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ABSTRAKT 

Tato diplomová práce se zabývá přípravou mikrotitračních destiček potažených polyanili-

novými filmy a sledováním adheze buněk a tvorby biofilmu vybraných kmenů biofilmpo-

zitivních bakterií na povrch takto upravených destiček. Teoretická část je zaměřena na 

vlastnosti polyanilinu, tvorbu biofilmu a bakterie schopné tvořit biofilm. Praktická část 

zahrnuje přípravu mikrotitračních destiček s polyanilinovými filmy a sledování vlivu toho-

to polymeru na tvorbu biofilmu u grampozitivních a gramnegativních bakterií. 
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ABSTRACT 

This thesis work deals with the preparation of the microtiter plates covered by the polyani-

line films and with the monitoring of the cell adhesion and the biofilm production by the 

selected strains of the biofilmpositive bacteria to the surface of this prepared plates. The 

theoretical part characterizes the polyaniline, the biofilm and the bacteria able to form the 

biofilm. The practical part consist of the microtiter plates with polyaniline films preparati-

on and the monitoring of the influence of this polymer on the biofilm formation in grampo-

stive bacteria and gramnegative bacteria. 
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ÚVOD 

Polyanilin patří mezi vodivé polymery, které jsou tvořeny systémem konjugovaných dvoj-

ných vazeb. Jeho základní jednotkou je anilin a existuje v různých formách lišících se 

stupněm oxidace nebo protonace. Jednotlivé formy polyanilinu (např. pernigranilin, eme-

radlin nebo leukoemeraldin) se vyznačují odlišnými vlastnostmi - zbarvením, stabilitou i 

elektrickými vlastnostmi. Jeho příprava je založena na oxidaci anilinu peroxodisíranem 

amonným v kyselém vodném prostředí. Jednoduchost přípravy a stabilita produktu jsou 

jednou z příčin rostoucího zájmu o polyanilin. Atraktivní je také schopnost tohoto polyme-

ru tvořit tenké filmy. Polyanilinovým filmem se mohou potahovat povrchy polymerů, skla, 

silikátů či ušlechtilých kovů. Polyanilin má široké využití v různých průmyslových odvět-

vích nebo v oblasti biomedicínských aplikací. Poměrně nedávno bylo zjištěno, že koloidní 

polyanilin může mít vliv na růst bakteriálních buněk. Cílem této práce je sledovat schop-

nost tvorby biofilmu u bakterií na mikrotitračních destičkách s polyanilinovými filmy. 

Biofilm je výsledek adherence mikroorganizmů na různé povrchy. V planktonické formě 

neměly bakterie tak výhodné vlastnosti a začaly tvořit tuto aktivní biologickou vrstvu. Mo-

hou se přichytávat na podkladech ze všech možných materiálů, na nichž pak vznikají shlu-

ky mikroorganizmů, které následně produkují sliz, tvořený extracelulární polymerní sub-

stancí. Tato substance poskytuje bakteriím v biofilmu ochranu a zabraňuje přístupu bioci-

dů, toxinů a dalších antimikrobních látek a chrání je před vysycháním. Bakterie jsou tak 

odolnější vůči nepříznivým podmínkám a je těžké je ve formě biofilmu zlikvidovat a tak 

způsobují problémy v různých odvětvích průmyslu.  

Biofilm má i pozitivní využití v mnoha odvětvích jako je potravinářství, např. při výrobě 

mléčných výrobků, obzvláště různých druhů sýrů, a při výrobě alkoholických nápojů apod. 

Dále se využívá při čištění vod nebo při zmírnění znečistění půd. 

V praktické části se zabývám přípravou polyanilinových filmů, kterými byly potahovány 

mikrotitrační destičky, do kterých byly následně pipetovány suspenze biofilmpozitivních 

kmenů bakterií a byl zkoumán vliv tohoto polymeru na adhezi mikrobiálních buněk na 

takto modifikovaný povrch polystyrenových mikrotitračních destiček.  
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I.  TEORETICKÁ ČÁST 
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1 VODIVÉ POLYMERY 

Polymery lze definovat jako přírodní nebo syntetické látky, jejichž makromolekula je tvo-

řena z dlouhých řetězců opakujících se konstitučních jednotek. Běžné polymery, jako je 

například polyetylen nebo polyvinylchlorid, jsou nevodivé, a lze je využít jako výborné 

elektrické izolanty. Vedle nevodivých polymerů existují i polymery vodivé. Příkladem 

může být polyacetylen, poly-trans-acetylen, polythiofen, poly(p-fenylen), polypyrrol, po-

ly(p-fenylenvinylen) nebo polyanilin (Obr.1). Vodivé polymery jsou tvořeny systémem 

konjugovaných dvojných vazeb, tzn. že v jejich struktuře se pravidelně střídají jednoduché 

a dvojné vazby. Vedle konjugace je dalším nezbytným předpokladem vysoké elektrické 

vodivosti přítomnost nositelů náboje. Tyto nosiče zprostředkovávají transport náboje po 

řetězci. Vznikají procesem, který je v analogii s klasickými polovodiči nazýván dopová-

ním. U dopování anorganických a organických polovodičů je však podstatný rozdíl. U 

anorganických polovodičů výrazně ovlivňují elektrické vlastnosti již stopové koncentrace 

dopující látky, zatímco u polymerů jsou požadované koncentrace řádově vyšší. Elektrická 

vodivost těchto polymerů se pohybuje v rozmezí 0,01-30 S.cm
-1

.  

Strukturně nejjednodušším a také nejčastěji studovaným vodivým polymerem je polyacety-

len. Při dopování polyacetylenových filmů parami jodu lze získat produkty o měrné vodi-

vosti srovnatelné s parametry anorganických polovodičů. I přes vysokou vodivost poly-

acetylenu je však v současné době pozornost směřována spíše na mnohem stabilnější kon-

jugované polymery polyanilin a polypyrrol. Možných aplikací vodivých polymerů je celá 

řada a pro mnohé z nich není rozhodující samotná vodivost. Obecně lze říci, že vodivé 

polymery v sobě spojují elektrické vlastnosti polovodičů s mechanickými a užitnými vlast-

nostmi polymerů. Velmi zajímavá je také schopnost těchto polymerů měnit svou strukturu, 

a tedy i své vlastnosti, v reakci na podmínky okolního prostředí. Významné mohou být i 

vlastnosti optické, biokompatibilita či biodegradace. [1], [2], [3], [4], [5] 
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1.1 Polyanilin 

Polyanilin (PANI) je jedním z nejběžnějších a nejvíce studovaných vodivých polymerů. 

Kromě vodivosti je polyanilin zajímavý různou morfologií vznikající v závislosti na poly-

meračních podmínkách. Existuje ve třech formách, tj. pernigranilin, emeraldin a leukoeme- 

raldin. PANI má mnoho výhod, jako je snadná syntéza, nízká cena a dobrá stabilita. [6], [7] 

Využití PANI v biologických aplikacích je do značné míry omezeno nízkou rozpustnosti 

práškového PANI ve vodných médiích. V současné době však bylo navrženo několik mož-

ných řešení, a to jednak kopolymerizace PANI [8] nebo protonace kyselinami s delšími 

alkylovými řetězci, což by mohlo vést ke zvýšení jeho rozpustnosti v různých rozpouště-

dlech [9]. Dalším možným řešením je příprava koloidních disperzí tohoto vodivého poly-

meru. [10], [11], [12] 

 

Obr. 1. Nejdůležitější vodivé polymery a 

jejich strukturní vzorce. [1] 
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1.1.1 Historie polyanilinu 

Polyanilin je pravděpodobně nejstarším syntetickým organickým polymerem. Připravuje se 

oxidací anilinu. Anilin byl získán jako produkt pyrolytické destilace indiga v roce 1826 

německým chemikem Unverdorbenem. Při studiu chemických vlastností anilinu byly již 

roku 1840 popsány zelené oxidační produkty, které jsou dnes nazývány polyanilinem. 

V roce 1856 připravil britský chemik Perkin oxidací anilinu první syntetické průmyslově 

vyráběné barvivo, mauvein, které je s polyanilinem historicky i strukturně spjato. V roce 

1862 britský profesor chemie Letheby při toxikologické identifikaci anilinu provedl elek-

trochemickou oxidaci, která vedla po alkalizaci k modrému zabarvení produktu typickému 

pro polyanilinovou bázi. Britští chemici Green a Woodhead  v roce 1910 navrhli pro oxi-

dační produkty anilinu strukturu oktameru; polymerní charakter produktů oxidace anilinu 

byla prokázána až mnohem později. Oxidační formy pojmenovali leukoemeraldin, emeral-

din a pernigranilin a tyto názvy jsou dnes používány i pro odpovídající polymery. Polyani-

linové řetězce jsou složeny ze stovek anilinových konstitučních jednotek a jedná se teda o 

plnohodnotné polymery. V Československu byly v roce 1968 syntetické postupy vedoucí 

k polyanilinu popsány Honzlem a spol. Rostoucí zájem o vodivé polymery se projevil až 

na konci 70. let 20. století poté, co byly publikovány práce o polyacetylenu. [1], [13] 

 

1.1.2 Struktura a formy polyanilinu 

Polyanilin, jehož základní stavební jednotkou je anilin, vytváří lineární řetězce vázané přes 

skupinu –NH (Obr.2). Může běžně existovat v několika formách, které se navzájem liší 

stupněm oxidace nebo protonace. Odebráním nebo dodáním elektronů chemickou, či elek-

trochemickou oxidací a redukcí lze získat formy polyanilinu s různou chemickou struktu-

rou, stabilitou, zbarvením a elektrickými vlastnostmi. Tyto formy jsou označovány jako 

emeraldin, leukoemeraldin a pernigranilin. Nejběžnějšími formami jsou vodivá, zeleně 

zbarvená polyanilinová (emeraldinová) sůl a nevodivá, modrá báze. K přechodu mezi tě-

mito dvěma formami dochází při pH 5 - 6 a vodivost polyanilinu tímto přechodem klesá 

z jednotek S.cm
-1

 na 10
-9

 S.cm
-1

. Obě uvedené formy se liší ne jen z hlediska elektrických 

vlastností, ale odlišují se i svým chováním při kontaktu s živými organizmy, tkáněmi či 

jednotlivými buňkami. [1], [14], [15], [16] 
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Obr. 2. Strukturní vzorec polyanilinové báze. [1] 

 

Jednotlivé formy polyanilinu jsou znázorněny na Obr. 3. Jak již bylo uvedeno výše, zá-

kladní stabilní formou je zelený emeraldin, který může být oxidován na pernigranilin nebo 

redukován na leukoemeraldin. U emeraldinu a pernigranilinu existuje rovněž vždy proto-

novaná forma a odpovídající báze. [1] 

 

 

 

Obr. 3. Formy polyanilinu. [1] 
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1.1.3 Příprava polyanilinu 

Polyanilin se připravuje oxidací anilinu peroxodisíranem amonným v kyselém vodném 

prostředí (Obr.4). Reakce probíhá na vzduchu v otevřené nádobě, při laboratorní teplotě, 

bez nutnosti zahřívání nebo míchání, s prakticky stoprocentním výtěžkem. Je exotermní a 

je ukončena během několika minut. Získaný produkt, polyanilin, se pak z reakční směsi 

oddělí filtrací. Standardní polymerace anilinu v silně kyselém prostředí poskytuje granu-

lární strukturu. Pokud je však polymeraci provedena ve vodě nebo v mírně kyselém pro-

středí kyseliny octové, jsou v produktu přítomny polyanilinové nanotrubky. Jejich průměr 

je 100-200 nm a délka dosahuje až několik mikrometrů.  

Polyanilin se standardně připravuje oxidací 0,2 M anilinu hydrochloridu pomocí 0,25 M 

peroxodisíranem amonným. Rozpustí se 2,59 g (20 mmol) anilinu hydrochloridu v 50 ml 

vody, odděleně 5,71 g (25 mmol) peroxodisíranu amonného rovněž v 50 ml vody. Násled-

ně se oba roztoky smísí. Ve směsi začnou po chvíli vznikat anilinové oligomery a směs 

zmodrá. Zabarvení se prohlubuje, tvoří se pernigranilinová forma polyanilinu, která začne 

po skončení polymerace přecházet na tmavozelený emeraldin. Polymerace proběhne při 

laboratorní teplo přibližně za 10 minut a teplota reakční směsi vzroste z 20 °C na 38 °C. 

Sraženina polyanilinu se poté promyje zředěnou (0,2 M) kyselinou chlorovodíkovou a ná-

sledně i acetonem nebo etanolem. Produkt se usuší na vzduchu. Takto připravený polyani-

lin (emeraldin) má vodivost 4 S.cm
-1

.  

Jestliže při oxidaci anilinu je do reakční směsi ponořen předmět, který je stály v kyselém 

prostředí, vytvoří se na jeho povrchu vodivý polyanilinový film o tloušťce cca 100 nm. 

Takto lze modifikovat prakticky libovolný povrch (sklo, textilní tkanina). [1], [6], [7], [15] 

 

Obr. 4. Oxidace anilinu peroxodisíranem amonným v kyselém prostředí – vznik 

polyanilinu. [1] 
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1.1.4 Polyanilinové filmy  

Jak již bylo uvedeno, v praxi se může jakýkoliv substrát, který je přítomný v reakční směsi 

anilin hydrochloridu a peroxosíranu amonného, potáhnout tenkým filmem polyanilinu 

(Obr.5). Mohou se používat povrchy různých polymerů, skla, silikátu nebo ušlechtilých 

kovů. Polyanilinem se potahují i další materiály, například polymerní vlákna, textil, uhlí-

kové nanotrubky, dřevěné piliny a další. 

Povrchy upravené polyanilinem se pak mohou použít na výrobu senzorů, elektrod, dále 

jako vodivá výplň, katalyzátory organických reakcí a ochrana před korozí. [16], [17] 

 

 

Obr. 5. Tvorba tenkých polyanilinových  

filmů. [18] 

                             

 

1.1.5 Mechanizmus tvorby filmů 

Oxidací anilinu v kyselém prostředí se nejprve tvoří anilinové oligomery, které jsou více 

hydrofobní než původní anilin a mají tendenci se separovat z vodného média, tzn. že se 

adsorbují na vhodný povrch, který je v kontaktu s vodnou fází. Adsorbované oligomery 

pak lépe a snáze zahájí růst polyanilinových řetězců. To je princip heterogenní katalýzy, u 

níž se předpokládá, že reaktivita adsorbovaných molekul může být zvýšena díky změně 

distribuce elektronové hustoty. 

Experimentálně bylo zjištěno, že polymerace na površích předchází polymeraci, která pro-

bíhá v celém objemu reakční směsi. První polyanilinový řetězec, který se ukotví na po-

vrchu, dále slouží jako jádro budoucího filmu. Další oligomery se adsorbují blízko tohoto 

jádra a stimulují růst dalších polyanilinových řetězců, které na povrchu rostou a tvoří tak 

film. Řetězce jsou orientovány kolmo k povrchu (Obr.6). [16] 
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Obr. 6. Model tvorby filmu: (a) anilinové oligomery (otevřené kruhy) se adsorbují 

na dostupném rozhraní a (b) stimulují růst polyanilinových řetězců (silná čára). 

Tvoří se zárodek. (c) Další polyanilinové řetězce rostou v důsledku automatického 

zrychlení mechanismu v blízkosti zárodku. Film se šíří po povrchu. [16] 

 

 

 

S podobným mechanismem se lze setkat i při tvorbě koloidních částic, které jsou produk-

tem polymerace anilinu v médiu obsahujícím stabilizátor, což je ve vodě rozpustný poly-

mer. Na polymerní řetězec se adsorbují anilinové oligomery, které vyváří zárodek polyani-

linového řetězce. Může nastat situace, že se do blízkosti rostoucí částice dostane další čás-

tice stabilizátoru a vznikne tak vnější obal, který brání agregaci částic. [19] 

Na Obr.7 je znázorněn mechanismus tvorby koloidních disperzních částic. (a) Anilinové 

oligomery vznikají ve vodném reakčním médiu obsahujícím ve vodě rozpustný polymer, 

stérický stabilizátor (tenká čára). (b) Oligomery adsorbující se na stabilizátor stimulují růst 

polyanilinového řetězce (silná čára) (c) Polymerace anilinu probíhá v blízkosti již existují-

cích polyanilinových řetězců. Polyanilinové makromolekuly ukotvené na stabilizujícím 

polymerním řetězci tvoří koloidní disperzní částice. [19] 
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Obr. 7. Tvorba koloidních disperzních částic. [19] 

 

1.1.6 Využití polyanilinu 

Polyanilin je jedním z vodivých polymerů, pro něž se hledalo využití především s ohledem 

na jejich schopnost reagovat změnou elektrické vodivosti na vnější stimuly. Tato schopnost 

vedla k aplikacím v oblasti senzorů, antikorozních nátěrů, katalýzy organických reakcí či 

palivových článků. Velmi zajímavé a slibné je využití polyanilinu v oblasti biomedicín-

ských aplikací, kde se vývoj a výzkum soustřeďuje především na jeho uplatnění v regene-

raci srdeční či nervové tkáně. Na Obr.8 lze vidět strukturní vzorce pro vodivou polyanili-

novou sůl a nevodivou polyanilinovou bázi. [14] 

 

 

Obr. 8. Vodivá polyanilinová sůl a nevodivá  

polyanilinová báze. [14] 
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Dále se využívají i optické vlastnosti vodivých polymerů, např. jejich barevnost, která sou-

visí se systémem konjugovaných vazeb ve vodivých polymerech. Příkladem jsou aditiva 

do recyklovaných plastů. Jejich zbarvení, které není přímo definovatelné, lze sjednotit pří-

davkem vodivého, a zároveň intenzivně barevného polymeru. Změny optické absorpce 

polyanilinu při vloženém elektrickém potenciálu se uplatňují v zobrazovací technice, např. 

elektronické tapety či zobrazovací okna, která jsou schopna proměny na přání uživatele. 

Dále se tento princip využívá při vývoji ,,neviditelných“ letadel, která mohou měnit zabar-

vení v závislosti na pozadí, na němž se pohybují. V analytické oblasti má barevnost vý-

znamnou roli při použití polymerních koloidů jako značkovacích částic při separačních 

experimentech. Dále byly navrženy optické senzory na bázi polyanilinu, které indukují 

změny kyselosti. 

Redukční účinek polyanilinu může být použit pro izolaci ušlechtilých kovů z odpadních 

vod. Polyanilin je rovněž používán pro zvýšení katalytické účinnosti paládiových a plati-

nových katalyzátorů při hydrogenačních reakcích. [1] 

Směs PANI s nanovlákny z CuGeO3 se používá jako skleněné karbonové elektrody modi-

fikované materiály pro elektrochemické stanovení kyseliny benzoové v neutrálním rozto-

ku. [20] 

Díky svým příhodným vlastnostem získal PANI značnou pozornost jak na akademické 

půdě, tak v průmyslových odvětvích. Používá se k výrobě řady užitečných zařízení, včetně 

lehkých bateriových elektrod, elektromagnetických stínících zařízení, antikorozních nátěrů, 

senzorů, světelných diod, infračervených polarizátorů, uhlíkových nanotrubek a elek-

trochromových displejů. [21], [22], [23] 

 

1.2 Antimikrobní účinky polyanilinu 

K polymerům, které mají antimikrobní účinky a inhibují růst mikroorganizmů, můžeme 

zařadit i některé druhy polymerů vodivých, ke kterým řadíme i polyanilin. Studií, zabýva-

jící se touto problematikou, je jen malé množství. Antibakteriální účinky koloidního poly-

anilinu nebyly zatím v odborné literatuře podrobněji popsány. Studie se spíše zaměřují na 

běžný, polymerní a práškový polyanilin. 

V roce 2014 byl však vydán článek, který se zabývá antibakteriálními účinky koloidních 

polyanilinových disperzí. Koloidní polyanilin patří mezi nejslibnější aplikované formy 
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vodivých polymerů. Testy antibakteriální aktivity byly prováděny na buňkách ošetřených 

disperzí koloidního polyanilinu. Antibakteriální účinek koloidního polyanilinu proti gram-

pozitivním a gramnegativních bakteriím byl nejvýraznější u Bacillus cereus a Escherichia 

coli. 

Citlivost bakterií vůči koloidnímu polyanilinu je nejspíše závislá na druhu. Výsledky této 

studie ukázaly, že růst gramnegativní bakterie Escherichia coli byl nepatrně snížen z 8,6 na 

8,4 log CFU/ml působením koloidního polyanilinu o koncetraci 2000 μg/ml a úplná inhibi-

ce byla pozorována při koncentraci 3500 μg/ml. Pseudomonas aeruginosa, která je rovněž 

gramnegativní, byla nejodolnější bakterií. Koloidní polyanilin v koncentraci 3500 μg/ml 

způsobil pokles pouze o dva řády z 8,9 na 6,9 log CFU/ml. Antibakteriální efekt byl zpozo-

rován až v nejvyšší testované koncentraci (8500 μg/ml). U grampozitivní bakterie Staphy-

lococcus aureus byl obdobný jako u Pseudomonas aeruginosa, kde byla větší antimikrobní 

aktivita zjištěna při koncetraci 8500 μg/ml. Ale na rozdíl od Pseudomonas aeruginosa se u 

této grampozitivní bakterie prokázala inhibice i při nižší testované koncentraci koloidního 

polyanilinu (3500 μg/ml). Další testovaná grampozitivní bakterie Bacillus cereus byla zce-

la inhibována po použití koloidního polyanilinu při koncentraci 3500 μg/ml, obdobně jako 

tomu bylo u E. coli. [10] 

V roce 2011 Gizdavic-Nikolaidis a kol. testovali vlastnosti funkcionalizovaných a stan-

dardních polyanilinů na bakteriálních buňkách. Všechny výsledky prokázaly antimikrobní 

účinky tohoto polymeru. Už nižší koncentrace funkcializovaného PANI silně inhibovaly 

růst divokých kmenů E. coli, Pseudomonas aeruginosa a Staphylococcus aureus. [24] 

V další práci Gizdavic-Nikolaidise a kol. (2012) byly předmětem antimikrobní vlastnosti 

ne jen samotného polyanilinu, ale i jeho acetonem extrahovaných oligomerů, u nichž byly 

rovněž prokázány inhibiční účinky na gramnegativní,i grampozitivní bakterie a mikrosko-

pické houby. [25] 
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2 BIOFILM 

2.1 Historie biofilmu 

V roce 1676 se Antony von Leeuwenhoek, nizozemský přírodovědec a průkopník mikro-

skopie, zabýval myšlenkou bakterií přisedlých k povrchu. Pomocí mikroskopu pozoroval 

buňky zubního plaku. Polovina 19. a 20. století byla považována za ,,zlatý věk bakteriolo-

gie“. Studovaly se však jen planktonické formy organizmů. Sto let od dob Roberta Kocha a 

Louise Pasteura došlo ve vědě k velkým pokrokům. Dříve nikoho nenapadlo, že by bakte-

rie mohly růst jinak, než jako volně se vznášející v tekutém prostředí nebo jako kolonie 

rostoucí na agaru. Až v roce 1935 Zobel jako první použil přímou mikroskopii 

k pozorování biofilmu u mořských bakterií. V roce 1978 přírodovědec John William 

Costerton upozornil na všudypřítomnost biofilmu. Přírodovědci Costerton, Stewart a Gree-

nberg v roce 1999 prokázali účast biofilmu v perzistentních infekcích. První studie zabýva-

jící se biofilmy se objevily již asi před 30 lety. V dnešní době se biofilmem zabývá pře-

vážně lékařská mikrobiologie. [26], [27], [28] 

 

2.2 Definice a složení biofilmu 

Bakterie v přírodních populacích jeví zřetelnou tendenci přisedat k nejrůznějším po-

vrchům. Tvoří komplikované struktury a společenstva buněk - „biofilmy“. Existence 

v biofilmu je pro bakterie z mnoha důvodů výhodnější a ve většině prostředí je také zá-

kladním způsobem jejich přirozeného výskytu. Předpokládá se, že v přirozeném prostředí 

je život mikroorganizmů ve formě čistých planktonických kultur spíše výjimečný, a 95 - 99 

% mikroorganizmů se vyskytuje ve formě biofilmů [28], [29], [30], [31] 

V literatuře lze nalézt různé definice biofilmu. Jako biofilm je zpravidla označována aktiv-

ní biologická vrstva složená z mikroorganizmů (bakterií, řas, hub, prvoků, mnohobuněč-

ných) a jejich extracelulárních polymerních produktů, která je přichycena na povrchu nej-

různějších podkladů, které jsou v kontaktu s vodou. [31] 

Novější definice zahrnují rovněž fyziologické vlastnosti organizmů biofilmu a schopnost 

transkripce genů. Biofilm lze charakterizovat jako přisedlé společenstvo mikroorganizmů, 

ve kterém jsou jednotlivé buňky přichyceny k podkladu nebo jedna k druhé, jsou obklope-

ny matricí extracelulárních polymerních látek produkovaných těmito buňkami, které dále 

vykazují odlišný fenotyp s ohledem na rychlost růstu a transkripci genů. [31] 
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Biofilm je možné popsat i jako výsledek adherence mikroorganizmů na povrchy různého 

materiálu, které mohou být umělé či nativní. Biofilmy lze nalézt například na povrchu zu-

bů, kořenech rostlin, zdravotnických pomůckách, katétrech, ve vodovodním potrubí, či na 

povrchu výrobních zařízení [32], [33]. Na těchto površích pak vznikají mnohovrstevné 

shluky mikroorganizmů a mikrokolonie, které jsou obklopeny vrstvou polymerního extra-

celulárního materiálu a propojeny sítí kanálků. Proudění kapaliny v těchto kanálcích 

umožňuje efektivní transport živin a metabolickou spolupráci mezi buňkami. [29], [34] 

Biofilm obsahuje přibližně 15 % buněk a 85 % extracelulární matrix, kterou tvoří přede-

vším extracelulární polymerní substance (EPS). EPS je tvořena především polysacharidy, 

ale obsahuje i celou řadu dalších makromolekul jako jsou proteiny, nukleové kyseliny, 

fosfolipidy a glykoproteiny. Složení EPS je odlišné u různých druhů mikroorganizmů, zá-

visí i na stáří biofilmu a podmínkách prostředí. Pokud jde o polysacharidy, mohou být pří-

tomny jak homopolysacharidy, tak i heteropolysacharidy založené nejčastěji na glukóze či 

fruktóze. Produkce heteropolysacharidů je známa například u některých bakterií mléčného 

kvašení. Tyto heteropolysacharidy mohou obsahovat jednotky glukózy, galaktózy, fruktó-

zy nebo ramnózy. Polysacharidy EPS jsou také často substituovány, substituentem může 

být pyruvát nebo sukcinát. [26], [34], [35] 

Extracelulární polymery plní celou řadu funkcí. Především se podílí na přichycení buněk 

k povrchu, tvorbě mikrokolonií a vzniku struktury biofilmu. Dále zajišťují ochranu buněk 

biofilmu před nepříznivými podmínkami prostředí. Zabraňují přístupu biocidů, toxinů a 

těžkých kovů a chrání buňky proti vysychání. EPS funguje také jako stabilizátor struktury 

biofilmu a zajišťuje výživu buněčné složky. [26], [33] 

Pro biofilm má význam i tekutá fáze, která ho obklopuje. Biofilm je viskózní, elastický. 

V proudu tekutiny se jeho struktura chová dynamicky, vlní se. V silnějším proudu se posu-

nuje po podložce a šíří se na neobsazená místa. Když elasticita nestačí udržet buňky po-

hromadě, části biofilmu se odtrhávají. Při dostatku či nadbytku živin se povrch biofilmu 

vyrovnává, vlnky zmizí a vytvářejí se opět při poklesu koncentrace živin. 

Kapalina, která biofilm omývá zvenčí, přináší zužitkovatelné organické i anorganické látky 

a odnáší produkty metabolizmu. Do hloubky jsou zanášeny systémem kanálků. Lze v nich 

pozorovat proudění, a dokonce byla změřena hydrodynamika protékající tekutiny. [36] 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 24 

 

2.3 Struktura biofilmu 

Struktura biofilmu závisí na mnoha fyzikálních i biologických faktorech, přítomnosti živin, 

kyslíku, pH prostředí nebo druhovém zastoupení. Tloušťka biofilmu závisí na dostupnosti 

živin a na tom, zda je složen z jednoho či více bakteriálních druhů. V přirozeném prostředí 

je společenství více druhů obvyklejší. Naměřené hodnoty tloušťky biofilmu kolísají od 

několika téměř do stovky mikrometrů. Biofilm není homogenní, skládá se z agregátů 

a četných dutin. Jsou to spletité, vzájemně propojené kanálky rozmanitého tvaru. Pomocí 

mikroelektrod lze v něm měřit koncentraci kyslíku. Ta je důležitá pro společnou existenci 

bakterií aerobních (potřebujících kyslík) a anaerobních (žijících bez kyslíku). Koncentrace 

kyslíku na povrchu biofilmu je nízká, o trochu hlouběji stoupá a dále do hloubky podle 

očekávání klesá, takže v základní vrstvě je nulová. V různých vrstvách má biofilm různý 

elektrický náboj, což pomáhá transportu živin. Bakterie jsou v biofilmu rozloženy nerov-

noměrně, rostou v mikrokoloniích, shlucích bakterií, které mají kuželovitý či houbovitý 

tvar. Mikrokolonie jsou spojeny spletitými kanálky. Většími mikrokoloniemi kanálky pro-

cházejí. Jsou však tenčí a představují póry. Na povrchu je biofilm omýván okolní kapali-

nou obsahující molekuly živin. Ta proniká i do biofilmu a póry se dostává až do nitra mi-

krokolonií. Biofilm jediného bakteriálního druhu má jednodušší stavbu než biofilm obsa-

hující společenství více druhů. [31], [34], [36], [37] 

2.3.1 Transport látek v biofilmu 

Okolní kapalina obklopující biofilm obsahující molekuly živin a dalších nezbytných orga-

nických a anorganických látek omývá povrch biofilmu a prostřednictvím kanálků a pórů 

v mikrokoloniích do něj vstupuje. Naopak odnáší z okolí biofilmu metabolické produkty. 

Z kanálků proudí kapalina póry dovnitř větších mikrokolonií a dále se již dostává pouze 

difuzí, avšak pouze do omezené hloubky biofilmu. S rostoucí hloubkou biofilmu dochází 

tak k úbytku koncentrací kyslíku a dalších životně důležitých látek. 

Transport látek v biofilmech je rozdělen do dvou zón: externí (z okolní kapaliny do biofil-

mu) a interní (uvnitř biofilmu). Efektivní difuze v biofilmech kolísá místo od místa. Je to 

nejpíše v důsledku heterogenní struktury biofilmu jako jsou husté shluky biofilmových 

mikrokolonií, které jsou obklopeny prázdným prostorem. 

Relativní efektivní difuzivita vzrůstá se vzrůstající koncentrací rozpuštěných organických 

látek a s klesající rychlostí proudu. To znamená, že denzita biofilmů rostoucích při nízkých 
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koncentracích živin a vysokých proudových rychlostech (v potocích a řekách) je vyšší než 

denzita biofilmů v eutrofních jezerech nebo v čistírnách odpadních vod. [31] 

 

Vývoj biofilmu lze rozdělit do několika fází (Obr.9): 

1. Pro přisednutí na povrch bakterie využívají signální molekuly. Vlastnosti povrchu, 

na který bakterie přisedají, hrají rovněž významnou roli.  

2. Při prvotní adherenci se bakterie naváží na povrch objektu reverzibilními silami a 

zkoumají, zda splňuje podmínky pro přežití.  

3. Pokud jsou podmínky splněny, usídlí se natrvalo a začnou vysílat quorum sensing.  

4. Přisedlé bakterie přeprogramují své geny a tímto pak dochází ke změně fenotypu 

oproti volně žijícím bakteriím.  

5. Bakterie produkují velké množství EPS, čímž se zpevní jejich vazba na povrch a 

mohou se připojit další buňky.  

6. Bakterie využívají živin z okolí. Jsou přitahovány další bakterie. 

7. Tvorba biofilmu se dokončuje. Části biofilmu a mikrokolonie se mohou oddělit a 

poté kolonizovat další povrchy. [38], [39] 

 

 

 

Obr. 9. Fáze tvorby biofilmu. [38] 
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2.4 Vznik a tvorba biofilmu 

Základním krokem tvorby biofilmu je prvotní adherence planktonických mikroorganizmů 

na povrch substrátu a jejich „udržení“ po dobu dostačující k zahájení produkce složek nut-

ných pro trvalé přichycení k povrchu. Pro adhezi je nutné, aby se mikroorganizmus dostal 

do kritické vzdálenosti od povrchu, která je typicky menší než 1 μm. Do této vzdálenosti se 

může dostat například díky sedimentaci, proudění kapalného prostředí, nebo díky chemo-

taxi a vlastní pohyblivosti [40] 

Následně závisí primární adheze na celé řadě faktorů, především na hydrofobních a elek-

trostatických interakcích. Důležitou roli mají také povrchové struktury buněk - bičíky, pili, 

proteiny či složky EPS. [40], [41] 

Pevné přichycení k povrchu je dále umožněno díky tzv. adhezinům, díky kterým mohou 

buňky rozeznávat specifické složky povrchu, na který adherují. [41], [42] 

Po úspěšné adhezi k povrchu dochází ke změnám v transkripci některých genů, především 

genů zodpovědných za tvorbu polysacharidů a dalších složek EPS. Díky produkci těchto 

látek nejsou nově vznikající dceřiné buňky uvolněny do roztoku, ale vytváří se shluky - 

mikrokolonie buněk. EPS udržuje bakteriální buňky v těsné blízkosti, což umožňuje jejich 

další interakce, vzájemnou komunikaci a tvorbu synergistických mikrokonzorcií. [33], 

[43], [44] 

Mikrokolonie tvoří samostatná společenstva, jejichž prostředí odpovídá různým subpopu-

lacím. Příkladem mohou být populace anaerobních mikroorganizmů, které lze nalézt 

v hlubších vrstvách biofilmu, kde je snížená koncentrace kyslíku. [33], [45]  

Důležitou strukturní charakteristikou biofilmů je přítomnost často spletitých a vzájemně 

propojených kanálků a pórů, které jsou důležité hlavně pro přenos živin celým systémem. 

Během vývoje biofilmu se některé buňky z mikrokolonií na určitý impulz odlučují, pře-

cházejí do planktonického stavu (odplouvají) a kolonizují další části povrchu. Příčinou 

tohoto procesu může být konkurence a neúnosnost další existence ve společenství. Z buněk 

vycházejí chemické signály, které umožňují buňkám zjišťovat existenci okolních buněk 

a tím i hustotu populace. Pokud je příliš hustá, dává signál dalším planktonicky žijícím 

buňkám, aby se nepřipojovaly, pokud hustota není dostatečná, tak naopak buňky jsou při-

tahovány. Tento jev je označován jako quorum sensing. [36], [46]  
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2.5 Quorum sensing 

Některé buňky se z kolonií odlučují a přecházejí do planktonického stavu a mohou koloni-

zovat další části povrchu. Příčinou tohoto chování je nejspíše zvyšující se konkurence bu-

něk v biofilmu. Vytváří chemické signály, které vycházejí z buněk a umožňují buňkám 

zjišťovat existenci okolních buněk v biofilmu. Tímto upozorňují okolní buňky na svou 

přítomnost a zabraňují tak dalšímu přehušťování populace. Produkce těchto signálních 

látek stoupá, pokud se zvyšuje hustota populace a ve vysokých koncentracích se hromadí 

v buňkách a v jejich okolí. Tento způsob vnitrobiofilmové komunikace je označován jako 

,,quorum sensing“ (vnímání množství) (Obr.10). Tato bakteriální mezibuněčná komunika-

ce slouží jako mechanismus genové regulace, kterým bakterie koordinují expresi určitých 

genů za přítomnosti malých signálních molekul. [31], [47]  

Existence mezibuněčné bakteriální komunikace byla dlouhou dobu přehlížena a bakteriální 

buňka byla vnímána jako soběstačné individuum neschopné tvorby skupin či vzájemné 

komunikace. Quorum sensing byl poprvé rozpoznán v sedmdesátých letech u mořské bak-

terie Vibrio fischeri, kde kontroluje luminiscenci. Bakteriální extracelulární signál, který 

spouští luminiscenci, je acyl-homoserin lakton.  

Různé druhy bakterií využívají k vzájemné komunikaci odlišné typy molekul, tyto signální 

molekuly lze rozdělit do několika tříd a bakterie mohou na každou molekulu odlišným 

způsobem. V některých případech může jeden druh využívat více než jeden QS systém a 

tedy používat větší počet signálních molekul. [48]  

Gramnegativní bakterie využívají jako signální molekuly různé chemické látky, nejčastěji 

N-acyl-homoserin laktony, složené z mastné kyseliny a aminokyseliny serinu. U grampozi-

tivních mikrobů jsou to obvykle krátké oligopeptidy, které lze přirovnat k feromonům či 

hormonům. [49]  

Regulace pomocí systému quorum sensing je zpravidla třífázový proces. V první fázi bak-

terie produkují specifické signální molekuly. Tyto signální molekuly quorum sensing sys-

tému vznikají intracelulárně a do zevního prostředí jsou transportovány aktivně. Jiné však 

mohou být součástí bakteriálního povrchu nebo se mohou vyskytovat v zevním prostředí 

bakterie a jsou aktivovány až působením příslušného bakterií produkovaného enzymu. Ve 

druhé fázi dochází ke kumulaci signálních molekul v zevním prostředí okolo bakteriální 

buňky díky rostoucí populační hustotě bakterií, které je produkují. Ke třetí fázi dochází až 

při překročení prahové koncentrace signální molekuly. Tato molekula se pak naváže na 
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membránový receptor na povrchu bakteriální buňky a poté se aktivuje intracelulární regu-

látorový protein, který spustí fosforylační kaskádu vedoucí k expresi celé řady genů.  Tím-

to způsobem pak mezibuněčná komunikace zprostředkovaná systémem quorum sensing 

ovlivňuje regulaci exprese faktorů virulence u celé řady patogenních bakterií. [32], [49], 

[50]  ,   

 

 

 

Obr. 10. Model quorum sensing. [51] 

  

2.6 Uvolňování buněk z biofilmu a šíření biofilmu 

Akumulace biofilmu na určitém povrchu je určována rovnováhou mezi procesy přichycení, 

růstu a odtrhávání. Nejméně prostudovaný je proces odtrhávání, kterým rozumíme uvolňo-

vání jednotlivých mikrobiálních buněk i jejich shluků z biofilmu do okolní kapaliny a je-

jich další šíření (disperzi). K disperzi dochází zpravidla po dosažení kritického množství 

buněk i masy biofilmu.  

Jako faktory významné z hlediska odtrhávání buněk biofilmu jsou enzymy degradující 

matrici, bubliny plynů vznikajících činností biofilmu, koncentrace živin a stav mikrobiál-

ního růstu, dostupnost polyvalentních kationtů, smykové tření okolní kapaliny, kontaktní 

mechanický otěr, signály quorum sensing, aktivace lytických bakteriofágů a oxid dusnatý 
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(NO). Některé z těchto odtrhávacích mechanizmů jsou čistě fyzikální, ale jiné mohou být 

biologické. Z hlediska fyzikálního je nejčastějším faktorem odtrhávání působení hydrau-

lických sil či vzájemný kontaktní otěr částic. Vysoký stupeň odtrhávání by měl vést 

k tvorbě silnějšího biofilmu, zatímco v podmínkách nízkého odtrhávání jsou biofilmy hete-

rogenní, porézní a mají měkčí strukturu. Mezi biologické faktory odtrhávání patří akumu-

lace metabolických produktů a vyčerpání metabolických substrátů. [33], [37]   

Zprvu bylo odtrhávání části biofilmu považováno za pasivní chování, závislé na rychlosti 

proudění nebo hladovění, avšak odtrhávání může být chápáno jako strategie, kterou bakte-

rie aktivně kolonizují nové niky ještě dříve, než se prostor a živiny stanou limitujícími. 

Určité bakterie mohou aktivně opouštět biofilm během procesu, který se nazývá disperze. 

Předpokládá se, že tento proces představuje závěrečný krok ve vývoji biofilmu, ve kterém 

se buňky biofilmu vracejí do planktonní fáze. Existují tři rozdílné strategie disperze: dis-

perze vyrojením; disperze shluků a povrchová disperze. Obr.11 poukazuje na strategii dis-

perze buněk z biofilmu. [34], [37], [52]  

 

 

 

Obr. 11. Strategie disperze buněk  

z biofilmu. [31]  
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2.7 Biofilmy a antimikrobní látky 

Mikrobiální buňky žijící ve formě biofilmu jsou mnohonásobně rezistentnější k biocidům 

než planktonické formy stejného kmene. [34], [53], [54]  

Biofilm je pro bakterie významným faktorem umožňující přežití a množení. Z vyzrálého 

biofilmu se uvolňují jednotlivé buňky či mikrokolonie a ty jsou primárně zodpovědné za 

manifestaci onemocnění, protože vyvolávají imunitní odpověď hostitele. Při léčbě infekce 

antimikrobiálními látkami se daří eliminovat většinu planktonických a část biofilmových 

buněk, menší část buněk však přežívá i vysoké koncentrace antimikrobiálních látek. [35]

  

2.7.1 Mechanizmy resistence biofilmu k antimikrobním látkám 

Biofilmová rezistence se projevuje mnoha mechanizmy, které se mohou lišit dle druhu 

mikroorganizmu tvořícího biofilm a také látky, která je vůči tomuto mikroorganizmu apli-

kovaná. Jiné mechanizmy jsou u biofilmu v počáteční fázi a jiné u plně vyzrálého a starého 

biofilmu. 

Mezi nejvýznamnější a nejvíce prostudované mechanizmy biofilmové rezistence patří: 

 fyzikální a chemické bariéry bránící penetraci látek do biofilmové vrstvy, 

 snížená rychlost růstu buněk v biofilmu, 

 aktivace univerzální odpovědi na stres, 

 vznik určité rezistentní skupiny buněk, perzistorů, 

 vznik biofilm-specifického fenotypu a exprese pravděpodobných genů rezistence. 

Všechny tyto mechanizmy mohou v biofilmu působit jednotlivě, nebo se mohou vzájemně 

doplňovat. [36], [37]  

 

2.8 Negativní a pozitivní vliv biofilmu 

2.8.1 Negativní vliv biofilmu 

V současné době představuje odstranění nežádoucího biofilmu závažný problém. V této 

formě jsou pak bakterie odolnější před účinky antibiotik a různých antimikrobních pro-

středků a způsobují celou řadu problémů lidskému imunitnímu systému, ale zvířatům, rost-

linám a přírodnímu prostředí. Zároveň jsou příčinou nejrůznějších průmyslových kontami-
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nací, tzv. biofoulingu (vznik povlaků bakterií na površích ponořených do nejrůznějších 

tekutin, včetně vody) a biokoroze, která je problémem u historických památek. Dále ucpá-

vá nádrže chladících věží, potrubí a průchodů vody, zrychluje korozi, snižuje účinnost pře-

nosu tepla, zvyšuje riziko tzv. legionářské nemoci. [55]  

Velkým problémem jsou biofilmy v medicíně. Snadno se tvoří na dlouhodobě zavedených 

katétrech, tracheálních cévkách a na umělých implantátech, jakou jsou umělé srdeční 

chlopně, kardiostimulátory, umělé kloubní náhrady a nitroděložní tělíska. Obzvláště zá-

važné jsou infekce krevního oběhu. Nejčastějším izolátem zde bývá Staphylococcus epide-

ris a další stafylokoky. [37]  

Nejznámějším mikrobiálním biofilmem vyskytujícím se v lidském tělě je zubní plak. Je 

tvořen smíšenou populací bakterií, které jsou součástí normální mikrobiální flóry. Vytvo-

řená vrstva biofilmu funguje jako bariéra difuze a díky ní tak dochází k nahromadění kyse-

lých produktů metabolizmu a tímto účinkem pak dochází k naleptání zubní skloviny a den-

tinu a začíná se tvořit zubní kaz. Mineralizací zubního plaku vzniká zubní kámen. V nej-

horším stádiu může dojít k zánětlivému onemocnění – periodontitida, jejíž chronický prů-

běh může vést k destrukci tkáně dásní a závěsného aparátu zubu. [28], [38]  

Dalším negativním aspektem biofilmů je podíl na biodeteriorizaci. Je to proces rozrušování 

či poškozování materiálu vlivem biologických činitelů, např. bakterií, hub apod. Vlivem 

aktivity mikroorganizmů (biodeteriorizací) dochází k nežádoucím změnám ve vlastnostech 

materiálů, které mohou vést k ekonomickým ztrátám či ekologickým haváriím. Mikrobiál-

ní biodeteriorizaci pak můžeme definovat jako deteriorizaci materiálů mikroorganizmy. 

Významnou roli v těchto degradačních procesech hrají především mikrobiální biofilmy, 

které se vyskytují na nejrůznějších podkladech. Plasty se vyznačují různými chemickými a 

fyzikálními vlastnostmi. Jedná se zejména o zvýšenou trvanlivost a rezistenci ke zvětrává-

ní, a proto i rezistenci k mikrobiální biodeteriorizaci. Polymery jsou potenciálními substrá-

ty pro heterotrofní mikroorganizmy, včetně bakterií a hub. Biodegradabilita polymerů zá-

visí na molekulové hmotnosti, čirosti a fyzikální formě. Existuje několik způsobů, jak mo-

hou mikroorganizmy poškozovat strukturu a fungování syntetických polymerů jako je fou-

ling, degradace vyluhovatelných složek, koroze, hydratace a penetrace a následné zbarvení 

povrchu polymeru. [39]  
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2.8.2 Pozitivní vliv biofilmu 

Schopnost bakterií tvořit biofilm má však i pozitivní důsledky a lze ji využít v různých 

oblastech lidské činnosti. Jedna z hlavních oblastí je technologie výroby potravin. Účin-

kem mikroorganizmů získávají fermentované potraviny požadované chuťové i technolo-

gické vlastnosti. Nejznámějšími mikroorganizmy, které jsou spojované s výrobou potravin 

a nápojů, jsou kvasinky. Důležitým oborem fermentačního průmyslu, kde se biofilmy vyu-

žívají, je výroba fermentovaných mléčných produktů (převážně sýrů) a výroba alkoholic-

kých nápojů. 

Biofilmy tvořené mikroorganizmy, se dále využívají pří čištění vod, respektive úprava 

podzemních vod na vodu pitnou. Dále mohou například snižovat znečištění půd. [55], [56], 

[57], [58]   

 

2.9 Biofilm a bakterie 

V předchozích kapitolách byl popsán význam tvorby biofilmu pro bakterie, proces jeho 

tvorby a jeho dopady (ať už pozitivní nebo negativní) na různé oblasti lidské činnosti. 

Schopnost tvorby biofilmu má celá řada bakterií a je prostudována zejména u druhů vý-

znamných v klinické mikrobiologii. Kmen, který je schopen tvořit biofilm je považován za 

virulentnější, a to zejména z toho důvodu, že infekce biofilmpozitivními kmeny jsou per-

zistentní, dlouhotrvající a obtížně léčitelné. Mezi onemocnění, v jejichž patogenezi se 

uplatňuje tvorba biofilmu bakterií, patří například zubní kaz (viridující streptokoky), zánět 

středního ucha (hemofily), osteomyelitida (Staphylococcus aureus), záněty žlučových cest 

nebo zánět plic při cystické fibróze (Pseudomonas aeruginosa). Velmi snadno se biofilmy 

tvoří na površích různých pomůcek a náhrad zaváděných makroorganizmů, jako jsou intra-

venózní katetry (Staphylococcus epidermidis), umělé srdeční chlopně a kloubní náhrady, 

močové katetry (Escherichia coli) a kontaktní čočky (Pseudomonas aeruginosa). [27], [36]  

V následujícím textu je uvedena stručná charakteristika mikroorganizmů, které byly použi-

ty pro praktickou část této diplomové práce.  
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2.9.1 Staphylococcus aureus 

Zařazení bakterie: Doména Bacteria, kmen Firmicutes, třída Bacilli, řád Bacillales, čeleď 

Staphylococcaceae. 

Patří do rodu Staphylococcus. Tento rod tvoří žluté až oranžové kolonie, některé kmeny 

však tvoří kolonie bílé, nejčastěji se vyskytuje na kůži a mukózních membránách teplo-

krevných zvířat a člověka (např. v nosní dutině).  Rozmnožuje se i za 10%ní koncentrace 

chloridu sodného a je hostitelem řady bakteriofágů. Vedle aerobního procesu má i metabo-

lismus anaerobní, takže je schopen zkvašovat cukry za tvorby kyselin. Staphylococcus au-

reus patří mezi nejdůležitější patogenní druhy, které způsobují hnisavá onemocnění na kůži 

(trudovitost), hnisání ran a hnisavá onemocnění poraněných kostí.  Dostane-li se do potra-

vin, produkuje tam toxiny bílkovinné povahy, které mohou způsobit vážné až smrtelné 

otravy. Tyto toxiny se inaktivují varem (jsou termolabilní), a proto je nebezpečí otrav 

hlavně u těch potravin, jež se dále tepelně neopracovávají (majonézy, saláty, zmrzliny 

apod.) tato bakterie se do potravin může dostat z hnisajících ložisek na rukou lidí připravu-

jících příslušné potraviny. [59]  

Biofilmy stafylokoků se vyskytují převážně na implantátech a způsobují perzistující infek-

ce, kvůli kterým musí být implantát odstraněn. Do kontaktu s implantátem se bakterie do-

stávají během chirurgického zákroku nebo při pozdější bakteriémii. Buňky tak adherují na 

povrch materiálu za tvorby biofilmu, který je vysoce odolný vůči odstranění. [60] 

Stafylokoky mohou dále přežívat pomocí biofilmu na kontaktních površích 

v mlekárenském a masném průmyslu, kde odolávají působení dezinfekčních látek a způso-

bují sekundární kontaminaci mléčných a masných produktů. [610]  

 

2.9.2 Staphylococcus epidermidis 

Zařazení bakterie: Doména Bacteria, kmen Firmicutes, třída Bacilli, řád Bacillales, čeleď 

Staphylococcaceae. 

Staphylococcus epidermidis je nepohyblivá grampozitivní bakterie a je jedním z více než 

40 druhů rodu Staphylococcus. Je součástí normální lidské flóry, kožní flóry, a méně často 

flóry sliznic. S. epidermidis obvykle není patogenní, u pacientů s oslabeným imunitním 

systémem však existuje riziko vzniku infekce. Tyto infekce jsou obvykle nozokomiální. S. 

epidermidis je zvláštně nebezpečný pro jedince s katetry nebo s jinými chirurgickými im-
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plantáty. S. epidermidis je velmi odolný mikroorganizmus tvořící koky v hroznovitém 

uspořádání. Tvoří bílé, soudržné kolonie přibližně 1-2 mm v průměru po 24 hodinách kul-

tivace. Tato bakterie je nehemolytická na krevním agaru, což znamená, že nerozpouští čer-

vené krvinky s následným uvolněním hemoglobinu. Je kataláza-pozitivní, koaguláza-

negativní a fakultativně anaerobní. Podobně jako Staphylococcus aureus má buněčná stěna 

Staphylococcus epidermidis vazebný protein, který pomáhá organizmu získávat železo 

z transferrinu. [62]   

U tohoto stafylokoka byl objeven produkt, který způsobuje adhezi jednotlivých buněk sobě 

samým a byl nazván polysacharidový intracelulární adhezin (PIA) a je považován za jeden 

z hlavních faktorů ovlivňujících tvorbu biofilmu. Později byly objeveny další proteiny 

umožňující tvorbu biofilmu také u kmenů postrádajících gen ica, který podmiňuje přítom-

nost produkce PIA [63]. Dále se snadno váže na polystyren. [64]  

Stafylokoky staví biofilmy převážně z polymeru N-acetylglukozaminu a přítomnost EPS u 

tvorby biofilmu u nich není podmínkou. [65]  

 

2.9.3 Enterococcus faecalis 

Zařazení bakterie: Doména Bacteria, kmen Proteobacteria, třída Gammaproteobacteria, 

řád Enterobacteriales, čeleď Enterococcaceae. 

Enterococcus faecalis je komenzální grampozitivní bakterie obývající gastrointestinální 

trakt člověka a jiných savců. Stejně jako jiné druhy rodu Enterococcus, i E. faecalis může 

způsobit životu nebezpečné infekce u lidí a to zejména v nemocničním prostředí, kde se 

přirozeně vysoká míra odolnosti vůči antibiotikům podílí na jeho patogenitě. Často se na-

chází v kořenovém kanálku ošetřených zubů. 

E. faecalis je nepohyblivá, fakultativně anaerobní bakterie. Fermentuje glukózu bez pro-

dukce plynu a neprodukuje katalázu. Může produkovat pseudokatalázu, pokud roste na 

krevním agaru. Obecně lze říci, že enterokoky jsou odolnější k nepříznivým podmínkám 

než ostatní střevní bakterie. Odolávají i extrémnímu alkalickému pH (9,6) a vysoké kon-

centraci soli. Dále odolávají žlučovým solím, saponátům, těžkým kovům, etanolu, kyseli-

nám a vysychání. Mohou růst v rozmezí od 10 °C do 45 °C a přežít při teplotě 60 °C po 

dobu 30 minut. [59], [66]  



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 35 

 

Jedním z hlavních faktorů virulence u E.faecalis je schopnost tvorby biofilmu. Biofilm 

vzniká na různých typech povrchů, buď biologických (živočišné tkáně) nebo nebiologic-

kých (implantáty či katetry z umělých hmot). [68]  

 

2.9.4 Pseudomonas aeruginosa 

Zařazení bakterie: Doména Bacteria, kmen Proteobacteria, třída Gammaproteobacteria, 

řád Pseudomonadales, čeleď Pseudomonadaceae. 

Tato bakterie patří do rodu Pseudomonas, pro který jsou charakteristické gramnegativní 

rovné nebo mírně zakřivené tyčky. Jsou pohyblivé jedním nebo dvěma bičíky, pouze zříd-

ka jsou nepohyblivé. Pseudomonády jsou aerobní se striktně respiratorním typem metabo-

lizmu, kdy kyslík je konečným akceptorem elektronů. Většina druhů nevyžaduje žádné 

růstové faktory. Pseudomonas aeruginosa se vyskytuje v půdě, ve vodě, v humánním kli-

nickém materiálu. Je příležitostně patogenní pro rostliny. Pseudomonády často produkují 

pigmenty – modrozelený pyocyanin, žlutozeleně fluorescentní pyoverdin, ojediněle i tma-

vě červený pigment. P. aeruginosa je všudypřítomná a schopná přežít v širokém spektru 

přírodních prostředí. Je známá jako lidský patogen, převážně v nemocničním prostředí. 

Ohroženi jsou pacienti se sníženou imunitou. Hlavní příčina úmrtí u pacientů je cystická 

fibróza. [59], [69], [70]  

Většina pseudomonád má schopnost vytvářet biofilm, díky kterému mohou přežívat např. 

v nádobách s amoniovými sloučeninami, v nádobách na výrobu léčiv či na lahvích s bale-

nou vodou. Jsou velmi odolné vůči antibiotikům a tvorba biofilmu tuto odolnost jestě zvy-

šuje. [27] 

Pseudomonády dále osídlují zředěné roztoky dezinfekčních prostředků a přežívají i 

v destilované vodě. Mohou růst na zkaženém jídle, ve vršcích PET lahví nebo na mýdlo-

vých usazeninách. [71]  
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2.9.5 Klebsiella pneumoniae 

Zařazení bakterie: Doména Bacteria, kmen Proteobacteria, třída Gammaproteobacteria, 

řád Enterobacteriales, čeleď Enterobacteriaceae. 

Je řazena do rodu Klebsiella. Tvoří gramnegativní rovné tyčky, vyskytující se jednotlivě 

nebo po dvou, nebo v krátkých řetízcích, buňky jsou opouzdřené a nepohyblivé. Jsou fa-

kultativně anaerobní. Optimální teplota růstu je při 37 °C a nerostou při 10 °C. K růstu 

nevyžadují žádné speciální růstové faktory. Klebsiely využívají citrát a glukózu jako zdroj 

uhlíku. K. pneumoniae se vyskytuje ve střevním traktu člověka a zvířat. Způsobuje infekce 

močových a dýchacích cest a mastitidy u zvířat. Je hlavní příčinou nozokomiálních infekcí 

zejména u pacientů se sníženou imunitou. [69], [72], [73] 

 

2.9.6 Escherichia coli 

Zařazení bakterie: Doména Bacteria, kmen Proteobacteria, třída Gammaproteobacteria, 

řád Enterobacteriales, čeleď Enterobacteriaceae. 

Rod Escherichia obsahuje pouze jediný druh – Escherichia coli, který se nachází ve spodní 

části střevního traktu člověka a teplokrevných zvířat. Její přítomnost ve vodách nebo 

v potravinách je proto ukazatelem, že došlo k znečištění fekáliemi. Pravidelně se vyskytuje 

v potravinářských surovinách, které byly v kontaktu s hnojenou půdou. E. coli je pouze 

podmíněně patogenní (onemocnění močových cest nebo střev). Tato bakterie je nejpro-

zkoumanějším mikrobiálním druhem, neboť slouží jako modelový organizmus pro bio-

chemické, genetické i fyziologické studie. Je prvním bakteriálním druhem, u něhož byla 

pozorována konjugace buněk a výměna genetického materiálu. E. coli zkvašuje cukry za 

intenzivní tvorby kyselin a plynu. Její schopnost zkvašovat laktózu za vzniku kyselin se 

využívá pro její zjištění v potravinách nebo ve vodě.  

Tvoří gramnegativní rovné tyčky vyskytující se jednotlivě nebo ve dvojicích. Optimální 

teplota růstu je 37 °C. Escherichie rostou na běžných půdách, biochemická aktivita je 

značná. Kmeny E.coli, které produkují enterotoxin a/nebo jiné faktory virulence, způsobují 

průjmová onemocnění. Tento druh je také hlavním původcem infekcí močových cest a 

nozokomiálních infekcí včetně septikemií a meningitid. [59], [69] 

E.coli vytváří mukózní biofilm a produkuje toxiny na dně řek, jezer a v nádržích s pitnou 

vodu. [74]  
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3 CÍL PRÁCE 

Cíle diplomové práce byly stanoveny následovně: 

V teoretické části zpracovat literární rešerši zaměřenou na: 

 charakteristiku a strukturu polyanilinu, jeho vlastnosti a možné využití  

 tvorbu biofilmu u bakterií, strukturu biofilmu, jeho vlastnosti, tvorbu a vý-

znam 

 bakterie se schopností tvorby biofilmu. 

 

 

V praktické části byly cíle stanoveny následovně: 

 přípravit mikrotitrační destičky s polyanilinovými filmy 

 stanovit schopnost tvorby biofilmu u vybraných grampozitivních a gramnegativ-

ních bakterií, 

 testovat vliv různých forem polyanilinových filmů na schopnost tvorby biofilmu u 

biofilmpozitivních kmenů bakterií, 

 zpracovat výsledky a formulovat závěry práce. 
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II.  PRAKTICKÁ ČÁST 
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4 MATERIÁLY A PŘISTROJE 

4.1 Použité materiály a chemikálie  

4.1.1 Chemikálie a roztoky 

- Anilin hydrochlorid (Lach-Ner) 

- Peroxodisíran amonný (Lach-Ner) 

- kyselina chlorovodíková (Lach-Ner) 

- Hydroxid amonný (Lach-Ner) 

- Kyselina kyselina 2-akrylamido-2-methylpropan-sulfonová (PAMPSA) (Sigma Al-

drich) 

- Kyselina sulfamová  (Sigma Aldrich) 

- Kyselina křemičito-wolframová (Sigma Aldrich) 

- Kyselina fosfowolframová (Sigma Aldrich) 

- Kyselina octová 

- Roztok glukosy 

- Trypton-sojový bujon s glukózou (TSB) 

- Krystalická violeť 

- Aceton 

- Metanol 

- Etanol 

- Fyziologický roztok 

- Destilovaná voda 

 

4.1.2 Vybrané kultury mikroorganizmů 

Pro praktickou část diplomové práce byly použity kmeny grampozitivních a gramnegativních 

bakterií získané z České sbírky mikroorganizmů (CCM) a z Fakulty technologicky UTB ve 

Zlíně:  

 

- Pseudomonas aeruginosa CCM 3955 

- Pseudomonas aeruginosa FT 3 

- Staphylococcus epidermidis CCM 4418 
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- Staphylococcus epidermidis CCM 7221 

- Staphylococcus aureus subsp. aureus CCM 3953 

- Escherichia coli CCM 3988 

- Enterococcus faecalis CCM 7000  

 

- Klebsiella pneumoniae CCM 4415 

4.1.3 Kultivační půdy 

Všechny bakteriální kmeny, které byly použity v experimentální části diplomové práce, 

byly uchovávány na masopeptonovém agaru (MPA) s glukózou (5 g/l) při teplotě 4±2 °C. 

Kultivační médium MPA mělo následující složení:  

 

Beef extract (HiMedia) ................................................. 3,0 g  

Pepton (HiMedia) ........................................................ 5,0 g  

Agar (HiMedia)............................................................ 15,0 g  

NaCl (Lach-Ner) ........................................................... 5,0 g  

Destilovaná voda .........................................................1000 ml  

 

4.1.4 Tekuté živné médium 

Jako tekuté živné médium pro přípravu bakteriální suspenze byl použit trypton-sojový bu-

jon s glukózou (TSB), složení na 100 ml je uvedeno níže. Připravené médium bylo násled-

ně sterilizováno filtrací. 

Trypton………………………………………1,7 g 

Sojový pepton………………………………..0,3 g 

NaCl………………………………………….0,5 g 

K2HPO4……………………………………..0,25 g 

Glukosa……………………………………...0,5 g 

Destilovaná voda…………………………….100 ml 
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4.1.5 Dekontaminace použitého materiálu  

Veškerý materiál, který byl použit při laboratorní práci (např. plasty, sklo, mikrotitrační destič-

ky, pipetovací špičky, Petriho misky atd.), byl dekontaminován v autoklávu při 132 °C po do-

bu 20 minut.  

 

4.1.6 Přístroje, zařízení a pomůcky  

- Analytické váhy Sartorius, BA 110  

- Vortex Heidolph, Reax top  

  

- Biohazard box EUROFLOW (Clean Air)  

- Autokláv Varioklav H+P  

- Biologický termostat Memmert INE 600  

- Denzilometr McFarland (Biosan) 

- Fotometr TECAN Sunrise TW/TC (TECAN) 

- Automatické mikropipety (100-1000 μl, 0,5-10 μl)  

- Laboratorní sklo (kádinky, zkumavky, pipety, Petriho misky, tyčinky)  

- Laboratorní plasty (zkumavky, stříkačky, mikrotitrační destičky, očkovací kličky, špičky pro 

automatické mikropipety)  

- Ostatní běžné laboratorní pomůcky a vybavení.  

 

4.2 Metody 

4.2.1 Příprava mikrotitrační destičky s PANI filmem 

Polyanilinové filmy byly připraveny oxidací 0,2 M anilinu hydrochloridu 0,25 M peroxo-

disíranem amonným. Pro vlastní reakci bylo v kádince rozpuštěno 2,59 g (20 mmol) anili-

nu hydrochloridu v 50 ml vody. V druhé kádince bylo rovněž rozpuštěno 5,71 g (25 mmol) 
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peroxodisíranu amonného v 50 ml vody. Poté byly oba roztoky smíchány. Polymerace 

probíhala při laboratorní teplotě přibližně 10 minut. 

Takto připravená směs obou monomerů byla automatickou pipetou napipetována po 200 μl 

do každé z 96 jamek mikrotitrační destičky. Po několika minutách reakční směs zmodrala a 

začaly se tvořit  anilinové oligomery. Vytvořila se pernigranilinová forma polyanilinu. Po 

skončení polymerace, přibližně za 10 minut, pernigranilinová forma přešla na konečnou, 

tmavě zelenou polyanilinovou (emeraldinovou) sůl, kterou byly destičky pokryty v tenkém 

filmu. Poté byla reakční směs z jamek mikrotitrační destičky odstraněna a jamky byly peč-

livě propláchnuty 0,2 M kyselinou chlorovodíkovou a acetonem. Mikrotitrační destička 

byla sušena na vzduchu. 

4.2.2 Deprotonace PANI filmu na  mikrotitrační destičce 

Před procesem deprotonace se v jamkách mikrotitrační destičky ponechala po dobu 60 

minut destilovaná voda. Po uplynutí této doby byla voda vylita a do každé jamky bylo  

napipetovalo 150 μl 1 M vodného roztoku hydroxidu amonného. Ten působil v destičce po 

dobu 12 hodin. Tmavě zelená polyanilinová, emeraldinová sůl tak byla deprotonována na 

polyanilinovou bázi, což se projevilo změnou barvy ze zelené na modrou.  Po ukončení 

reakce byl hydroxid z jamek odstraněn a destička byla vysušena na vzduchu. 

4.2.3 Příprava PANI filmů reprotonovaných vybranými kyselinami 

Mikrotitrační destičky s filmem polyanilinové báze byly v dalším kroku reprotonovány 

testovanými kyselinami. K reprotonaci byly použity 4 kyseliny (viz Tab. 1).  

                        

         Tab. 1. Kyseliny použité k reprotonaci a jejich koncentrace. 

Kyselina Koncentrace 

PAMPSA Neředěná 

Kyselina sulfamová 1 mol/l 

Kyselina křemičito-wolframová 50 % 

Kyselina fosfowolframová 50 % 
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Do každé jamky na destičce bylo pipetováno 150 μl roztoku příslušné kyseliny, která se 

ponechala působit po dobu 24 hodin. Poté byly roztoky kyseliny odpipetovány, jamky 

promyly methanolem a destička ponechána uschnout na vzduchu při laboratorní teplotě. 

Každou kyselinou byly deprotonovány filmy na dvou PANI mikrotitračních destičkách. 

 

4.2.4 Příprava inokula 

Biofilmové bakteriální kultury byly předpěstovány na masopeptonovémagaru s glukózou (kul-

tivace 48 hodin v termostatu při teplotě 30 °C/37 °C dle nároků jednotlivých kmenů bakterií).   

Bakteriální suspenze byly připraveny do sterilních zkumavek zaočkováním fyziologického 

roztoku. Hustota suspenzí byla na denzitometru upravena tak, aby odpovídala 2. stupni 

McFarlandovy stupnice. 

 

4.2.5 Příprava mikrotitrační destičky pro měření 

Do jamek připravených  mikrotitračních destiček s polyanilinovými filmy ( bod 4.2.3) bylo 

pipetováno vždy  180 μl TSB bujonu. Následně byly jamky zaočkovány 20 μl připravené 

bakteriální suspenze (4.2.4), s vynecháním posledních dvou sloupců destičky. Do každého 

řádku byl zaočkován jeden bakteriální kmen. Takto připravené destičky byly ponechány 

kultivovat v termostatu po dobu 48 hodin při teplotě 30 °C/37 °C dle nároků jednotlivých 

kultur.   

Po inkubaci byl obsah jamek vylit a jamky byly 3x promyty fyziologickým roztokem (po 

250 μl / jamku). Následně byl povrch destiček barven roztokem krystalické violeti (200 μl / 

jamku) po dobu 1 minuty. Poté bylo barvivo odstraněno a destičky byly promyty 3 x desti-

lovanou vodou a vysušeny vysoko nad plamenem nebo volně na vzduchu. Pro rozpuštění 

barviva pak bylo do každé jamky pipetováno 200 μl 33% kyseliny octové, která se nechala 

působit 10 minut. Po uplynutí této doby byly měřeny hodnoty optické denzity při 595 nm 

(OD595) na fotometru Sunrise TECAN.  
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Pro měření bylo použito 7 mikrotitračních destiček (Tab.2): 

 

Tab. 2. Mikrotitrační destičky a jejich zkratky. 

Mikrotitrační destička Zkratka 

Čistá (bez PANI) - reference REF 

PANI bez úprav PANI 

Deprotonovaný PANI DEP 

PANI modifikovaný kyselinou sulfamovou SULF 

PANI modifikovaný kyselinou křemičito-wolframovou TUN (tungstosilicic acid) 

PANI modifikovaný kyselinou fosfowolframovou PHO (phosphotungstic acid) 

PANI modifikovaný kyselinou 2-akrylamido-2-

methylpropan-sulfonovou 

PAM (PAMPSA 
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5 VÝSLEDKY 

Pro praktickou část diplomové práce byly použity polystyrenové mikrotitrační destičky 

s polyanilinovými filmy. PANI filmy byly různě modifikovány přímo na mikrotitračních 

destičkách. Byla provedena deprotonace hydroxidem amonným a modifikace kyselinou 

PAMPSA, kyselinou sulfamovou, kyselinou křemičito-wolframovou a kyselinou fos-

fowolframovou. Na takto upravených mikrotitračních destičkách s PANI filmy byla testo-

vána adheze buněk na povrch jamek u vybraných biofilmpozitivních kmenů bakterií (4 

grampozitivní a 4 gramnegativní). Schopnost tvorby biofilmu na jednotlivých PANI fil-

mech byla hodnocena pomocí modifikované Christensenovy metody. Princip metody spo-

čívá ve schopnosti tvořit biofilmovou vrstvu na stěně kultivační nádoby. Po kultivaci za 

vhodných podmínek je biofilmová vrstva obarvena vhodným barvivem, nejčastěji krysta-

lovou violetí nebo safraninem. Biofilmpozitivní kmeny vytváří na stěne zkumavky dobře 

patrnou obarvenou vrstvu. Metodu lze upravit pro mikrotitrační destičky. Kultivace testo-

vaného kmene probíhá v jamce destičky, poté je obsah jamek odstraněn, destička je pro-

myta a barvena krystalovou violetí. Ulpělé barvivo je rozpuštěno kyselinou octovou a in-

tenzitu zabarvení je možné měřit spektrofotometricky při 595 nm. Výsledky lze vyjádřit 

jako hodnotu optické denzity OD, která odráží míru akumulace barviva na dně a stěnách 

jamky a vyjadřuje tak míru adheze buněk.  

Naměřené hodnoty byly zpracovány a dále z nich byly sestrojeny sloupcové grafy, 

z kterých bylo vyhodnoceno, zda polyanilinové filmy brání adhezi buněk biofilmpozitiv-

ních kmenů bakterií nebo naopak nebrání. 

V následujících kapitolách jsou uvedeny výsledky získané pro jednotlivé biofilmpozitivní 

kmeny grampozitivních a gramnegativních bakterií. 

 

5.1 Vliv polyanilinových filmů na tvorbu biofimu u bakterií 

5.1.1 Vliv PANI na tvorbu biofilmu u bakterie Staphylococcus epidermidis CCM 

4418 

Vliv polyanilinových filmů na schopnost adheze a tvorby biofilmu u grampozitivní bakte-

rie Staphylococcus epidermidis CCM 4418 byl sledován na polystyrenových mikrotitrač-

ních destičkách s PANI filmy. Tvorba biofilmu byla sledována na šesti typech destiček 
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lišících se charakterem PANI filmu. Testovány byly destičky s PANI filmem a destičky 

s PANI filmem deprotonovaným či reprotonovaným pomocí různých kyselin. Součástí 

každého experimentu byl i referenční vzorek (REF), tedy polystyrenová mikrotitrační des-

tička bez PANI filmu zaočkovaná příslušným mikroorganizmem. Z grafu na Obr. 12 je 

patrné, že většina vzorků PANI je téměř shodná nebo se jen minimálně liší v porovnání 

s referenčním vzorkem. Největší inhibiční účinek na tvorbu biofilmu u bakterie Staphylo-

coccus epidermidis CCM 4418 měl deprotonovaný polyanilin (DEP). Dále byly pozorová-

ny výrazně nižší hodnoty ve srovnání s referencí u vzorku s PANI upraveným kyselinou 

křemičito-wolframovou (TUN, tungstosilicic acid).  Vzorky s PANI upraveným kyselinou 

sulfamovou (SULF) a kyselinou fosfowolframovou (PHO, phosphotungstic acid) měly 

hodnoty OD mírně nižší než reference. Téměř srovnatelné s referenčním vzorkem byly 

vzorky s PANI bez úpravy (PANI) a s PANI modifikovaným kyselinou 2-akrylamido-2-

methylpropan-sulfonovou (PAM), kde se hodnoty OD při 595 nm lišily jen minimálně.  

Rozdíly mezi hodnotami reference a hodnotami vzorků s deprotonovaným polyanilinem a 

s PANI upraveným kyselinou křemičito-wolframovou jsou statisticky významné, kdežto 

při srovnání reference se vzorkem PANI bez úpravy a s úpravou kyselinou PAMPSA jsou 

rozdíly statisticky nevýznamné. 

  

 

Obr. 12. Vliv PANI na tvorbu biofilmu u bakterie  

Staphylococcus epidermidis CCM 4418. 
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5.1.2 Vliv PANI na tvorbu biofilmu u bakterie Staphylococcus epidermidis CCM 

7221 

Vliv vzorků s různě upraveným PANI na schopnost adheze buněk a tvorby biofilmu u bak-

terie Staphylococcus epidermidis CCM 7221 můžeme pozorovat na sloupcovém grafu na 

Obr. 13 Při srovnání referenčního vzorku (REF) s ostatními vzorky s PANI lze konstato-

vat, že nejmenší inhibiční vliv na tvorbu biofilmu u této bakterie měl vzorek s PANI bez 

úpravy (PANI), kde jeho hodnoty OD při 595 nm byly dokonce až trojnásobně vyšší než 

hodnoty samotné reference. Zdá se tedy, že takto upravený povrch je náchylnější k adhezi 

buněk a tvorbě biofilmu tímto kmenem Staphylococcus epidermidis CCM 7221. Ze static-

kého zpracování dat bylo zjištěno, že srovnání hodnot mezi referencí a tímto vzorkem je 

statisticky významné. Největší inhibiční vliv na tvorbu biofilmu měl vzorek 

s deprotonovaným PANI (DEP) a vzorek s PANI modifikovaným kyselinou křemičito-

wolframovou (TUN, tungstosilicic acid). Hodnota statisticky nevýznamná byla zjištěna u 

reference ve srovnání se vzorkem s PANI upraveným kyselinou fosfowolframovou (PHO, 

phosphotungstic acid). Vzorky s PANI modifikovaným kyselinou sulfamovou (SULF) a 

kyselinou PAMPSA (PAM) měly mírně vyšší hodnoty OD než referenční vzorek. Inhibiční 

vliv nebyl zaznamenán. U obou kmenů S. epidermidis byl také zaznamenán rozdíl mezi 

vodivými formami PANI filmů a PANI bází, tedy filmem po deprotonaci (DEP). Z hledis-

ka náboje je tento film výrazně odlišný od zbývajících pěti PANI filmů a to může ovlivňo-

vat schopnost buněk S. epidermidis adherovat na povrch.  

 

Obr. 13. Vliv PANI na tvorbu biofilmu u bakterie  

Staphylococcus epidermidis CCM 7221. 
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5.1.3 Vliv PANI na tvorbu biofilmu u bakterie Staphylococcus aureus CCM 3953 

Z grafu na Obr. 14 můžeme vyčíst, jak působí vzorky s PANI na tvorbu biofilmu u bakte-

rie Staphylococcus aureus CCM 3953. Největší inhibiční vliv na adhezi buněk u této 

grampozitivní bakterie má vzorek s PANI modifikovaným kyselinou křemičito-

wolframovou (TUN, tungstosilicic acid) a následně vzorek s PANI upraveným kyselinou 

fosfowolframovou (PHO, phosphotungstic acid). U těchto PANI filmů byla tvorba biofil-

mu touto bakterií významně potlačena oproti referenčnímu vzorku.  

Nejmenší vliv na tvorbu biofilmu měl vzorek s PANI bez úpravy (PANI) a vzorek 

s deprotonovaným polyanilinem (DEP), kde oba tyto vzorky měly ve srovnání s referencí 

hodnotu OD téměř dvojnásobnou. Statisticky nevýznamné rozdíly byly zaznamenány při 

srovnání hodnot reference se vzorkem s PANI s kyselinou sulfamovou (SULF) a 

s kyselinou PAMPSA (PAM), kde hodnoty OD jsou přibližně stejné jako u referenčního 

vzorku, tudíž tvorbu biofilmu a adhezi buněk u bakterie Staphylococcus aureus CCM 3953 

na povrch polyanilinu ovlivňují minimálně. 

 

 

 

Obr. 14. Vliv PANI na tvorbu biofilmu u bakterie  

Staphylococcus aureus CCM 3953. 
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5.1.4 Vliv PANI na tvorbu biofilmu u bakterie Enterococcus faecalis CCM 7000 

U bakterie Enterococcus faecalis CCM 7000 byl sledován vliv vzorků s PANI s různou 

úpravou na tvorbu biofilmu a adhezi buněk k povrchu polyanilinu. Z grafu na Obr. 15 lze 

vypozorovat, že největší inhibiční vliv na tuto biofilmpozitvní bakterii měl vzorek 

s deprotonovaným polyanilinem (DEP). Jeho hodnota OD byla trojnásobně nižší než u 

reference (REF). Vzorek s PANI modifikovaným kyselinou křemičito-wolframovou (TUN, 

tungstosilicic acid) a vzorek s PANI s kyselinou fosfowolframovou (PHO) měly rovněž 

v porovnání s referenčním vzorkem vliv na tvorbu biofilmu a inhibovaly ji. Rozdíly mezi 

hodnotami OD byly statisticky významné. U vzorků s PANI bez úpravy (PANI), s PANI 

modifikovaným kyselinou sulfamovou (SULF) a s PANI upraveným kyselinou kyselinou 

2-akrylamido-2-methylpropan-sulfonovou (PAM) byly zjištěny hodnoty OD vyšší než u 

samotné reference. Podobný trend lze pozorovat i u ostatních testovaných grampozitivních 

bakterií, tedy u S. aureus i obou kmenů S. epidermidis. Tvorba biofilmu těmito mikroorga-

nizmy na destičkách PANI, SULF a PAM byla ve srovnání s neupravenou polystyrenovou 

destičkou (tedy s referencí) intenzivnější.  

 

 

Obr. 15. Vliv PANI na tvorbu biofilmu u bakterie  

Enterococcus faecalis CCM 7000. 
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5.1.5 Vliv PANI na tvorbu biofilmu u bakterie Pseudomonas aeruginosa CCM 3955 

Kromě grampozitivních bakterií byla sledována tvorba biofilmu i u čtyř kmenů bakteriích 

s gramnegativním typem buněčné stěny. Rozdíly ve struktuře a chemickém složení buněč-

né stěny u grampozitivních a gramnegativních bakterií jsou příčinou rozdílného chování 

k vnějšímu prostředí. Grampozitivní a gramnegativní bakterie se liší v odolnosti k pH, tep-

lotě, vysychání a také v citlivosti k antimikrobním látkám. Je tedy možné, že by existovaly 

rozdíly ve schopnosti tvořit biofilm na různě upravených površích.  

Vliv polyanilinových filmů na schopnost adheze a tvorby biofilmu u gramnegativní bakte-

rie Pseudomonas aeruginosa CCM 3955 byl sledován na polystyrenových mikrotitračních 

destičkách s PANI filmy. Z grafu na Obr. 16 můžeme vyčíst, že v porovnání s referenčním 

vzorkem (REF) měl největší inhibiční účinek na tvorbu biofilmu této bakterie vzorek s  

polyanilinem upraveným kyselinou křemičito-wolframovou (TUN). Výrazně nižší hodnoty 

OD byly naměřeny i u vzorku s PANI upraveným kyselinou sulfamovou (SULF). Ze statis-

tického zpracování dat bylo zjištěno, že rozdíly hodnot mezi referencí a těmito vzorky jsou 

statisticky významné. Na mikrotitračních destičkách s PANI filmem bez úprav (PANI) a s 

PANI filmem reprotonovaným kyselinou fosfowolframovou (PHO) byly dokonce naměře-

ny vyšší hodnoty OD 595 než u referenčního vzorku. Na takto upravených površích je tedy 

schopnost adheze buněk a tvorba biofilmu u P. aeruginosa vyšší než u samotné reference. 

Deprotonovaný polyanilin a PANI upravený kyselinou PAMPSA byl srovnatelný 

s referencí a rozdíly mezi těmito hodnotami jsou statisticky nevýznamné. 

 

Obr. 16. Vliv PANI na tvorbu biofilmu u bakterie  

Pseudomonas aeruginosa CCM 3955. 
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5.1.6 Vliv PANI na tvorbu biofilmu u bakterie Pseudomonas aeruginosa FT3 

Kromě sbírkového kmene P. aeruginosa byl testován i divoký biofilmpozitivní kmen izo-

lovaný z prostředí. Výsledky pro tento kmen jsou graficky znázorněny na Obr. 17 U této 

biofilmpozitivní bakterie nebyl prokázán inhibiční vliv u žádného ze vzorků s PANI. Nej-

vyšší hodnota OD byla naměřena u vzorku s PANI modifikovaným kyselinou křemičino-

wolframovou (TUN). Tato hodnota byla trojnásobná oproti referenčnímu vzorku (REF). 

Dle statistického zpracování dat je srovnání hodnot mezi referencí a tímto vzorkem s PANI 

statisticky významné. U vzorků s PANI modifikovaným kyselinou 2-akrylamido-2-

methylpropan-sulfonovou (PAM), s PANI bez úpravy a s polyanilinem upraveným kyseli-

nou sulfamovou (SULF) jsou hodnoty OD rovněž vyšší než u reference. Na takto uprave-

ných površích je schopnost bakterie Pseudomonas aeruginosa FT3 tvořit biofilm vysoká. 

Mírně vyšší hodnoty ve srovnání s referencí měly vzorky s deprotonovaným polyanilinem 

(DEP) a s PANI modifikovaným kyselinou křemičino-wolframovou (TUN) a dle statistic-

kého hlediska jsou rozdíly statisticky nevýznamné. Ve srovnání se sbírkovým kmenem P. 

aeruginosa CCM 3955 divoký kmen FT3 lépe adheroval na modifikovaný povrch destiček 

a u všech vzorků byla zjištěna vyšší hodnota OD než na neupravených polystyrenových 

mikrotitračním destičkách. 

 

 

Obr. 17. Vliv PANI na tvorbu biofilmu u bakterie  

Pseudomonas aeruginosa FT3. 
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5.1.7 Vliv PANI na tvorbu biofilmu u bakterie Escherichia coli CCM 3988 

Vliv vzorků s různě upraveným PANI na schopnost adheze buněk u bakterie Escherichia 

coli CCM 3988 lze pozorovat na sloupcovém grafu na Obr. 18. Na rozdíl od předchozího 

grafu na Obr. 17., kde všechny vzorky měly hodnoty OD vyšší než reference (REF), lze 

zde pozorovat inhibiční vliv u všech vzorků s PANI filmy, tedy hodnoty OD při 595 nm 

jsou nižší ve srovnání s referenčním vzorkem. Největší inhibiční vliv na tvorbu biofilmu 

vykazuje vzorek s deprotonovaným polyanilinem (DEP). Naopak na mikrotitrační destičce 

s PANI filmem modifikovaným kyselinou sulfamovou (SULF) byla inhibice nejnižší při 

srovnání se všemi vzorky. Ze statistického zpracování dat bylo zjištěno, že srovnání hodnot 

mezi referencí a ostatními vzorky jsou statisticky významné, tudíž u bakterie Escherichia 

coli CCM 3988 má polyanilin ve všech úpravách významný vliv na inhibici tvorby biofil-

mu a adhezi buněk na povrch. U E. coli bylo dále zaznamenáno rozdílné chování na PANI 

filmech vodivých a kyselých a PANI filmu, který byl deprotonován (DEP). Zdá se, že na 

vodivé povrchy tato bakterie adheruje ochotněji.  

 

 

 

Obr. 18. Vliv PANI na tvorbu biofilmu u bakterie  

Escherichia coli CCM 3988. 
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5.1.8 Vliv PANI na tvorbu biofilmu u bakterie Klebsiella pneumoniae CCM 4415 

U bakterie Klebsiella pneumoniae CCM 4415 byl sledován vliv vzorků s PANI s různou 

úpravou na tvorbu biofilmu a adhezi buněk na povrch s PANI filmy. Na sloupcovém grafu 

na Obr. 19 můžeme pozorovat, že největší inhibiční vliv na tuto biofilmpozitvní bakterii 

měl vzorek s PANI modifikovaným kyselinou křemičino-wolframovou (TUN)  a následně 

i vzorek s deprotonovaným polyanilinem (DEP). Mírně nižší hodnotu OD při 595 nm ve 

srovnání s referencí (REF) měl vzorek s PANI upraveným kyselinou fosfowolframovou 

(PHO). Na mikrotitračních destičkách s PANI filmem modifikovaným kyselinou sulfamo-

vou (SULF) a PANI filmem reprotonovaným kyselinou PAMPSA (PAM) byly naměřeny 

vyšší hodnoty OD než u reference, tudíž na takto upravených površích je schopnost adheze 

buněk a tvorba biofilmu u bakterie Klebsiella pneumoniae CCM 4415 vyšší než u samot-

ného referenčního vzorku. Poslední vzorek s PANI bez úpravy má hodnotu OD při 595 nm 

srovnatelnou s referencí, rozdíly v naměřených hodnotách jsou statisticky nevýznamné. 

 

 

 

 

Obr. 19. Vliv PANI na tvorbu biofilmu u bakterie  

Klebsiella pneumoniae CCM 4415. 
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Souhrnné výsledky pro všechny mikroorganizmy a všechny testované mikrotitrační destič-

ky s PANI filmy je uveden na Obr. 20. Graf znázorňuje celkové zhodnocení vlivu všech 

upravených mikrotitračních destiček na tvorbu biofilmu a adhezi buněk použitých kmenů 

biofilmpozitivních bakterií.  

 

 

Obr. 20. Vliv PANI na tvorbu biofilmu u bakterií. 
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ZÁVĚR 

Cílem této diplomové práce bylo připravit mikrotitrační destičky potažené filmem polyani-

linu, dále deprotonované či reprotonované kyselinami. Inhibiční účinky PANI na tvorbu 

biofilmu a adhezi buněk byly poté testovány na 8 vybraných kmenech grampozitivních a 

gramnegativních bakterií. Získané výsledky vlivu polyanilinových filmů na tvorbu biofil-

mu lze shrnout následovně: 

 gramnegativní bakterie byly vůči inhibičním účinkům PANI odolnější a tvořily čas-

těji a ve větším množství biofilm, než bakterie grampozitivní. 

 Vzorek s polyanilinem bez úpravy (PANI) měl mírně vyšší inhibiční vliv na adhezi 

buněk na povrchu u gramnegativních bakterií. 

 U vzorku s deprotonovaným PANI (DEP) byl zaznamenán růst biofilmu jak u 

grampozitivních, tak u gramnegativních bakterií přibližně ve stejné míře. 

 U některých bakterií byl pozorován rozdíl ve tvorbě biofilmu u vzorků vodivých a 

nevodivých povrchů. 

 U vzorku s PANI reprotonovaným kyselinou sulfamovou (SULF) byla pozorována 

nižší tvorba biofilmu u grampozitivních i u gramnegativních bakterií. 

 Při pozorování adheze buněk u vzorku s PANI modifikovaným kyselinou fos-

fowolframovou (PHO) měly vyšší hodnotu OD ve srovnání s referenčním vzorkem 

bakterie gramnegativní. 

 Vzorek s PANI modifikovaný kyselinou křemičino-wolframovou (TUN) měl inhi-

biční účinky na tvorbu biofilmu u všech bakterií s výjimkou Pseudomonas aeru-

ginosa FT3, jejíž hodnota OD ve srovnání s referencí byla vyšší a buňky lepé při-

lnuly na povrch PANI a tvořily biofilm. 

 U vzorku s PANI s kyselinou 2-akrylamido-2-methylpropan-sulfonovou 

(PAMPSA) byly pozorovány výrazně menší hodnoty OD při 595 nm ve srovnání 

s referencí pouze u gramnegativní bakterie Escherichia coli. Ostatní bakterie na 

takto upraveném povrchu měly větší schopnost adheze buněk a tvorby biofilmu. 

 Největší inhibiční účinek na tvorbu biofilmu měl PANI u gramnegativní bakterie 

Escherichia coli, kde ve všech úpravách PANI byly nižší hodnoty OD než u samot-

ná reference. 

 Nejnižší inhibiční účinek PANI na adhezi buněk a následnou tvorbu biofilmu na je-

ho povrchu byl pozorován u gramnegativní bakterie Pseudomonas aeruginosa FT3. 
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Všechny hodnoty OD při 595 nm vzorků PANI ve všech úpravách byly vyšší než 

vzorek referenční a tato bakterie tvořila na každém povrchu větší vrstvu biofilmu 

než tomu bylo u ostatních biofilmpozitivních bakterií. 
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SEZNAM POUŽITÝCH SYMBOLŮ A ZKRATEK 

PANI  Polyanilin 

EPS 

PIA 

 Extracelulární polymerní substance 

Polysacharidový intracelulární adhezin 

MPA  Masopeptonový agar 

NaCl  Chlorid sodný 

TSB  Trypton-sojový bujon s glukosou 

K2HPO4  Hydrogenfosforečnan draselný 

OD  Optická hustota 

PAMPSA  Kyselina 2-akrylamido-2-methylpropan-sulfonová 

SULF  Kyselina sulfamová 

TUN  Kyselina křemičito-wolframová 

PHO  Kyselina fosfowolframová 
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