice jen 20-50 %. Pro bakterie
S. epidermis u vrstev s vyS$§i koncentraci Ag byla mira inhibice po 24 hodinach 100%,
ale pro 4 hodinovy test nebyla inhibice bakterii pozorovana. Nebyla pozorovana odli$na
antibakterialni uc€innost u vrstev se stejnou koncentraci, ale odliSnou formou stfibra.

[12]

2.8.3 PTFE

Polytetrafluorethylen je fluorovany polymer, zndmy jako teflon. Tato bila latka, se
pouziva k piipravé nepfilnavych povrchii. Kontaktni thel vody na hladkém PTFE je
120°. [29]
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PTFE byl nanesen na opiskované dentdlni zamky z nerezové oceli. Demling (2010)
uvadi, ze tato povrchova uprava je vhodnd nejen z hlediska nepfilnavosti povrchu

PTFE, ale také diky jeho bilé barve, ktera je zvlasté vhodna z estetického hlediska. [30]

Testovani PTFE vrstvy probéhlo in situ. Ttinacti adolescentnim pacientim byly do ust
umistény po dobu 8 tydnd dva dentdlni zamky. Jeden zamek s vrstvou PTFE a druhy
bez Upravy. Zamky byly umistény na prvni nebo druhou stolicku. Procentudlni
zastoupeni biofilmu na povrchu zdmku s povrchovou upravou bylo (4,0 + 3,6) % zatim

co u zamku bez povrchové Gpravy (22,2 + 5,4) %. [30]

2.8.4 GIC s obsahem stribra a zinku

Skloionomerni cement (Glass Ionomer Cement), je adhezivni cement, ktery se pouziva

v zubnim I¢katstvi. [31]

Cement byl nanesen na slitinu titanu TicAl4V. Antibakteridlni vlastnosti byly testovany
na bakterialnich kmenech Staphylococcus aureus a Pseudomonas aeruginosa. Znacna
¢ast zinku a stfibra byla uvolnéna bcéhem prvnich 24 hodin inkubace. VEtsi
antibakterialni G¢innost projevila vrstva s vétsSim obsahem stfibra a mensim podilem
zinku. Ackoliv mnozstvi uvolnéného stiibra bylo pod biocidni mezi (3,25 ppm), jeho
pfitomnost méla rusivy ucinek na strukturu cementu, coz zpusobilo, Ze bylo uvoliiovano
vice iontl zinku. Tento kumulativni G¢inek pfispivéa k antibakteridlni povaze cementu.
Mnozstvi uvolnéného zinku mélo biocidni koncentraci, ale stale pod hranici toxicity pro

&loveka. [32]

2.8.5 Vapenatosilikatova skla

Vrstva vapenatosilikatového skla byla pfipravena metodou sol-gel a nanesena metodou
dip-coating na titanové implantaty. Byla ovéfena jeji bioaktivita, a to ponofenim do
simulované télni tekutiny na dobu 21 dni. Po skonceni inkubace mély vSechny vzorky
na svém povrchu globularni krystaly, coz vypovida o jejich bioaktivité. VSechny vzorky

s povrchovou tupravou byly vice bioaktivni nez samotny titan. [25]

Pro test biokompatibility byly pouzity mysi fibroblasty. Jako mez 100%
zivotaschopnosti byly pouzity buiky umisténé na polystyrén. VSechny vzorky s
povrchovou upravou mély vysSsi procento zivotaschopnosti bun€k nez samotny titan.
Mirné sniZzeni Zivotaschopnosti bun€k bylo pozorovdno u vzorku, ktery obsahoval
nejvetsi mnozstvi Ag, toto miZze byt vysvétleno uvolilovanim rezidualnich nitratovych

iontd, kterych bylo v této vrstveé nejvice. [25]
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Antibakterialni vlastnosti vrstvy byly testovany na bakteridlnim kmenu Staphylococcus
aureus. Adheze a polifereace bakterii na vrstvach byla hodnocena pomoci ESEM
(Environmental Scanning Electron Microscope). Na disku bez povrchové upravy byl
zaznamenan jednotny film bakterii. Pocet bakterii na povrchu se snizoval se zvySujicim

procentem stiibra obsazeného ve vrstve. [25]

2.8.6 Organosilany
Organosilany maji na jednom konci molekuly organickou skupinu a na druhém konci
skupinu hydrolyzovatelnou, obecné alkoxy skupinu, ktera je pfipojena na konec

uhlikového fetézce.

Vrstva organosilanti byla nanesena na desticky z nerezové oceli, na kterych byl méten
kontaktni uhel a na komeré¢né dostupné dentdlni zdmky z nerezové oceli, které byly
pouzity pro studium chovéni biofilmu. Kontaktni thel vrstvy na nerezové desticce, ktera
byla ptfed nanesenim vrstvy opiskovand, byl 122,6°. Vrstva na desticce, kterd nebyla
pred nanesenim povrchové vrstvy upravend, méla kontaktni uhel nizsi (107,4°). Z toho
vyplyva, ze zdrsnéni povrchu nerezové desticky pred samotnym nanesenim vrstvy ma

vliv na zvétSeni hydrofobnich vlastnosti vzorku s povrchovou upravou. [33]

Retence biofilmu byla zjisStovdna po 12 a 24 hodinach. Po 12 hodinové inkubaci
v roztoku lidskych slin se neprojevila odlisna retence biofilmu na vzorku s hydrofobni
upravou vzhledem k standardu. U skupiny vzorkl, jejichz inkubace probihala po dobu
24 h, méla hydrofobni uprava povrchu podstatny vliv na sniZeni retence biofilmu. Bylo
zjisténo, Ze retence biofilmu exponencidlné klesa se vzriistajici hodnotou kontaktniho

Ghlu. [33]

2.9 Ocel 304

Kovové destiCky pouZité pro nanaSeni antibakteridlni nanovrstvy byly vyrobeny

z oceli 304.

Austeniticka ocel nebo také ocel série 300, tvoii pres 70 % veskeré produkce nerezové
oceli. Obsahuje alespont 18 % chromu, minimum uhliku a také nikl. Tento typ oceli
nelze vytvrdit teplem a obvykle je nemagneticky. Ocel 304 je extrémné odolna proti
korozi. Lze ji snadno Ccistit proto je vhodna k pouZiti v mistech kde je potteba dbat na
hygienu. Austeniticka ocel se dobfe tvaruje i svafuje, lze ji také pouzit v Sirokém

spektru provoznich teplot. [34]
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2.9.1 Slozeni

Vétsina kovovych ortodontickych pfistroji je vyrobena znerezové oceli AISI
(American Iron and Steel Institute) typu 304L SS (Stainless Steel), kterd ma vhodné
fyzikalni vlastnosti a dobfe odolava proti korozi. Tato ocel obsahuje 18-20 % chromu a
8-10 % niklu s malym mnozstvim manganu a kiemiku, obsahuje také uhlik, typicky
mén¢ nez 0,03 %. [35]

e Ocel 18-8: 18-8 SS = Cr 18%, Ni 8%, C 0,08-0,15%, Mn 0,8-1,5%, Si 0,8% +
Fe (také varianta vez Ni pro alergiky — Noninium, fa Dentaurum)

2.10 Metoda sol-gel

Metoda sol-gel je proces, pfi kterém dochazi ke vzniku oxidickych materidlt.
Vyznacuje se tim, ze nejprve dojde k homogenizaci vychozich latek ve formé roztoku.

Roztok je pfeveden na sol a nasledné dojde k preméné na gel. [36]

Postupy pfipravy metody sol-gel se d€li do dvou skupin. Prvni skupina zahrnuje
postupy, které vychazeji zalkoxidd a druhd skupina postupy vychazejici ze
stabilizovanych vodnych solt oxidi, typickym ptikladem je sol oxidu kiemicitého. Ob¢
skupiny se 1i§i vychozimi surovinami i probihajicimi reakcemi. V nekterych ptipadech
je mozné z postupu prvni skupiny piejit do klasickych postupt skupiny druhé, opacné

vSak nikoliv. [36, 37]

2.10.1 Dip-coating

Metoda dip-coating neboli vytahovani (Obrazek 10) je proces nanaSeni tenkych vrstev,
pii kterém je substrat ponofen do solu a nasledné vytahovan piesné definovanou
rychlosti. Tloustka vrstvy zavisi na rychlosti vytahovani a viskozité solu. S rostouci

rychlosti taZeni, roste také tloustka vrstvy. [36, 38]

\/

- —

o

Obrazek 10: Princip metody dip-coating [39]
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2.11 Antibakterialni ionty vrstvy AD30

Stiibro, méd’ a zinek jsou antibakterialni ¢inidla.

2.11.1 Ag
Obecné se stiibro a jeho soli fadi mezi nejCastéji pouzivané antimikrobidlni latky.
Rozpustné ionty stfibra tvofi bioaktivni formu a mohou byt uvoliiovany riznymi

zpusoby. [40]

Stiibrny iont se vaze na negativné nabité slozky v proteinech a nukleovych kyselinach,
¢imz zpusobuje strukturdlni zmény bunécnych stén bakterii, membran a nukleovych
kyselin, které ovliviuji zivotaschopnost bakteridlnich bunék. [32] Ag nanocastice mensi

nez 10 nm vykazuji mnohem vétsi antibakteridlni aktivitu, nez ¢astice vetsi. [12]

Zaporny naboj liposacharidi bunééné membrany gram-negativnich bakterii, viz kapitola
2.4, ptitahuje pozitivné nabité stfibrné ionty. Tento fakt podporuje antibakteridlni
vlastnosti sttibrnych iontli. Na rozdil od gram-pozitivnich bakterii, jejichz bunécna
membrana mé kladny néboj, ktery stfibrné ionty odpuzuje a bakteriim tak poskytuje

lepsi rezistenci vaci témto iontim. [12]

2.11.2 Cu

Antibakteridlni vlastnosti médnatych ionti funguji na podobném principu jako
antibakterialni vlastnosti stiibrnych iontl. lont médi ma také kladny naboj, ktery se vaze
na ,negativné nabité“ bunécné stény bakteridlnich bun€k a ovliviluje jejich

zivotaschopnost. [41]

2.11.3 Zn
Zinek v Dbakteridlni buinice inhibuje glykolyzu a transmembréanové protonové

translokace. [32]
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3 EXPERIMENTALNI CAST

Cilem experimentalni casti této prace byla syntéza antibakteridlniho solu metodou
sol-gel a jeho aplikace dip-coatingem na kovoveé desticky ze stejného materialu, ktery se
pouziva na vyrobu ortodontickych pfistroji — nerezova ocel (viz kapitola 2.9.1).
U aplikované vrstvy byla testovana jeji mechanickd odolnost, kontaktni thel smaceni a

také antibakterialni odolnost vii¢i fyziologické bakterialni mikroflore.

3.1 Cisténi podloZnich skel

Podlozni skla bylo potieba pfed nandSenim vrstvy dukladné ocistit. Pfipadné necistoty
jako je mastnota, prach nebo zbytky alkalii by mohly zptsobit Spatnou adhezi vrstvy pfi
nandSeni. Pfi Cisténi skel byly pouzity sklenéné boxy pro 8 ks skel (skla jsou zde od
sebe oddélena a nedotykaji se). Pfi manipulaci byla pouzita teflonova pinzeta. Na kazdé

¢isténi a oplach byl pouzit novy sklenény box.

Vlastni postup:
1. 1x oplach v technickém acetonu 3 min.
2. Ix oplach v acetonu p.a. 3 min.
3. 2x oplach v destilované vodé (odstranéni acetonu)
4. Do 250 ml vysoké sklenéné kadinky bylo ptipraveno 200 ml fedéné HNOs 1:1 a
ohtato na 70 az 80 °C. Sklicka postupné byla opfena o sténu kadinky a Cisténa
10 min v teplé kyselin¢ dusi¢né
5. 2x oplach v destilované vodé
6. 2 min oplach v destilované vode¢ s ultrazvukem
7. 1x oplach v destilované vodé
8. 1x oplach v izopropylalkoholu p.a.
9. 3 min oplach v IPA p.a.
Skla vycisténa vyse uvedenym postupem byla ulozena do kadinky s IPA tak, aby byla

celd ponofena.
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3.2 Cisténi kovovych destitek
Pouzité vzorky:
6 ks kovovych desticek rozmér (3 x 6) cm, dodané firmou Beznoska — pro aplikaci solu
2 ks kovovych desti¢ek — standardni vzorky neupravené
Vlastni postup:
1. 2 minuty v technickém acetonu
2 minuty v acetonu p.a.
Oplach v izopropylalkoholu p.a. 99%
2 minuty v ultrazvukové 1azni v izopropylalkoholu p.a. 99%

Oplach v izopropylalkoholu p.a. 99%

AN

Docisténi v parach izopropylalkoholu p.a. 99%.

Ihned po docisténi v pardch IPA byla na kovové destiCky nandSena antibakteridlni
vrstva, proto nemusely byt uloZzeny do kadinky s izopropylalkoholem tak jako podlozni
skla.

3.3 Antibakterialni sol AD30

3.3.1 Chemikalie

tab. 1: Chemikalie pouzité pro syntézu antibakterialniho solu AD30 a jejich zkratky

Chemikalie Zkratka
Isopropylalkohol 99,8% p.a. IPA
Tetraethyl orthosilicate >99.0% (GC)TEOS TEOS
3-(trimethoxysilyl)propyl methacrylate >98% TMSPM
Luperox® A75, benzoyl peroxide 75%, remainder water BPO

Silver nitrate ACS reagent, >99.0% AgNO;
Copper(Il) nitrate trihydrate, puriss. p.a., 99-104% Cu(NO;),3H,0
Zinc nitrate hexahydrate, purum p.a., crystallized, >99.0% Zn(NOs),-6H,0
Kyselina dusi¢na ¢ =2 mol/dm’

pFipravena z Kkyseliny dusi¢né 65% p.a. 2 MHNOs
Destilovana voda H,O

Tlakova lahev s argonem Ar
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3.3.2 Postup syntézy solu AD30

Suchd dvouhrdld varnd baika s kulatym dnem, teflonovym krouzkem a teflonovym
michadlem, byla upevnéna svorkou na stojan. Na varnou barku s teflonovym krouzkem
byl nasazen zpétny chladi¢, ktery byl ke stojanu upevnén také svorkou. Cela aparatura
byla ponotfena do olejové lazné tak, aby se varna banka nedotykala stén ani dna nadoby.
Olejova lazen (500 ml silikonového oleje v hlinikové nadobé o V = 2 1) byla umisténa
na michacce. Na vyvod chladice uprostied byl umistén piivod argonu, do bocnich

vyvodu byly umistény hadice na pfitok a odtok vody.

Na michacce bylo spusténo michani, nasledné byl pustén argon a nasledujici 3 minuty
byl ponechan bocni vyvod z baiikky otevieny, aby bylo argonu umoznéno dukladné

prostoupit celou aparaturou a vysusit ptipadné zbytky vody.

Navazka AgNOs; zvazena na analytickych vahach byla vsypana bo¢nim vyvodem do
bailkky a okamzité¢ zalita IPA. Boc¢ni vyvod baiiky byl uzavien septem. Argon byl
pfivadén do aparatury po celou dobu syntézy solu. Cela baiika byla zakryta pevnym
alobalem, aby se zabranilo pfistupu svétla. Roztok byl michan do uplného rozpusténi
AgNOs. Poté byl do roztoku ptfidan TEOS a TMSPM. Nasledné bylo vsypano navazené

mnozstvi BPO a uzavieno septum. Smes byla michdna do rozpusténi BPO.

Do Erlenmayerovy banky byla ptfipravena smés IPA, 2M HNOs;, destilované vody,
Cu(NOs); - 3H,0 a Zn(NO3), - 6H,0. Vznikly roztok v Erlenmayerové banice mél svétle
modrou barvu. Roztok byl intenzivné protfepan, aby se zcela rozpustily krystalky

dusi¢nana.

Po rozpusténi BPO byly zvySeny otacky a priitok argonu, septum bylo odstranéno a do
sttedu pomoci nalevky s dlouhou trubici bo¢nim vyvodem byl nalit cely obsah
rozpu$téné smeési z Erlenmayerovy baiky. Bocni vyvod bainky byl znova uzavien
septem a pritok argonu byl snizen. Celd smés byla michana 30 minut za zvySenych

otacek.

Po 30 minutach byl vypnut pfivod argonu a pusténa voda do chladic¢e. Teplotni ¢idlo
bylo umisténo do 14zn€ 1 cm pod hladinou silikonového oleje a nedotykalo se dna ani
stén nadoby. Byl zapnut ohifev 14zné a ¢ekalo se do doby varu solu. Od prvnich znamek

varu byl stopovan ¢as 35 minut. Sol mél po celou dobu plynuly var a michéni.

Po ukonceni varu solu byla bafika zvednuta z olejové 1azné. Z banky byl sejmut chladi¢

a banika byla dochlazena v nadobé¢ se studenou vodou. Po ochlazeni solu na pokojovou
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teplotu, byl sol pfelit do tmavé vycistené a vysusené polyethylenové lahve (PE

vzorkovnice). Na vzorkovnici byla umisténa etiketa s ndzvem a datem pftipravy.

Dvouhrdlad banka ve které byl piipravovan sol, byla vyplachnuta technickym IPA.
Nésledné byl do ni nalit 30—40% NaOH, baiika byla néasledujici den umyta standardnim

zplisobem.

Syntéza antibakterialniho solu je patentové chranéna.’

3.3.3 Aplikace solu AD30 na podlozZni skla, tepelna polymerace
Pouzité vzorky: 26 ks podloznich skel (7,6 x 2,6) cm

Pouzity sol: AD30 : IPA fedéni 1 : 1

Postup aplikace:

Skla, ktera byla vycisténa postupem uvedenym v kapitole 3.1, byla pied aplikaci solu
docisténa v paréach izopropylalkoholu.

Do plastové 100 ml nizké kédinky bylo pfipraveno 100 ml solu AD 30 : IPA fedéni 1:1.
Vycisténé suché sklicko bylo zavéseno svisle ve svorce pfistroje pro nanaseni metodou
dip-coating a ponofeno v solu po dobu 30 sekund. Sol byl aplikovan na maximalni
plochu vzorku. Po 30 sekundéch bylo sklo vytahovéno stanovenou rychlosti 6 cm/min.
a po aplikaci bylo ponechano zavéSené 30 sekund ve svorce pfistroje. Vzorek byl
ponechan 30 minut volné pfi laboratorni teploté opieny ve stojanku. Po 30 minutach byl
premistén do susarny, kde prob&hla tepelnd polymerace pii 150 °C po dobu 2 hodin.
Vzorky byly po tepelné polymeraci uloZeny po 1 ks do PE sacku.

3.3.4 Aplikace solu AD30 na kovové desticky, tepelna polymerace
Pouzité vzorky: 6 ks kovovych desti¢ek rozmér (3 x 6) cm, dodané firmou Beznoska
Pouzity sol: AD30 : [PA fedéni 1 : 1

Postup aplikace:

Po docisténi v parach IPA p.a. 99% se na kovové desticky aplikoval sol AD30 : [PA
fedéni 1:1 na maximalni plochu vzorku. Vy¢isténa sucha kovova desticka byla zavéSena
kolmo ve svorce pristroje pro nanaSeni metodou dip-coating a ponotena v solu po dobu

I minuty. Po uplynuti 1 minuty byla desticka vytahovana stanovenou rychlosti

" Slamborova 1., Zajicova V., Exnar P., Stibor L: Antibacterial hybrid layer active against pathogenic
bacteria, particularly against the MRSA bacterial strain, and the method of its production. CZ Patent
Application PV2013 - 656, submitted 28.8.2013
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6 cm/min. a po aplikaci byla ponechana zavéSena 1 minutu ve svorce piistroje. Vzorek
byl ponechan 30 minut volné pii laboratorni teploté opfeny kolmo v kadince. Po 30
minutach byl pfemistén do suSarny, kde probé¢hla tepelnd polymerace pii 150 °C po

dobu 2 hodin. Vzorky byly po tepelné polymeraci uloZzeny po 1 ks do PE sacku.

3.4 Kontaktni uhel smac¢eni

Kontaktni uhel je thel, ktery svira tecna k profilu kapky v misté styku s rovinou pevné
latky. Smacivost je vlastnost kapaliny pfilnout k povrchu nékterych pevnych latek.
Kontaktni thel ptedstavuje kvantitativni vyjadieni rozsahu smaceni pevnych latek
kapalinami. Pokud je kontaktni uhle vétsi nez 90° povrch je nesmacivy. Cim mensi je
kontaktni uhel, tim vice je povrch smacivy, pfi 0° dochazi k roztékani kapaliny po

povrchu.

3.4.1 Zakladni informace

Kontaktni thel byl méfen v prostorach firmy SurfaceTreat, a.s v Turnové. Pro méteni
byl pouzit pftistroj Drop Shape Analyzer — DSA 30 firmy Kriiss (Obrazek 11A).
K vypoctu povrchové energie byla pouzita metoda OWRK (Owens, Wendt, Rabel a
Kaelble). Pro vypocet povrchové energie touto metodou, bylo potieba zméfit kontaktni
uhel vrstvy alesponi pro dvé rizné kapaliny. V tomto ptipadé€ byla pouzitd deionizovana
voda vyrobena na Technické univerzité v Liberci a dijodomethan dodany firmou
SigmaAldrich.

/’i\ base line
linie kapky (substratu)

# o N
- w. kontaktni

thel

Obrazek 11: A Drop Shape Analyzer — DSA 30; B Metoda ptisedlé kapky; pfevzato a upraveno z [42]
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3.4.2 Metoda méreni

Kontaktni uhel sméaceni byl méfen na antibakteridlni vrstvé, kterd byla nanesena na
podlozni sklo a kovovou desticku. Byla pouzita metoda méteni thlu smaceni na prisedlé
kapce (sessile drop metod), tento tithel byl vyhodnocen z obrazku kapky (Obrazek 11B),

pofizeném pomoci videokamery.

3.5 Mechanické vlastnosti pripravenych vrstev na ocelovych

substratech

Mechanické vlastnosti ptipravenych hybridnich vrstev byly méfeny ve Spole¢né

laboratofi optiky UP a FZU AV CR Olomouc [43].

Nejprve byla kovova desticka vyleSténa Spolecnou laboratofi optiky. Poté na desticku
byla nanesend antibakteridlni vrstva postupem uvedenym v kapitole 3.3.4 a nasledné

byla tvrdost vrstvy zmétfena opét Spolecnou laboratofi optiky.

3.5.1 Postup lesténi kovové desticky

1. Pfipevnéni vzorki nelesténou stranou bez vrstvy na sklenéné nosice optickym
nalepovacim voskem.

2. Hrubé brouseni na rovinné litinové desce pomoci vodné suspenze volného
abraziva (korund) o zrnitosti 54 (dle normy FEPA 42-D-1986, max. velikost
zrna 355 pm).

3. Postupné brouseni pod vodou na litinovych kotoucich s nalepenymi brusnymi
papiry

- WA FLEX 28 — P600 (zrno max. 36 pm)

- WS FLEX 18C —P1200 (zrno max. 15 pm)

- Silicon Carbide P2400 (zrno max. 10 pm)

(pouzité znaceni dle normy FEPA pro brusné papiry)

4. Lesténi na podlozce Syntepol Meopta tl. 3 mm diamantovou pastou FEPA D6
7/5 (velikost zrna 5—7 um )

5. Odlepeni a zavérecné myti (toluen, destilovana voda)
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3.5.2 Postup méreni mechanickych vlastnosti
Experimenty byly provedeny na méficim systému NanoTest™ NTX a skladaly se ze

dvou samostatnych ¢asti, vtiskové zkousky a vrypové zkousky.

Pti vtiskové zkousce byl do vzorku velmi malou silou 0,1 mN po dobu 10 s vtlaCovan
trojboky hranol (systém Berkovich). Vzhledem k podminkam a vysledné hloubce vtisku
se jednd o nanointendaci. Z ¢asové zavislosti hloubky vtisku byly pomoci software
piistroje vypocitany vybrané mechanické vlastnosti vrstev — tvrdost H a redukovany
modul pruznosti E,. Na kazdém vzorku bylo provedeno nejmén¢ 8 samostatnych vtiskli

a vysledné hodnoty byly primérovany.

Druhou zkouSkou byla vrypovd zkouSka (scratch test). Pii ni kulovity indentor o
priméru 10 pm pfi postupném zatézovani piejizdél po povrchu ptipravenych vrstev.
Nejprve byla pouzitym hrotem nasnimana pocatecni topografie povrchu vzorku po celé
draze budouciho vrypu. Aplikovana byla pouze minimélni topograficka sila 0,02 mN,
pfi niz nedochazi k poSkozeni povrchu vzorku. Takto byla ziskana data pro urceni

naklonu a dalsi charakteristiky povrchu vzorku.

V prubéhu nasledujiciho ,,zatézového* piejezdu byla jiz aplikovana zatézna sila. Testy
pfi riznych maximalnich silach byly pouzity pro studium odezvy vrstev na rizné velka
namahani. Kazdy z testd byl na konkrétnim vzorku proveden tfikrat a vysledné hodnoty
byly zprimérovany. Vyhodnoceni vrypovych zkousek bylo provedeno na zakladé
vySetfovani zdznamu polohy hrotu a zat€zné sily. Rezidualni vrypy byly zkoumény

pomoci laserového konfokalniho mikroskopu OLS LEXT 5000.
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3.6 Testy antibakterialnich vlastnosti vrstvy

Doposud nebylo jest¢ nikym testovano chovani antibakteridlni vrstvy AD30 vici
nepatogennim bakteriim vyskytujicich se v dutiné Ustni. Z tohoto divodu bylo vybrano
téchto pét bakteridlnich kment: Streptococcus salivarius, Streptococcus mutans,

Actinomyces odontolyticus, Lactobacillus acidophilus a Lactobacillus casei.

Pro tyto testy byla pouzita antibakterialni vrstva nanesend na podlozni skla. Nejprve
doslo k optimalizaci pouzité koncentrace bakteridlniho inokula a také doby jeho
pusobeni. Jako prvni bylo testovano chovani bakteridlniho inokula o koncentraci
10® CFU/ml. Pii této koncentraci byla doba piisobeni 30 minut. Jelikoz koncentrace
10® CFU/ml byla moc vysoké, nebylo mozné kvantifikovat poet bakterialnich kolonii.
Po 24 hodinové kultivaci byla Petriho miska s kultiva¢ni pidou, pro vzorek i standard,
pokryta kompaktnim vysevem bakterii. Z tohoto diivodu byly pro dalsi testy zvoleny
niz§i koncentrace, a to 10° a 10° CFU/ml. Nésledné byla také optimalizovana doba
pusobeni bakteridlniho inokula. Doba piisobeni byla prodlouzena z 30 minut na 2

hodiny.

Vysledky testd s koncentraci aplikovaného bakterialniho inokula 10° CFU/ml a doby
ptusobeni 30 minut, byly pouze orienta¢ni a slouZzily k ur€eni dalS§iho postupu a

podminek testovani, proto v této praci nejsou uvedeny.

3.6.1 Kaultiva¢ni pidy
Pro kultivaci a stanoveni poctu bakterialnich kolonii byly pouzity néasledujici kultivaéni
pudy.
e Krevni agar — od firmy BIO-RAD, s.r.o. Praha
e Medium 6 - LACTOBACILLUS MEDIUM (MRS) — vyrobce Carl Roth GmbH
+ Co. KG

Krevni agar byl pouzit pro kultivaci kmene Streptococcus salivarius, Streptococcus
mutans a Actinomyces odontolyticus. Bakterie kmene Lactobacillus acidophilus a
Lactobacillus  casei byly kultivovany na kultivacni p0d€é oznacené jako

medium 6 — MRS agar, jehoz slozeni je popsano v tab. 2.
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tab. 2: Slozeni MRS agaru pouzitého pro kultivaci L. acidophilus a L. casei

Chemikalie Navazka
Pepton 10 g
Kvasnicovy extrakt 4¢g
Hovézi extrakt 8¢g
Glukoza 20g
Fosforecnan draselny 2g
Octan sodny 5g
Citronan amonny 2g
Siran hore¢naty 02g
Siran manganaty 0,05 ¢
Polysorbat 80 lg
Agar 10g
Destilovana voda 1000 ml
pH 6,2+0,2

3.6.2 Oziveni lyofilizované kultury
Nejdiive bylo potieba ozivit dané bakterialni kmeny, které byly potizeny z Ceské sbirky

mikroorganismi v Brné&.

e Streptococcus salivarius CCM 4046

e Streptococcus mutans CCM 7409

e Actinomyces odontolyticus CCM 4740
e Lactobacillus acidophilus CCM 4833
e Lactobacillus casei CCM 4791

Kultury bakterii jsou dodavany ve sklenéné ampuli v lyofilizovaném stavu. Ampule
s lyofilizovanou kulturou (Obrazek 12) byla nafiznutd pilnikem ve stfedu molitanové
zatky, horni konec byl odlomen. K lyofilizované suspenzi bylo pfidano malé mnozZstvi
fyziologického roztoku a nékolik minut se nechal roztok odstat. Suspenze byla
pfenesena na kultivacni pldu do Petriho misky, kterd byla nasledné umisténa do
inkubatoru, kde se inkubovala né€kolik dni pii teplot¢ 37 °C. Takto nakultivované
kmeny bakterii je mozno uchovavat v kryozkumavce s kulickami z porézniho materidlu

ve specidlnim roztoku v hlubokomrazicim boxu pii teploté —85 °C.

40



&titek s cislem

kmene zatka
~. |
S~
) silikagel
lyofilizovana zde nafiznout
kultura a odlomit*

Obriazek 12: Ampule s lyofilizovanou kulturou bakterii [44]

Kultury bakterii Streptococcus salivarius, Streptococcus mutans a Actinomyces
odontolyticus, byly jiz nakultivovany dfive a uchovavany v kryozkumavkach
v hlubokomrazicim boxu. Z kryozkumavky byla sterilni pinzetou vyjmuta jedna kulicka
z porézniho materialu a umisténa do malého mnozstvi fyziologického roztoku. Po
nékolika minutach byl 1 ml bakteridlni suspenze naockovan na Petriho misku, kterd se

kultivovala v inkubéatoru pii 37 °C.

Fyziologickd zubni mikroflora (Zena, 21 let) byla z povrchu zubli odebrana sterilnim
vytérovym tamponem. Zalomeny vytérovy tampon byl umistén do sterilniho plastového
kontejnerku s 10 ml fyziologického roztoku. Poté byl kontejnerek uzavien, zvortexovan
a 1 ml bakterialni suspenze bylo vyockovano na Petriho misku s krevnim agarem, ktera

byla v inkubatoru kultivovéana 24 h pfi teploté 37 °C.

3.6.3 Priprava inokula

Inokulum (urcity pocet zarodkl v suspenzi) bylo pfipraveno pomoci Denzi-LA-Metru,
ktery umoznuje méfeni zakalu roztokd, pracuje na principu méteni optické absorbance,
naméfené hodnoty ukazuje pifimo v jednotkach dle McFarlanda. Zakalova stupnice dle

McFarlanda se srovnava podle zékalové stupnice BaSOys.

Pro fedéni koncentrace bakterii byl pouzit fyziologicky roztok, ktery byl pfipraven
rozpusténim 8,5 g NaCl v 1000 ml destilované vody a poté byl sterilizovan 1 hodinu pfi

100 °C v autoklavu.

Z Petriho misky, na které byla ozivena kultura bakterii, byly tyto bakterie odebrany
ockovaci klickou a pieneseny do fyziologického roztoku umisténého ve specialni
zkumavce pro Denzi-La-Meter. Obsah zkumavky byl dikladné¢ zvortexovan a
promichan. Zakal takto pfipraveného roztoku byl zméfen na Denzi-La-Metru. Hodnota

1,0 £ 0,1 v jednotkach Denzi-La-Metru odpovida koncentraci 10® CFU/ml.
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3.6.4 Princip fedéni vzorki

Pro ziskani niz§i koncentrace bakteridlniho inokula nezli 10° CFU/ml bylo potieba
puvodni inokulum natedit fyziologickym roztokem. Obecné zde plati, ze pii odbéru
0,1 ml suspenze urcité koncentrace bakterii do 10 ml fyziologického roztoku, se
koncentrace snizi o dva tady. Odebere-li se 1 ml ze suspenze o urCité koncentraci

bakterii do 9 ml fyziologického roztoku, koncentrace se snizi o jeden fad.

tab. 3: Tabulka fedéni bakterialni suspenze

Koncentrace Odebrani Ziskana koncentrace
z 10° bakterii /ml 0,1 ml do 10 ml fyz. roztoku 10° bakterii /ml
z 10° bakterii /ml 1 ml do 9 ml fyz. roztoku 10° bakterii /ml
z 10° bakterii /ml 0,1 ml do 10 ml fyz. roztoku 10° bakterii /ml
z 10° bakterii /ml 0,5 ml do 4,5 ml fyz. roztoku 10* bakterii /ml

3.6.5 Ockovani

Obecn¢ pii ockovani neboli inokulaci dochdzi k pieneseni dané kultury bakterii,
oznacovaného jako inokulum, do sterilni kultivaéni pidy, kde dochézi k jejich péstovani

neboli kultivaci.

Pfi testech antibakteridlnich vlastnosti vrstvy nanesené na podlozni sklo, bylo inokulum
ockovano do Petriho misek s obsahem krevniho nebo MRS agaru. Pomoci pipety, byl
odebran 1 ml inokula, ktery byl pipetovan do Petriho misky. Inokulum bylo rozlito
krouzivymi pohyby po celé plose kultivacni pidy. Déle se muze také ockovat do
zkumavky na Sikmy agar, do tekutého kultivacniho média nebo vpichem do ztuZené

pudy.

3.6.6 Metody hodnoceni antibakterialni ac¢innosti

Pro prvotni zjiSténi chovéani jednotlivych kment bakterii v zavislosti na koncentraci
inokula a jeho doby setrvani na antibakteridlnim povrchu byly provedeny dva typy
testd. Bakteridlni inokulum bylo vzdy nandSeno na vzorek — podlozni sklo
s antibakteridlni vrstvou a standard — ocisténé podlozni sklo postupem uvedenym

v kapitole 3.1

Nejdiive bylo testovano chovani antibakteridlni vrstvy vii€i jednotlivym bakteridlnim
kmenim Streptococcus salivarius, Streptococcus mutans, Actinomyces odontolyticus,

Lactobacillus acidophilus a Lactobacillus casei, poté vici smési kment S. salivarius, S.
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mutans, A. odontolyticus a smési L. acidophilus a L. casei a nakonec vuci fyziologické

zubni mikroflofe.

3.6.6.1 Otisky

Na vzorek 1 standard bylo naneseno bakteridlni inokulum objemu 200 pl. Po uplynuti
2 hodin, byl na podlozni sklicka v misté nanesené¢ho inokula pfilozen sterilni filtra¢ni
papir o rozmérech (2 x 2) cm. Po vsdknuti bakteridlniho inokula byl filtracni papir
pienesen na Petriho misku s kultivacni ptidou. Po jedné minuté byl filtracni papir
odstranén z misky. Petriho misky byly umistény do inkubatoru o teplot¢ 37 °C a po

dobu 24 hodin se nechaly kultivovat. Po 24 hodinach byly kolonie spocitany.

3.6.6.2 Kvantita— AATCC 100

Na vzorek i standard bylo naneseno bakteridlni inokulum o objemu 200 pl. Po uplynuti
2 hodin, byla kapka bakterialniho inokula splachnuta 10 ml fyziologického roztoku do
sterilniho plastového kontejnerku. Po zvortexovani — promichani byl odebran 1 ml
inokula, ktery byl pipetovan na Petriho misku s kultiva¢ni ptidou. Inokulum bylo
rovnomérné rozlito po agaru pomoci krouzivych pohybli, pfipadné rozetfeno
mikrobiologickou klickou. Ockovano bylo v tripletech. Petriho misky byly umistény do
inkubéatoru o teploté 37 °C a po dobu 24 hodin se nechaly kultivovat. Po 24 hodinach
byly kolonie spocitany.

3.6.7 Pocitani kolonii

Po 24 hodinové kultivaci v inkubatoru byly Petriho misky vyjmuty. Byl spocitan pocet
kolonii v kazdé misce a u tripletd se spocital jejich primér. Nasledn€ byl porovnan
pocet kolonii na standardu a vzorku pro kazdy bakteridlni kmen a jednotlivou metodu

hodnoceni antibakterialni i¢innosti.
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3.7 Modifikovana Christensenova zkumavkova metoda

Po pilotnich testech provedenych pro zjisténi chovani antibakteridlni vrstvy, nanesené
na podlozni skla, vii¢i jednotlivym bakteridlnim kmentim, jejich smési a bakteriim
fyziologického zubniho biofilmu, bylo provedeno testovani antibakteridlni uc¢innosti
vrstvy nanesené na kovovych destickach vii¢i jednotlivym bakterialnim kmentim

v kultiva¢ni ptidé BHI.

Christensenova zkumavkovd metoda slouzi k prokazani schopnosti daného

mikroorganismu tvofit biofilm.

Dalsim testem byl prikaz tzv. planktonickych bun¢k v biofilmu.

3.7.1 Priprava kultiva¢ni pudy BHI

Kultivacni ptida BHI (Brain Heart Infusion Agar) je vyzivné pufrované kultivacni
médium, které obsahuje infuzi mozkové a srdecni tkdn€ a peptony aby dodalo proteiny
a dalsi vyzivné latky nezbytné pro podporu ristu mikroorganismi. Slozeni BHI, které
bylo vyrobeno spole¢nosti FLUKA s dodavatelem Sigma Aldrich spol. s.r.o. je uvedeno
v tab. 4

tab. 4: Slozeni BHI kultiva¢ni pady

Chemikalie Koncentrace
Agar 7,5 g/l
Mozkovy extrakt 3.9 g/l
Dextréza 1,0 g/l
Hydrogen fosfore¢nan disodny Na,HPO, 1,25 g/l
Extrakt srdecni tkané 4,85 g/l
Pepton P 5,0 g/l
Chlorid sodny 2,5 ¢/l

pH 74+0,2

V 500 ml destilované vody bylo rozpusténo 13 g BHI a sterilizovano pii 120 °C po
dobu 15 minut. Po vychladnuti bylo do péti plastovych kontejnerkti (pro kazdy
bakterialni kmen jeden) nalito vzdy 50 ml BHIL.
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3.7.2 Antibakterialni testy

Bakterialni kmeny, které byly oziveny pfii pilotnich testech antibakteridlnich vlastnosti
vrstvy, kterd byla nanesena na podlozni skla viz kapitola 3.6.2, byly znova rozoCkovany
a nakultivovany na kultivacnich padach vhodnych pro danou bakterii pti 37 °C.
Streptococcus salivarius, Streptococcus mutans, Actinomyces odontolyticus na krevnim
agaru a Lactobacillus acidophilus a Lactobacillus casei na MRS agaru. Po 24 hodinach
bylo odebrano ockovaci klickou z Petriho misky cca 10 ul bakterialnich kolonii.
Kolonie byly rozockovany na sterilni Petriho misku s kultivaéni ptidou, standardnim
postupem pomoci roztéri ockovaci klicky. Po dalSich 24 hodinach bylo pomoci 1 pl
ockovaci klicky odebrdno pét kolonii bakteridlniho kmene z kultivaéni pldy
(Obrazek 13) a umisténo do plastového uzaviratelného kontejnerku s 50 ml BHI. Obsah
kontejnerkt byl fadn€ zvortexovan po dobu jedné minuty. Kontejnerky byly umistény

do inkubatoru, pii teploté 37 °C se nechaly kultivovat po dobu 24 hodin.

Obrazek 13: Rozockované bakterialni kolonie na MRS (A) a krevnim agaru (B) [zdroj: autorka]

Po 24 hodinéach bylo BHI s bakterialnimi koloniemi ptelito do péti sklenénych boxt. Do
kazdého boxu byla vlozena kovova desticka bez povrchové ipravy — standard a desticka
s antibakteridlni vrstvou — vzorek a sklenény box byl uzavien vickem. Sklenéné boxy

byly umistény v inkubatoru pfi teploté 37 °C po dobu 72 hodin.

Do sklenéného boxu s bakterialnim kmenem Actinomyces odontolyticus byla ptidana
také treti desticka (Obrazek 14). Tato desticka se od téch predeslych lisila tim, ze pred
samotnym nanesenim vrstvy byla vyleSténa podle postupu v kapitole 3.5.1. Bakterialni

kmen Actinomyces odontolyticus byl vybran z divodi nejvyraznéjsiho pisobeni
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antibakterialni vrstvy, kterd zptisobila u tohoto kmene nejmarkantnéjsi redukci poctu
kolonii jak pro koncentraci bakterialniho inokula 10° CFU/ml, tak také pro koncentraci
10° CFU/ml (viz kapitola 4.3). Le§téna desticka byla pouZita z diivodu provéfeni, zda
lesténi pied samotnym nanesenim antibakteriadlni vrstvy ma vliv na tvorbu biofilmu na

jejim povrchu.

Obrazek 14: Lesténa kovova desticka s antibakterialni vrstvou pied provedenim stéru [zdroj: autorka]

3.7.3 Test planktonickych bunék

Test planktonickych bunék biofilmu byl proveden proto, aby se zjistilo mnozstvi bun¢k,
které nejsou v biofilmové matrix pevné uchyceny, ale na tvorbé biofilmu se aktivné
podileji.

Po inkubaci byly desticky vyjmuty ze sklenénych boxii a opatrné oplachnuty
destilovanou vodou, aby doSlo k odstranéni BHI, které se uchytilo na destickéch.
Desticky zbavené zbytki BHI byly vlozeny do plastového kontejnerku, zde byly
oplachnuty 10 ml fyziologického roztoku, aby doslo k uvolnéni planktonickych bunék,
které nebyly pevné ptichyceny k vrstvé. Po zvortexovani kontejnerku s roztokem byl
odebran 1 ml a vyockovan na Petriho misku s agarem. Streptococcus salivarius,
Streptococcus mutans, Actinomyces odontolyticus na krevni agar a Lactobacillus
acidophilus a Lactobacillus casei na MRS agar. Oc¢kovano bylo v tripletech. Petriho

misky byly umistény do inkubatoru a pfi teploté 37 °C byly kultivovany 24 hodin.
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3.7.4 Stéry

Pro provedeni stérti bylo potieba nejdiive ptipravit fosfatovy pufr s pH 7,2. Ten byl
pripraven smichanim dvou roztokli 0,1 M KH;PO4 a 0,1 M Na,HPOs; - 2 H,O. Prvni
roztok byl vytvoren rozpusténim 3,4025 g KH,PO4 v 250 ml destilované vody. Druhy
roztok byl vytvoren rozpusténim 8,9 g Na,HPOs; - 2 H,O v 500 ml destilované vody.

Fosfatovy pufr vznikl smisenim 150 ml prvniho roztoku s 350 ml druhého roztoku.

Stéry byly provedeny na destickach oplachnutych v destilované vodé s naslednym
oplachem ve fyziologickém roztoku, ktery slouzil pro vyplaveni planktonickych bunék.
Pomoci sterilniho vatového tamponu, ktery byl namocen do fosfatového pufru, byly
provedeny stéry kovové desti¢ky o velikosti (2 x 2) cm (Obrazek 15). Tento postup je
modifikovanou variantou normy CSN ISO 17604 — vysetfeni celkového poctu
mikroorganismil; a vyhlasky MZd 289/207 Sb. v platném znéni - stéry z plochy 10 cm?.
Zalomeny vatovy tampon byl umistén do sterilniho kontejnerku s 10 ml fyziologického
roztoku. Po zvortexovéani byl odebran 1 ml a vyockovan na Petriho misku s agarem.
Streptococcus salivarius, Streptococcus mutans, Actinomyces odontolyticus na krevnim
agaru a Lactobacillus acidophilus a Lactobacillus casei na MRS agaru. Ockovano bylo
v tripletech. Petriho misky byly umistény do inkubatoru a pii teploté 37 °C byly
kultivovany 24 hodin.

Obrazek 15: Kovova desticka s antibakterialni vrstvou po provedeni stéru [zdroj: autorkal]
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4 VYSLEDKY

4.1 Kontaktni uhel

Na kazdy vzorek s antibakteridlni vrstvou bylo naneseno deset kapek ptesné
definovaného objemu 3 pl kapaliny pomoci mikropipety. Kontaktni tthel spole¢né s jeho
smérodatnou odchylkou byl z obrazku kazdé kapky uréen pomoci programu, ktery je
dodavan firmou Kriiss spolecné s pfistrojem. Vysledny kontaktni thel odpovida
praméru ze vSech deseti méteni. Vysledné kontaktni uhly a velikost volné povrchové

energie jsou uvedeny v tab. 5

tab. 5: Kontaktni tthel a volna povrchova energie

Volna povrchova

Voda Dijodomethan .
energie
Vzorek
kontaktni kontaktni
X ° X ° N/ X N/
Ghel [°] 5[] Ghel [°] 517 [mN/m] s, [mN/m]
Podlozni sklo 75,96 1,78 47,26 1,26 41,66 1,45
Kovova desti¢ka 113,24 3,02 70,8 2,12 22,43 1,19

Poznamka: sy je smérodatnd odchylka ptislusného méfeni

4.2 Mechanické vlastnosti

Postup méfeni byl jiz popsan v kapitole 3.5.2. Ctyii vzorky hybridnich vrstev AD30
(ztedéni 1 : 1 IPA) na lesténych kovovych podlozkach byly tazeny metodou dip-coating
Ctyfmi riznymi rychlostmi (2, 4, 6 nebo 15 cm/min) a tepeln€ zpracovany pii 150 °C po
dobu 2 hodin. Vzorky se liSily tloustkou vrstvy, nejten¢i byla vrstva taZena rychlosti

2 cm/min, nejtlustsi (cca 2,8krat tlustsi) taZzena rychlosti 15 cm/min.

V tab. 6 jsou shrnuty vysledky stanoveni nanotvrdosti vtiskovou zkouSkou. Tvrdost H
charakterizuje tvrdost vlastni vrstvy. Jak z vysledkt vyplyva, mimo nejtenci vrstvy, kde
se mohla projevit velmi mala tlouStka vrstvy, jsou hodnoty prakticky konstantni. Pro
predstavu o tvrdosti H téchto vrstev slouzi porovnani s tvrdosti anodicky piipravenych
ochrannych vrstev oxidu hlinitého na hliniku, které obdobnou metodou métili Datcheva
a kol. [45] a jejichz hodnota H se pohybovala v rozmezi 0,7 az 5,1 MPa. Naproti tomu
redukovany modul pruznosti E, silné zavisi na tloust’ce vrstvy a s ristem tlouStky

vrstvy silné klesa.
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tab. 6: Shrnuti vysledkt vtiskové zkousky

Rychlost Redukovany modul

Vzorek taZeni Tvrdost H pruznosti E,
[cm/min] H [GPa] sx [GPa] E, [GPa] sx [GPa]
1 2 2,3 0,2 104 12
2 4 1,9 0,1 90 6
3 6 1,8 0,2 49
4 15 1,9 0,2 38 3

Poznamka: sy je smérodatnd odchylka ptislusného méfeni

Vrypovou zkouskou (scratch testem) je simulovano abrazivni opotfebeni povrchii.

Odezva vrstev na vrypové namahdni byla hodnocena na zidkladé pozorovani
rezidudlnich vrypd a vyhodnoceni zdznamut hloubky a sily. Pro kvantifikaci vrypové
zkousky byly zvoleny dvé kritické sily Lcl a Lc2. Jejich experimentalni hodnoty jsou
uvedeny v tab. 7. Prvni kritickd sila Lcl odpovidéd normalové sile, pfi které je mozno
pozorovat plastickou deformaci. Druha kriticka sila Lc2 reprezentuje pocatek

proskrabnuti vrstvy a odhaleni substratu.

tab. 7: Shrnuti vysledkt vrypové zkousky

Vzorek Rychlost tazeni Kriticka sila Lel Kriticka sila Lc2
[cm/min] Lc [mN] s, [mN] Lc [mN] 5, [mN]

1 2 45 1 51 D

2 4 37 4 66 10

3 6 42 2 69 4

4 15 39 3 59 4

Poznamka: sy je smérodatna odchylka ptisluSného métenti

Primérnim déjem poSkozeni vrstev je postupnd plastickd deformace. Praskdni vrstvy
nebo odtrzeni vrstvy od podkladu nebylo pozorovano. Za danych experimentalnich
podminek dochéazi pouze k postupnému proskrabnuti vrstvy. Hodnoty prvni kritické sily
Lcl reprezentujici pocatky plastické deformace jsou si pro jednotlivé vzorky velmi
blizké. Urcity trend lze pozorovat pro druhou kritickou silu Lc2, kde k proskrabnuti
vrstvy dochazi pozdé&ji pro vzorky tazené vyssimi rychlostmi (s vétsi tloustkou vrstvy).

Rozdil je vS§ak mnohem mensi, nez by odpovidalo rozdilu tloustky vrstvy (az 2,8krat).
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4.3 Testy antibakterialnich vlastnosti vrstvy

Po 24 hodinové kultivaci v inkubatoru byly spocitany narostlé bakteridlni kolonie. Pro
metodu otiski byl pocet kolonii zaznamenan pro koncentraci aplikovaného
bakterialniho inokula 10° CFU/ml do tab. 8 a pro koncentraci 10° CFU/ml do tab. 9.
Vysledek v procentech, ktery se nachazi v tab. 8 pro smés Lactobacillus acidophilus a
Lactobacillus casei oznacuje, jak velka ¢ast otisku na MRS agaru byla po kultivaci
pokryta bakteridlnimi koloniemi. Z divodu jejich vzajemného piekryti nebylo mozné

jednotlivé kolonie spocitat.

tab. 8: Metoda otisk - pocet kolonii, ktery na kultivaéni pidé vyrostl pro koncentraci bakterialniho
inokula 10> CFU/ml, dobu jeho piisobeni 2 h a kultivaci 24 h pii 37 °C

OTISK 10° CFU/ml Standard Vzorek
Streptococcus salivarius 1 1
Streptococcus mutans 0 1
Actinomyces odontolyticus 0 0

S. salivarius + S. mutans + A. odontolyticus 1 0
Lactobacillus acidophilus 0 0
Lactobacillus casei 9 0

L. acidophilus + L. casei 70 % 70 %

tab. 9: Metoda otisk - pocet kolonii, ktery na kultiva¢ni padé vyrostl pro koncentraci bakterialniho
inokula 10> CFU/ml, dobu jeho piisobeni 2 h a kultivaci 24 h pii 37 °C

OTISK 10° CFU/ml Standard Vzorek

Streptococcus salivarius 1 0
Streptococcus mutans

Actinomyces odontolyticus

S. salivarius + S. mutans + A. odontolyticus
Lactobacillus acidophilus

Lactobacillus casei

- o o ~ b~ O
—_— W O O O

L. acidophilus + L. casei

U metody AATCC 100 byl vypocten primér poctu kolonii z vyoCkovanych triplett.
Primérny pocet kolonii byl zlogaritmovan a vynesen do grafii. Graf 1 zobrazuje

logaritmus poc¢tu kolonii pro koncentraci aplikovaného bakteridlniho inokula
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10° CFU/ml. Graf 2 zobrazuje logaritmus po¢tu kolonii pro koncentraci aplikovaného

bakterialniho inokula 10° CFU/ml.

Metoda AATCC 100 byla také pouZzita pro hodnoceni chovani antibakteridlni vrstvy
vuci bakteriim fyziologické zubni mikroflory. Pro tyto testy byla zvolen4 koncentrace
bakterialniho inokula 10® CFU/ml a 10° CFU/ml. Graf 3 zobrazuje porovnani logaritmu

po&tu kolonii pro koncentraci bakterialniho inokula 10* a 10° CFU/ml.

V ptiloze B jsou umistény fotografie Petriho misek po inkubaci. V tab. B - 1 jsou
fotografie kmene Lactobacillus acidophilus, v tab. B - 2 fotografie kmene Lactobacillus
casei, v tab. B - 3 fotografie pro smés L. acidophilus a L. casei a v tab. B - 4 jsou
fotografie bakterii fyziologické zubni mikroflory. Bakteridlni kmeny Streptococcus

salivarius, Streptococcus mutans, Actinomyces odontolyticus foceny nebyly.

3,00

2,50 -

2,00 -

1,50 -

¢ [log(CFU/ml)]

1,00 -

0,50 - I

0,00 T T T T T T T
SS SM AO SS+SM+ LA LC LA+LC  Zubni
AO biofilm

@ Standard ©Vzorek

Graf 1: Metoda AATCC 100, logaritmus poctu kolonii bakteridlnich kment SS — Streptococcus
salivarius, SM — Streptococcus mutans, AO — Actinomyces odontolyticus, LA — Lactobacillus acidophilus
a LC — Lactobacillus casei, jejich smési SS + SM + AO a LA + LC a fyziologické zubni mikroflory, pro
koncentraci aplikovaného inokula 10° CFU/ml, dobu jeho ptisobeni 2 h a kultivaci 24 h pii 37 °C
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Graf 2: : Metoda AATCC 100, logaritmus poctu kolonii bakteridlnich kment SS — Streptococcus
salivarius, SM — Streptococcus mutans, AO — Actinomyces odontolyticus, LA — Lactobacillus acidophilus
a LC — Lactobacillus casei, jejich smési SS + SM + AO a LA + LC, pro koncentraci aplikovaného
inokula 10° CFU/ml, dobu jeho piisobeni 2 h a kultivaci 24 h p¥i 37 °C
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Graf 3: Metoda AATCC 100, logaritmus poctu kolonii fyziologické zubni mikroflory, pro koncentraci
aplikovaného inokula 10 CFU/ml a 10° CFU/ml, dobu jeho ptisobeni 2 h a kultivaci 24 h
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4.4 Mikrobiologie a biofilm

Po vyockovani bakteridlniho inokula a 24 hodinové inkubaci byly narostlé kolonie
spocitany a vysledky byly vyhodnoceny. Pocet kolonii, ktery vyrostl na kultivacni pidé
urcené pro test planktonickych bunék, je zapsan v tab. 10 a pro metodu stérti v tab. 11.
Procentudlni vyjadieni v tabulkdch (tab. 10 a tab. 11) pro bakteridlni kmeny
Lactobacillus acidophilus a Lactobacillus casei urcuji ptiblizny odhad kolik procent
kultiva¢ni pudy (MRS agaru) bylo pokryto bakteriemi. Kolonie nemohly byt piesné
spocitany, jelikoz doSlo kjejich preristani, tudiz vytvorily vétsi jednolité celky

(Obrazek 16). Actinomyces odontolyticus — lesk v tab. 10 a tab. 11 je oznaceni pro

pouziti kovové desticky, kterd byla pfed nanesenim antibakteridlni vrstvy vylesténa.

Obrazek 16: Test planktonickych bunék Lactobacillus acidophilus: A — standard, B — vzorek (obrazek
pro ilustraci chovani bakterialnich kment L. acidophilus a L. casei) [zdroj: autorka]

Bylo také vypocitano procento redukce bakterii R nasledujicim zpisobem:

B—A
R=——+1 1
5 00 (1)

Kde

A... mnozstvi obnovenych bun€k bakterii u upraveného vzorku s nasobkem inokula a

po pozadované dob¢ inkubace

B... mnozstvi obnovenych bun¢k bakterii u neupravené¢ho vzorku s nasobkem inokula a

po pozadované dobé& inkubace
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tab. 10: Test planktonickych bunék - primérny pocet kolonii, ktery na kultivacni pidé narostl po 24 h
inkubaci pii 37 °C; procento redukce bakterii

PLANKTONICKE BUNKY Standard e Vzorek o R [%]
Streptococcus salivarius KV KV 0
Streptococcus mutans KV KV 0
Actinomyces odontolyticus KV KV 0
Actinomyces odontolyticus — lesk KV KV 0
Lactobacillus acidophilus KV 50 % 50
Lactobacillus casei 80 % 65 % 18,75

tab. 11: Metoda stéry - pramérny pocet kolonii, ktery na kultiva¢ni pidé narostl po 24 h inkubaci pfi
37 °C; logaritmus prumérného poétu narostlych bakterii; procento redukce bakterii

Standard Vzorek

STERY R [%]
o log (CFU/ml) o log (CFU/ml)
Streptococcus salivarius 593 2,77 122 2,09 79,43
Streptococcus mutans 750 2,88 273 2,44 63,6
Actinomyces odontolyticus 87 1,94 21 1,32 75,86
A. odontolyticus — lesk 87 1,94 71 1,85 18,39
Lactobacillus acidophilus 45 % 70 % 55,56
Lactobacillus casei 40 % 60 % 50

Pro metodu stéry byl vypocten logaritmus poctu vyrostlych kolonii pro bakteridlni
kmeny Streptococcus salivarius, Streptococcus mutans a Actinomyces odontolyticus
(Graf 4). Logaritmus poctu vyrostlych kolonii pro bakterialni kmeny Lactobacillus
acidophilus a Lactobacillus casei, nebyl zobrazen v grafu, z divodii procentualniho

vyjadieni plochy kultiva¢ni pidy osidlené koloniemi bakterii, nikoliv jejich poctu.

V ptiloze B jsou umistény fotky Petriho misek po inkubaci. V tab. B - 5 jsou fotografie
pro metodu sté€ry a v tab. B - 6 jsou fotografie pro test planktonickych bunék.
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Graf 4: Metoda stéry - logaritmus poctu kolonii bakteridlnich kmenl Streptococcus salivarius,
Streptococcus mutans, Actinomyces odontolyticus, ktery na krevnim agaru narostl po 24 h kultivaci pfi

37°C
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S5 DISKUZE

Byl vytvoien antibakteridlni sol na bézi hybridniho polymeru vzniklym reakci
3-(trimethoxysilyl)propyl methakrylatu (TMSPM) s tetraethyl orthosilikatem (TEOS)
s ptidavkem rozpustnych soli stfibra, médi a zinku metodou sol-gel. Tento sol byl
nanesen na podlozni skla a kovové desticky metodou dip-coating. Rychlost tazeni byla
6 cm/min. Vrstva byla dale testovana z hlediska mechanické odolnosti. Byl urcen
kontaktni thel smaceni a také byly provedeny mikrobiologické testy a testy priikazu

biofilmu, které slouzily ke stanoveni antibakterialnich vlastnosti vrstvy.

Mechanické vlastnosti byly zkoumany pro ctyfi vzorky hybridnich vrstev AD30
s riiznou rychlosti tazeni. Nanotvrdost stanovena vtiskovou zkouskou byla pro vSechny
vrstvy, kromé té nejtenci, kde se mohla projevit velmi mala tloustka vrstvy, konstantni.
Pro vrstvu nataZenou rychlosti 6 cm/min tvrdost odpovidd hodnoté 1,8 GPa.
Z naméfenych dat vSak vyplyva, Ze redukovany model pruznosti E, siln€¢ zavisi na
tloust’ce vrstvy, s rustem tloustky vrstvy siln€ klesa. Pro vrstvu natazenou rychlosti
6 cm/min E; odpovidd hodnoté 49 GPa. V pfipadé hodnoty E, nemame z literatury
porovnani a jeho vyznam se projevi az pfi porovnani s vlastnostmi obdobnych vrstev pii

dalsich testech.

Vrypovou zkouSkou bylo pozorovano pouze postupné proskrabnuti vrstvy, k praskani
nebo odtrzeni vrstvy nedochéazelo. Pocatek plastické deformace vrstvy natazené
rychlosti 6 cm/min byl uré¢en hodnotou prvni kritické sily na 42 mN. K proskrabnuti této
vrstvy doSlo pfi hodnoté druhé kritické sily 69 mN. Z porovnani dat pro jednotlivé
vrstvy vyplyva, Ze tloustka vrstvy neni kritickou hodnotou pro jeji praktické pouziti a

ze adheze vrstvy na kovovém povrchu je vynikajici.

Kontaktni thel smaceni byl méten jak na vrstvé nanesené na podlozni sklo, tak také na
kovoveé desticce. Na kovové desticce dosdhl hodnoty 113° coZ znamena, Ze vrstva
nanesena na kovovou desticku je hydrofobni. Namétfeny kontaktni tthel na vrstvé
nanesené na podlozni sklo byl mensi (75°). Prestoze se kontaktni thel naméfeny na
vrstvé nanesené¢ na podlozni sklo nenachazi v hydrofobni oblasti, nedochazi
k dokonalému smaceni povrchu. Hydrofobicita vrstvy je bezpochyby jeden z faktort,
ktery také pfispiva k jejim antibakteridlnim schopnostem, a to proto, ze hydrofobni
vlastnosti snizuji adhezi mikroorganismii na povrchu, a tudiz dochazi ke sniZeni

kumulace biofilmu.
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Co se tyce antibakterialnich testil, nejprve bylo potfeba ovéfit, jak se vrstva chova vici
mikroorganismiim, které tvoii zubni biofilm. Byly vybrany bakteridlni kmeny
Streptococcus  salivarius,  Streptococcus mutans, Actinomyces  odontolyticus,
Lactobacillus acidophilus a Lactobacillus casei. Testy byly provedeny kvantitativni
metodou AATCC 100 a metodou otiskovou. Nejprve bylo potieba optimalizovat
koncentraci aplikovaného bakteridlniho inokula a dobu jeho piisobeni. Po prvnich
testech s pouzitim koncentrace inokula 10° CFU/ml a doby pisobeni 30 min, byla

koncentrace optimalizovana na hodnotu 10° a 10° CFU/ml a doba ptisobeni na 2 hodiny.

Metodou AATCC 100 bylo prokdzano, ze antibakteridlni vrstva je rizné ucinna.
Nejvétsi redukce poctu bakterii byla pozorovana pro bakteridlni kmen Actinomyces
odontolyticus, ktera doséhla pro obé& koncentrace inokula 10> a 10° CFU/ml hodnot
vyssich nez 75 %. Redukce poctu bakterii kmene Lactobacillus acidophilus pti pouZiti
inokula o koncentraci 10° CFU/ml byla 50 % a upouziti inokula o koncentraci
10° CFU/ml byla redukce podtu bakterii dokonce 92 %. U ostatnich bakterialnich
kment se redukce poctu bakterii pohybovala mezi 13—-50 %. Redukce poctu bakterii pro
smés Streptococcus salivarius, Streptococcus mutans a Actinomyces odontolyticus byla
24 % pii koncentraci 10° CFU/ml, u koncentrace inokula 10° CFU/ml viak prokazéna
nebyla. Pro smés Lactobacillus acidophilus a Lactobacillus casei dosahla redukce poctu

bakterii pii koncentraci 10° CFU/ml 33 % a pii koncentraci 10° CFU/ml 29 %.

Chovani vrstvy vii€i bakteriim fyziologického zubniho biofilmu bylo také zkoumano
pouzitim metody AATCC 100. Koncentrace pouzitého inokula byly 10° CFU/ml a
10° CFU/ml a doba pusobeni inokula byla 2 hodiny. Redukce poétu bakterii pii
koncentraci 10° CFU/ml byla 50 % pii pouziti inokula s koncentraci 10° CFU/ml
dosahla dokonce 100 %.

Vysledky metody otiskdi, jsou obtizn€ interpretovatelné, z divodu malého poctu
bakterialnich kolonii, které¢ na kultivacni piidé vyrostly jak po otisku na standardu tak

také na vzorku.
Po zjisténi chovani antibakteridlni vrstvy viici jednotlivym bakterialnim kmentm, jejich
smési a fyziologickému zubnimu biofilmu, pfislo na fadu testovani schopnosti daného

mikroorganismu tvofit na vrstvé biofilm. Tyto testy probihaly s vrstvami nanesenymi na

kovové desticky. Desticky byly umistény do BHI do kterého bylo pfedem umisténo pét
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bakterialnich kolonii a 24 h inkubovano. Desticky byly v BHI ponechény 72 hodin pfti
teploté 37 °C a poté prob¢&hly testy planktonickych bunék a stéry.

Pro vSechny bakteridlni kmeny kromé Lactobacillus acidophilus a Lactobacillus casei
byly po testech planktonickych bunék Petriho misky s kultiva¢ni ptidou, jak pro vzorek,
tak pro standard, osidleny kompaktnim vysevem bakterii. U bakteridlniho kmene
Lactobacillus acidophilus byl pocet vyrostlych kolonii u vzorku o 50 % nizsi nez u
standardu. U bakteridlniho kmene Lactobacillus casei bylo u vzorku o 19 % méné

bakterialnich kolonii nezli na standardu.

U metody stéri se redukce poctu bakterii pohybovala mezi 63—-80 % pro bakteridlni
kmeny Streptococcus salivarius, Streptococcus mutans a Actinomyces odontolyticus.
AvsSak vrstva nanesend na lesténé desticce prokdzala redukci poctu bakterii Actinomyces
odontolyticus pouze 18 %. Tento vysledek je v rozporu s teorii (i se ziskanymi vysledky
na nelesténych substratech), ktera tikd, Zze ¢im je povrch hladsi, tim je adheze
mikroorganismt niz8i. Pti aplikaci antibakteridlniho solu a jeho tepelné polymeraci,
pravdépodobné doslo ke zménam, které se projevily negativné na biologickych
vlastnostech nanovrstvy. Tento efekt je velmi zajimavy, a proto bude dale studovan
v diplomové praci presto, ze se nepredpoklada, ze by byly substraty pro jednotlivé dily

rovnatek, leStény.

U bakterialnich kmentd Lactobacillus acidophilus a Lactobacillus casei redukce poctu
bakterii prokazana nebyla, u vzorku byl pozorovan cca 50% narhst poctu bakteridlnich
kolonii vzhledem ke standardu, tento vysledek je vSak pouze ptiblizny z divoda
obtizného uréeni poctu narostlych kolonii. Je to mozna zptisobeno také tim, Ze na
vzorku bylo vice biofilmu, ktery byl pfichyceny na povrchu, nez na standardu, a proto
se nevyplavilo vice planktonickych buné€k, ale zlstalo jich vice pfichycenych na
povrchu vzorku. Mensi pocet planktonickych bunék mohl byt zplsoben také tim, ze se

testované bakterie v biofilmu nemnozily dostatecné rychle.
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6 ZAVER

Bylo prokazano, ze antibakterialni vrstva ma rtiznou ucinnost k jednotlivym vybranym
bakterialnim kmentim a k jejich smésim. Dle ziskanych vysledkl 1ze konstatovat, ze
inhibuje rust jednotlivych bakterialnich kment a zamezuje tvorbé biofilmu. Dosazené
vysledky jsou unikatni a jedine¢né, avSak vyzkum chovéni vrstvy je stale na zacatku a

bude nutné provést dalsi testy.

Pro nasledujici vyzkum bude pokracovano ve spolupraci se Stomatologickou klinikou
1. LF UK a VFN Univerzita Karlova Praha. Antibakteridlni vrstva bude podrobena
dal§imu testovani mikrobidlniho biofilmu — planktonické buiiky a stéry u bakterialnich
kment Streptococcus salivarius, Streptococcus mutans, Actinomyces odontolyticus,
Lactobacillus acidophilus a Lactobacillus casei. Protoze biofilm neni tvofen pouze
jednotlivymi bakteridlnimi kmeny, ale vzdy jejich smési, budou tyto biofilmové smési
testovany a rozsifeny o dalsi bakteridlni kmeny. Testy budou rozsifeny i barvenim
biofilmu k urceni biofilm pozitivnich a biofilm negativnich bakteridlnich kment pomoci

Christensenovy metody.

Z hlediska mechanické odolnosti vrstvy bude pozornost vénovana poctu simulovanych
Cisticich cykli a druhu pouzité zubni pasty. Vybér zubnich past by mél zahrnovat
hlavné ty druhy past, které jsou primarné¢ doporucovany uzivatelim ortodontickych

pomtcek.

V neposledni fadé by mélo dojit k testiim postupného uvoliovani iontll z vrstvy. Bude
simulovana Ustni tekutina (sliny) a v navrZzeném casovém horizontu bude studovéano

uvoliiovani iontl a doba G¢innosti nanovrstvy.

Porovnani vlastnosti antibakteridlni nanovrstvy AD30 se soucasnym stavem vrstev,
které jsou schopny odoldvat zubnimu biofilmu, viz kapitola 2.8, neni jednoduché
z diivodu odlisnych metod zkouméni vlastnosti. Co se tycCe tvrdosti antibakteridlni
vrstvy AD30 (1,8 GPa) je mensi nezli tvrdost vrstvy Ag-Pt 270 HV, coz je v pfepoctu
2,65 GPa. Kontaktni thel byl zméfen u vrstvy PTFE (120°) a vrstvy z organosiland, kde
zalezelo, zda nerezova desticka byla pfed nanesenim vrstvy opiskovana nebo ne. U
opiskované desti€ky byl kontaktni thel 122,6° u neopiskované 107,4°, u této vrstvy
bylo také zjisténo, Ze retence biofilmu exponencialné klesd se vzriistajici hodnotou
kontaktniho uhlu. Kontaktni thel vrstvy AD30 nanesené na nerezovou desticku byl

113° coz se nachazi v rozmezi kontaktnich uhlu vrstvy PTFE a vrstvy organosilant na
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neopiskované nerezové desticce. Vzhledem k odliSnym metoddm mikrobiologickych
testll nelze zcela pfesné porovnat antibakteridlni vlastnosti vrstvy AD30 s vrstvami,

jejichz vlastnosti jsou zkoumany v kapitole 2.8.
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B Fotodokumentace

tab. B - 1: Metoda AATCC 100; fotografie kmene Lactobacillus acidophilus koncentrace aplikovaného
inokula 10° a 10° CFU/ml

AATCC 100 — Lactobacillus acidophilus

LA 10° CFU/ ml LA 10° CFU/ ml LA 10° CFU/ ml
standard vzorek standard

LA 10° CFU/ ml
vzorek
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tab. B - 2: Metoda AATCC 100; fotografie kmene Lactobacillus casei koncentrace aplikovaného inokula
10’ a 10° CFU/ml

AATCC 100 — Lactobacillus casei

LC 10° CFU/ ml
standard

LC 10° CFU/ ml
vzorek

LC 10° CFU/ ml
standard

LC 10° CFU/ ml
vzorek
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tab. B - 3: Mectoda AATCC 100; fotografie smési Lactobacillus acidophilus a Lactobacillus casei
koncentrace aplikovaného inokula 10° a 10° CFU/ml

AATCC 100 — smés Lactobacillus acidophilus a Lactobacillus casei

LA + LC 10° CFU/ ml LA + LC 10° CFU/ ml LA + LC 10° CFU/ ml
standard vzorek standard

LA + LC 10° CFU/ ml
vzorek
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tab. B - 4: Metoda AATCC 100; fotografie bakterii fyziologické zubni mikroflory koncentrace
aplikovaného inokula 10° a 10* CFU/ml

AATCC 100 — Fyziologicka zubni mikroflora

10° CFU/ml 10® CFU/ml 102 CFU/ml . .
Vytér povrchu zubi
standard vzorek standard

10° CFU/ml
vzorek
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tab. B - 5: Biofilm, metoda testovani stéry; fotografie bakterialnich kmend Streptococcus
Streptococcus mutans a Actinomyces odontolyticus

salivarius,

Standard Vzorek

warius

Streptococcus sall

Stl‘eptOCOCCMS mutans

Actinomyces odontolyticus

k

eny vzore

v

Actinomyces odontolyticus —
lestény
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tab. B - 6: Biofilm, metoda testovani planktonickych buné¢k; fotografie bakteridlnich kment
Streptococcus salivarius, Streptococcus mutans a Actinomyces odontolyticus

Standard Vzorek

warius

Streptococcus mutans Streptococcus sall

Actinomyces odontolyticus

k

ény vzore

lesté

Actinomyces odontolyticus —
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