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ABSTRAKT 

Antimikrobiální aktivita látek je jedním z klíčových parametrů determinujících jejich využití 

v řadě průmyslových, biotechnologických či biomedicínských aplikací. Většina antibakteri-

álních testů je přitom designována jako časově limitovaný test jedné koncentrace látek, což 

nepostihuje dynamiku vývoje vztahu mezi mikroorganismy a příslušným materiálem. Mi-

kroorganismy přitom vykazují vysokou míru přizpůsobivosti např. pomocí mutací. V teore-

tické části diplomové práce jsou shrnuty antimikrobiální polymerní systémy, jejich vlast-

nosti a mechanismy působení, informace o bakteriích a biofilmu, a také je zde uveden pře-

hled metod používaných při testování antimikrobiální aktivity látek. V experimentální části 

je zkoumána antimikrobiální aktivita různých látek pomocí diskové difúzní metody. Pro tes-

tování byly použity bakterie E. coli a S. aureus. Dále byla provedena série testů s cílem 

vyvinout opakovatelný postup přípravy experimentálního uspořádání a modifikovat tak me-

todu testování interakce mikroorganismus / materiál / látka v dynamických podmínkách za-

hrnující gradient testované látky s antimikrobiálním potenciálem v delším časovém rozmezí. 

V práci jsou také shrnuty výsledky mikrobiálního vývoje a adaptace na testované látky, což 

bylo sledováno na připraveném experimentálním zařízení.  
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 ABSTRACT 

Antimicrobial activity of substances is one of the key parameters determining their use in 

many industrial, biotechnological or biomedical applications. Most antibacterial tests are 

designed as time-limited tests of a single concentration of substances, which does not affect 

the dynamics of the relationship between the microorganisms and the material. Microorgan-

isms exhibit a high degree of adaptability, for example thanks to the mutations. Antimicro-

bial polymer systems, their properties, and mechanisms of action, information about bacteria 

and biofilm are summarized in the theoretical part of the thesis. There is also an overview of 

methods used in testing the antimicrobial activity of substances. In the experimental part, the 

antimicrobial activity of various substances is investigated using the disc diffusion method. 

E. coli and S. aureus were used for testing. In addition, a series of tests was carried out to 

develop a repeatable and valuable experimental set-up for the testing the microorganism / 

material / substance interaction under dynamic conditions (including the gradient of the test 

substance with antimicrobial potential) over a longer period of time. The work also summa-

rizes the results of microbial development and adaptation to the test substances, which was 

observed on the prepared experimental device. 

 

Keywords: 

Polymer, antimicrobial polymer, antimicrobial activity, bacteria, biofilm. 



Ráda bych poděkovala vedoucí mé diplomové práce Ing. Zdence Capákové Ph.D a doc. Ing. 

Petru Humpolíčkovi, Ph.D. za pomoc, cenné rady, ochotu, čas, který mi věnovali, a meto-

dické vedení této práce. Děkuji také Mgr. Janu Vajďákovi a Ing. Daniele Veselé za pomoc 

a spolupráci při získávání údajů pro výzkumnou část práce. Tato práce byla podpořena z pro-

jektu IGA/CPS/2019/004. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Prohlašuji, že odevzdaná verze bakalářské/diplomové práce a verze elektronická nahraná do 

IS/STAG jsou totožné. 



OBSAH 

ÚVOD .................................................................................................................................. 11 

I TEORETICKÁ ČÁST .................................................................................................... 12 

1 POLYMERY ............................................................................................................. 13 

2 ANTIMIKROBIÁLNÍ POLYMERY ..................................................................... 18 

2.1 POLYMERY S PASIVNÍ ANTIMIKROBIÁLNÍ OCHRANOU ........................................... 19 

2.2 POLYMERY S AKTIVNÍ ANTIMIKROBIÁLNÍ OCHRANOU .......................................... 20 

2.2.1 Polymerní biocidy ........................................................................................ 21 
2.2.2 Biocidní polymery ........................................................................................ 21 

2.2.3 Polymery uvolňující biocidy ........................................................................ 24 

2.3 ANTIMIKROBIÁLNÍ POVRCHY – ANTIBIOFOULING ................................................. 25 

2.3.1 Antiadhezivní povlaky ................................................................................. 26 
2.3.2 Kontaktní povrchy ........................................................................................ 27 

2.3.3 Povrchy uvolňující biocidy .......................................................................... 29 
2.3.4 Topografie povrchu ...................................................................................... 29 

3 BAKTERIE ............................................................................................................... 31 

3.1 KLASIFIKACE BAKTERIÍ ........................................................................................ 32 

3.2 BIOFILM BAKTERIÍ ................................................................................................ 33 

3.3 BAKTERIE POUŽITÉ V PRAKTICKÉ ČÁSTI ............................................................... 34 

3.3.1 Escherichia coli ............................................................................................ 34 

3.3.2 Staphylococcus aureus ................................................................................. 35 

3.4 ANTIMIKROBIÁLNÍ REZISTENCE ............................................................................ 36 

4 METODY CHARAKTERIZACE ANTIBAKTERIÁLNÍ AKTIVITY .............. 38 

4.1 DIFÚZNÍ DISKOVÁ METODA (KIRBY-BAUERŮV TEST) ........................................... 38 

4.2 STOKESŮV TEST.................................................................................................... 39 

4.3 DILUČNÍ METODA ................................................................................................. 39 

4.4 E-TEST.................................................................................................................. 40 

4.5 SLEDOVÁNÍ MIKROBIÁLNÍHO VÝVOJE A ADAPTACE .............................................. 41 

II PRAKTICKÁ ČÁST ...................................................................................................... 43 

5 MATERIÁLY A METODIKA ................................................................................ 44 

5.1 KULTIVAČNÍ MÉDIUM ........................................................................................... 44 

5.1.1 Trypton - sojový agar ................................................................................... 44 
5.1.2 Plate Count agar ........................................................................................... 44 
5.1.3 Mueller Hinton agar ..................................................................................... 45 

5.2 BAKTERIE ............................................................................................................. 45 

5.2.1 Escherichia coli CCM 4517 ......................................................................... 45 
5.2.2 Escherichia coli CCM 3954 ......................................................................... 46 
5.2.3 Staphylococcus aureus CCM 4516 .............................................................. 46 
5.2.4 Staphylococcus aureus CCM 2022 .............................................................. 46 



5.3 TESTOVANÉ LÁTKY .............................................................................................. 46 

5.3.1 Polyethylenimin ........................................................................................... 46 
5.3.2 Polyethylenglykol ........................................................................................ 47 
5.3.3 Pyrol ............................................................................................................. 47 
5.3.4 Anilin ............................................................................................................ 48 
5.3.5 Antibiotikum Penicilin/Streptomycin .......................................................... 49 

5.4 INOKULACE BAKTERIÍ ........................................................................................... 49 

5.5 EXPERIMENTÁLNÍ USPOŘÁDÁNÍ ............................................................................ 50 

5.5.1 Difúzní disková metoda ............................................................................... 50 
5.5.1.1 Příprava bakteriální suspenze .............................................................. 50 
5.5.1.2 Očkování Mueller Hinton agaru .......................................................... 50 

5.5.1.3 Vyhodnocení šířky inhibičních zón ..................................................... 52 

5.5.2 Testování mikrobiálního vývoje a adaptace ................................................. 53 

6 VÝSLEDKY A DISKUZE ....................................................................................... 55 

6.1 VÝSLEDKY DISKOVÉ DIFÚZNÍ METODY ................................................................. 55 

6.2 VÝSLEDKY MIKROBIÁLNÍHO VÝVOJE A ADAPTACE ............................................... 67 

ZÁVĚR ............................................................................................................................... 79 

SEZNAM POUŽITÉ LITERATURY .............................................................................. 81 

SEZNAM POUŽITÝCH SYMBOLŮ A ZKRATEK ..................................................... 91 

SEZNAM OBRÁZKŮ ....................................................................................................... 93 

SEZNAM TABULEK ........................................................................................................ 96 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 11 

 

ÚVOD 

Použití biomateriálů v medicíně významně přispělo k péči o pacienty a ke zlepšení kvality 

života. Bylo však zjištěno, že aplikace implantovaných biomateriálů vede ke zvýšené ná-

chylnosti k infekci. Ke vzniku infekce dochází adhezí bakterií k biomateriálu a kolonizaci 

sousedních tkání až po vznik bakteriálního biofilmu. Infekce je nejčastěji způsobena bakte-

riemi často pocházejícími od hostitele, které příležitostně vytvářejí biofilmy na implantátech. 

Patří sem grampozitivní bakterie jako Staphylococcus aureus a Staphylococcus epidermidis, 

nebo běžné gramnegativní organismy Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Proteus 

mirabilis a Proteus vulgarit. V důsledku vznikajících infekcí jsou zkoumány stále nové bi-

omateriály, které mají antimikrobiální vlastnosti, jako jsou antibiotické materiály a povlaky, 

antiadhezivní povrchy a další. Avšak infekce spojené s biologickým materiálem i nadále 

zůstávají hlavním nevyřešeným problémem, a to i přes dlouhodobé inovační úsilí. Dalším 

problémem spojeným s implantovanými zdravotnickými prostředky je rezistence mikroor-

ganismů na antibiotické látky, která je způsobena rostoucím počtem různých druhů mikro-

organismů. Ukázalo se, že mikroorganismy jsou schopny přizpůsobit se účinkům antibiotik 

prostřednictvím vysoce reprodukovatelných genetických změn. Většina antibakteriálních 

testů je však designována jako krátkodobý test jedné koncentrace látek, což nepostihuje dy-

namiku vývoje vztahu mezi mikroorganismy a příslušným materiálem. Vznik těchto pato-

genů, rezistentních vůči běžným antibiotikům, vyvolal potřebu nových antimikrobiálních 

látek. Antimikrobiální polymery představují třídu látek, která se stává alternativou k existu-

jícím biocidům a v některých případech dokonce i k antibiotikům. V uplynulých letech byla 

vyvinuta celá řada antimikrobiálních makromolekulárních systémů, polymerů a kopoly-

merů, kvarternizovaných nebo funkcionalizovaných bioaktivními skupinami.  

Předmětem práce bylo proto modifikovat metodu testování interakce mikroorganismus / ma-

teriál / látka v dynamických podmínkách zahrnující gradient testované polymerní látky s an-

timikrobiálním potenciálem v delším časovém rozmezí.  
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I.  TEORETICKÁ ČÁST 
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1 POLYMERY 

Slovo polymer je odvozeno od řeckých slov, poly = mnoho a mers = části nebo jednotky, z 

nichž každá molekula sestává z velkého počtu jednoduchých strukturních jednotek spoje-

ných pravidelným způsobem. Polymery jsou tedy obrovské molekuly nazývané makromo-

lekuly, které vznikají spojením velkého počtu malých molekul, monomerů. Reakce, kterou 

se monomery spojují za vzniku polymeru, je známá jako polymerace [1].  

Vznik makromolekul probíhá různými mechanismy, jako jsou polykondenzace, polymerace 

a polyadice [2]. Polykondenzace je reakce, kdy dochází k opakující se kondenzaci dvou a 

vícefunkčních monomerů. Produktem je polymer a vedlejší nízkomolekulární látka, kterou 

bývá zpravidla voda. Reakce probíhají nezávisle na sobě a každá z dílčích reakcí je vratná 

[3]. Dalším mechanismem je polymerace, při které spolu reagují monomerní jednotky obsa-

hující alespoň jednu násobnou vazbu a vytváří makromolekulární řetězec [2]. Polyadice jsou 

podobné polykondenzaci, protože jsou to také stupňovité polymerační reakce, avšak bez od-

štěpení vedlejších produktů s nízkou molekulovou hmotností. Reakce je spíše exotermická 

než endotermická, a proto nemůže být zastavena. Funkční skupina jednoho monomeru musí 

obsahovat vodík, který se odtrhne a přesune na jiný monomer. Tyto reakce se nespouštějí 

spontánně a jsou pomalé [4].  

Řetězce makromolekul mohou být lineární, rozvětvené nebo zesíťované, jak můžeme vidět 

na obrázku 1. Monomery musí být dvojfunkční (A) nebo vícefunkční (Y), aby se mohly 

spojovat do řetězců [3]. 

 

Obrázek 1 – Makromolekulární řetězce [3] 
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Polymery, které mají stejnou opakující se jednotku podél molekuly, jsou nazývány jako ho-

mopolymery a jsou nejběžnějšími polymerními materiály. Polymery se dvěma nebo více 

různými opakujícími se jednotkami se nazývají kopolymery a jsou důležité v některých 

technických oblastech [5]. Polymery mohou mít odlišnou chemickou strukturu, fyzikální 

vlastnosti, mechanické chování, tepelné charakteristiky apod. Podle těchto parametrů jsou 

polymery klasifikovány různými způsoby.  

Na základě jejich výskytu v přírodě se polymery dělí na tři typy. Polymery, které se vyskytují 

v přírodě, se nazývají přírodní polymery, nebo také biopolymery [1]. Přírodní polymery, i 

když mohou mít složité sekvence opakujících se jednotek, mohou vykazovat fyzikální vlast-

nosti, které dodržují stejné fyzikální zákony jako jejich ekvivalentní syntetické polymery. 

Navzdory široké škále metod, které jsou k dispozici pro jejich syntézu, mohou být fyzikální 

charakteristiky mnoha polymerů předpovězeny rozpoznáním některých obecných vlastností 

jejich struktury [6]. Přírodní polymery mohou sloužit například jako nosiče bílkovin a hrají 

tak významnou roli v oblasti vývoje a technologie farmaceutických léčiv. Použití přírodních 

polymerů v systémech s řízeným uvolňováním léčiv je z důvodu přítomnosti reaktivních 

míst, která jsou přístupná a podporují síťování, konjugaci ligandu a další modifikace [7]. 

Příklady takových polymerů jsou přírodní kaučuk, přírodní hedvábí, celulóza, škrob, bílko-

viny, polysacharidy.  

Dalším typem jsou semi-syntetické polymery nebo také syntetické biopolymery. Jsou to 

chemicky modifikované přírodní polymery, jako je například polylaktid, polyhydroxyalka-

noáty, methylcelulóza (obrázek 2) [1]. Syntetické biologicky odbouratelné polymery získané 

z chemických přírodních polymerů (polylaktidů) nebo mikrobiologicky (polyhydroxyalka-

noátů) mají dobré mechanické vlastnosti, ale jsou drahé [8].  
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Obrázek 2 – Kyselina polymléčná, methylcelulóza a monomerní struktury 

různých polyhydroxyalkanoátů, upraveno dle [9, 10, 11] 

Syntetické polymery jsou také známé jako umělé polymery [1]. V současné době se použí-

vají v různých aplikacích pokrývajících téměř všechny oblasti lidského života. Možnost při-

způsobení vlastností požadovaným aplikacím, je hlavní výhodou syntetických polymerů 

[12]. Syntetické polymery získaly využití jak pro technické, tak i lékařské aplikace. Např. 

polyestery a polyamidy se používají jako syntetické materiály pro šití. Syntetické polymery 

nalezly uplatnění například v biomedicíně v systémech s řízeným uvolňováním léčiv, v or-

todoncii, dále jako implantáty, cévní stenty, cévní a močové katétry, hemodialyzační mem-

brány, tkáňová lepidla a tmely, kloubní protézy, kontaktní čočky [9]. Příklady takových po-

lymerů jsou polyvinylalkohol, polyethylen, polystyren, polysulfon a podobně [1].  
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Obrázek 3 – 1 polyvinylalkohol, 2 polyethylen, 3 polystyren, 4 polysulfon [13] 

Dále se polymery dělí na amorfní a semikrystalické. Amorfní polymery jsou charakterizo-

vány nahodilými konformacemi polymerních řetězců. Řetězce jsou stočeny do tzv. statistic-

kého klubka, kde zaujímají nejnižší energii [3]. Amorfní polymery charakterizují dvě tep-

loty. Teplota skelného přechodu a teplota tečení. Pokud je teplota polymeru pod teplotou 

skelného přechodu, segmenty se nepohybují a polymer je křehký. Nad touto teplotou dochází 

k uvolňování a pohybu segmentů a polymer je pružný a houževnatý. Pokud se teplota poly-

meru dostane až nad teplotu tečení, segmenty se pohybují velmi rychle a polymer teče. Na 

rozdíl od amorfních polymerů, semikrystalické polymery mají některé oblasti, kde jsou je-

jich řetězce uspořádané. Semikrystalické polymery obsahují amorfní i krystalické oblasti 

[14].  

Podle struktury a fyzikálních vlastností se polymery dělí na elastomery, termoplasty a re-

aktoplasty. Elastomery jsou vysoce elastické polymery. Polymerní síť, je lehce deformova-

telná a po odstranění napětí se vrátí do původního tvaru. Deformace makromolekul a návrat 

do původního tvaru, je možná pouze v případě, že segmenty řetězce jsou velmi flexibilní, 

což je případ nad teplotou skelného přechodu. V případě, že síťové segmenty řetězce jsou 

krátké, nebo v případě, že segmenty řetězce tvoří krystalické oblasti, se pružnost řetězce 

sníží a zvyšuje se tuhost materiálu. Do této skupiny řadíme kaučuky [4]. Termoplasty jsou 

při pokojové teplotě tvrdé, ale po zahřátí měknou. Lze je opakovaně tavit a zpracovávat [15]. 

Reaktoplasty představují jen relativně malou část polymerních materiálů. Liší se od termo-

plastů v jejich chemickém složení i v technologii zpracování. Významné reaktoplasty jsou 

například, nenasycené polyesterové pryskyřice, epoxidové pryskyřice, fenolové pryskyřice, 
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melaminové pryskyřice, močoviny, kyseliny akrylové a silikonové pryskyřice. Jsou použí-

vány hlavně jako výztužné plasty při výrobě průmyslových a sportovních potřeb, při výrobě 

letadel a v kosmonautice [4]. U těchto polymerů je změna z plastického do tuhého stavu 

nevratná a trvalá, protože působením zvýšené teploty dojde k chemické reakci – zesíťování 

[16]. 
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2 ANTIMIKROBIÁLNÍ POLYMERY 

Polymery se používají po desetiletí jako náhrada kovu, skla a dřeva v mnoha aplikacích 

zejména pro své vynikající fyzikálně-chemické vlastnosti, a také z ekonomických důvodů. 

Například komerčně dostupné termoplastické polymery, jako jsou polyolefiny, jsou hydro-

fobní a biologicky inertní. To je činí nepostradatelnými v obalovém průmyslu, distribuci 

potravin a jiného zboží podléhajícího zkáze [17]. U běžných polymerů chybí ochrana proti 

mikrobiálnímu růstu. Tak mohou mikrobiální buňky připojené k jakémukoli umělému po-

vrchu přežít a množit se. Zatímco počet buněk vzrůstá na povrchu, mikrobiální buňky ob-

vykle začínají vytvářet biofilm. Takové biofilmy chrání mikrobiální buňky a ty jsou pak 

méně náchylné k působení antibiotik a jiných biocidů [18]. Dále mohou být antibiotické 

geny vyměňovány mezi bakteriemi v biofilmech, což dále zvyšuje tvorbu multirezistentních 

bakteriálních kmenů. Kontrola mikrobiálního růstu na povrchu je proto jedním z problémů, 

kterými se zabývá materiálová věda i medicína [19].  

Vznik multirezistentních patogenů vůči běžným antibiotikům vyvolal potřebu nových anti-

mikrobiálních látek [20]. Antimikrobiální polymery představují třídu dezinfekčních pří-

pravků, které lze v některých případech použít i jako náhrady antibiotik [21]. V uplynulých 

letech byla vyvinuta velká skupina antimikrobiálních makromolekulárních systémů, poly-

merů a kopolymerů, kvarternizovaných nebo funkcionalizovaných s bioaktivními skupinami 

a účinně použita jako antimikrobiální činidla. Spolu s nimi byly také syntetizovány nové 

mírně hydrofobní polymerní struktury, které obsahují protonované primární, sekundární či 

terciární aminové skupiny, které vykazují relativně vyšší antimikrobiální aktivitu, často na 

rozdíl od jejich kvartérních analogů [20].  

Použití antimikrobiálních polymerů by mohlo zvýšit účinnost některých existujících antimi-

krobiálních činidel, snížit zbytkovou toxicitu činidel, zvýšit jejich selektivitu, prodloužit ži-

votnost a minimalizovat environmentální problémy doprovázející běžné antimikrobiální či-

nidla. Polymerní antimikrobiální činidla mají také tu výhodu, že jsou netěkavé a chemicky 

stabilní a neprostupují skrz kůži [22]. Antibakteriální polymery mají potenciál například jako 

povlaky pro tělesné implantáty [23], lékařské aplikace nebo zdravotnické prostředky.  Jsou 

často vyžadovány i pro obaly potravin, systémy čištění vody nebo filtry. Mohou být také 

použity jako potahový materiál pro běžné předměty, jako jsou kliky, dětské hračky, mobilní 

telefony a počítačové klávesnice, aby se zabránilo přenosu mikrobiálních infekcí [22]. 
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Podle mechanismu antimikrobiální aktivity se polymery dělí do dvou skupin. S pasivní nebo 

aktivní antimikrobiální ochranou (obrázek 4) [24]. 

 
Obrázek 4 – Mechanismus antimikrobiální aktivity, upraveno dle [24] 

2.1 Polymery s pasivní antimikrobiální ochranou  

Polymerní vrstva brání adhezi bakterií tím, že snižuje adsorpci proteinů na svém povrchu, 

čímž bakterie odpuzuje bez toho, aby s nimi účinně interagovala [20]. Vzhledem k převážně 

hydrofobním a záporně nabitým vlastnostem mikrobů by pasivní polymery měly být buď 

hydrofilní, záporně nabité nebo s nízkou povrchovou energií (obrázek 4) [24]. Polymery s 

pasivní antimikrobiální ochranou zahrnují například kluzký tekutý infuzovaný porézní po-

vrch (SLIPS). Další příklady jsou polydimethylsiloxan, nenabité polymery jako jsou polye-

thylenglykol, poly-2-methyl-2-oxazolin, polypeptoid, poly-n-vinylpyrrolidon a polydime-

thylakrylamid a nabité polyamfolyty a zwitterionové polymery jako jsou fosfobetain, sul-

fobetain a fosfolipidové polymery [20]. Ve studii Yu a kol. byla prokázána antimikrobiální 

aktivita polyethylenglykolu proti Staphylococcus aureus, Escherichia coli a Pseudomonas 

aeruginosa [25]. Kvůli vysoké mobilitě řetězců a sterickému bariérovému účinku se řadí 

polyethylenglykol mezi nejběžněji používané pasivní antimikrobiální materiály a výzkum 

ukázal, že vykazuje vysokou schopnost zabránit adhezi proteinů a buněk, čímž zabraňuje 

růstu mikrobů [26]. Dalším příkladem jsou polyfenoly, které jsou účinné proti parodontál-

ním bakteriím [24]. 
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2.2  Polymery s aktivní antimikrobiální ochranou  

Polymery s aktivní antimikrobiální ochranou zabíjí bakterie, které přilnou k povrchu poly-

meru. Polymery funkcionalizované s aktivními látkami, jako jsou kationtové biocidy, anti-

mikrobiální peptidy nebo antibiotika, mohou při kontaktu zabít bakterie [24]. Mechanismus 

působení aktivních polymerů závisí na aktivitě funkcionalizované skupiny, která je na něm 

přítomna. Například nejpoužívanější je kladně nabité kvartérní amonium, které interaguje s 

buněčnou stěnou a poškozuje cytoplazmatickou membránu, což vede k úniku intracelulár-

ních složek a následné smrti buněk. Dalšími příklady jsou polyethylenimin, polyguanidin a 

N-halogenamin [27]. Polyethylenimin způsobuje prasknutí bakteriální buněčné membrány 

elektrostatickou interakcí mezi polyethyleniminem a buněčnou membránou. Polyguanidin 

inhibuje růst bakterií prostřednictvím adheze a následného přerušení Ca2+ solných můstků 

nebo buněčné smrti. N-halogenamin působí inhibici nebo inaktivaci buněk působením oxi-

dativního halogenu cíleného na thio nebo aminoskupiny buněčných receptorů [28]. Antimi-

krobiální aktivita polymerů je dána připojením aktivních skupin.  Na základě připojení těchto 

skupin, je lze rozdělit na tři typy: polymerní biocidy, biocidní polymery a polymery uvolňu-

jící biocidy (obrázek 5) [24].   

 

Obrázek 5 – Obecné mechanismy působení antimikrobiálních polymerů: (a) polymerní bio-

cidy; b) biocidní polymery; (c) polymery uvolňující biocidy [29] 
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2.2.1 Polymerní biocidy 

Polymerní biocidy jsou polymery, které se skládají z bioaktivních opakujících se jednotek, 

které působí podobně jako monomery. Polymerizační proces může buď zvýšit, nebo snížit 

antimikrobiální aktivitu bioaktivních funkčních skupin [24]. Například polymerace antimi-

krobiálního 4-vinyl-N-benzylpyridiniumchloridu a následné zesíťování vedlo k nebiocid-

nímu, ve vodě nerozpustnému polymeru, který pouze zachycoval mikroby, ale nezabil je. 

Polymerace antibiotik, která se obvykle provádí za účelem získání prodloužené aktivity a 

menší toxicity, je velmi citlivá na metodu testování a povahu antibiotika. Například studie 

Nathan a kol. ukázala, že antibiotika Penicilin V a Cephradine nejsou aktivní, pokud jsou 

konjugovány s PEG-lysinem prostřednictvím hydrolyticky stabilní vazby, což naznačuje, že 

samotný polymer není aktivní. Avšak konjugáty vykazovaly plnou antimikrobiální aktivitu, 

pokud byly biocidy navzájem propojeny pomocí hydrolyticky labilní vazby, což dokázalo, 

že antibiotika se znovu uvolňují.  

Existují i další studie, které naznačují možnost polymerace antibiotik, které si uchovávají 

svou aktivitu na polymerním řetězci, např. kopolymerace modifikovaného methakrylátu 

Norfloxacinem a PEG-methakryláty [30].  Jiný příklad je navázání Vancomycinu na PEG-

methakrylát a následná polymerizace, která vedla k tomu, že při srovnání s nemodifikova-

ným antibiotikem byly aktivní polymery 6x méně účinné [31]. S délkou řetězce polyethy-

lenglykolu se aktivita snižuje. Polyethylenglykol má také negativní účinek na většinu bio-

cidů a stejně tak i polyether, ke kterému byly připojeny kvartérní amoniové skupiny. Poly-

mery s antimikrobiálními vedlejšími skupinami, založené na hydrofobních kvartérních amo-

niových funkcích, lze považovat také za polymerní biocidy [30]. Tyto materiály obvykle 

vykazují nižší účinnost než volné biocidní molekuly kvůli sterickým překážkám vytvořeným 

polymerním řetězcem [29]. 

2.2.2 Biocidní polymery 

Biocidní polymery, nebo také polymery s vnitřní antimikrobiální aktivitou nevyžadují žádné 

bioaktivní opakující se jednotky, místo toho je antimikrobiální místo reprezentováno celou 

makromolekulou [32]. Důležitou vlastností mikrobiálních buněk je, že na svém povrchu ne-

sou záporný náboj, často stabilizovaný přítomností dvojmocných kationtů Mg2 a Ca2+. Zá-

porný náboj je poskytován teikoovou nebo lipoteikoovou kyselinou grampozitivních bakterií 

a fosfolipidy a lipopolysacharidy vnější membrány gramnegativních bakterií [33]. Biocidní 
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polymery jsou obvykle založeny na polykationtech, které jsou schopny narušit vnější i cyto-

plazmatickou membránu a umožnit lýzu buňky, což vede k jejich smrti. Zatím se jedná o 

jediný zavedený způsob působení polykationických antimikrobiálních polymerů, potvrzený 

četnými studiemi [30]. Společné kationtové skupiny nalezené v těchto polymerech jsou 

kvartérní amonium, kvartérní fosfonium, guanidinium nebo terciární sulfonium. Použití bi-

ocidních polymerů je velmi výhodné z hlediska konstrukce antimikrobiálních povrchů, pro-

tože do životního prostředí nejsou uvolňovány škodlivé biocidy [34]. Antimikrobiální akti-

vita těchto polymerů zřejmě pochází z celé molekuly. Obrázek 6 ukazuje některé příklady 

polymerů, které nesou kvartérní amoniovou skupinu v hlavním řetězci nebo postranním ře-

tězci [30]. Jejich účinnost závisí také na hustotě náboje kationtových skupin [24]. 

 

Obrázek 6 – Struktury biocidních polymerů s kvartérními amoniovými skupinami [30] 

Prvním polymerem, který se stal komerčním dezinfekčním činidlem, byl polyhexamethylen 

biguanidinium hydrochlorid [30]. Účinný biocidní polymer působící proti Staphylococcus 

aureus byl polymethakrylát, který obsahoval chlorhexidinové boční skupiny [35]. Dalším 

příkladem jsou přírodní polymery, které představují důležitou třídu materiálů se zajímavými 

vlastnostmi, které z nich činí vhodné kandidáty v řadě aplikací, od biomedicínského pole až 

po obalový průmysl. Mezi známé přírodní polymery, které vykazují vlastní antimikrobiální 

vlastnosti, patří například chitosan. Chitosan je kationtový polysacharid získaný z alkalické 

deacetylace chitinu, který se v přírodě obecně nachází. Řada studií prokázala antimikrobiální 
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aktivitu chitosanu a jeho derivátů proti různým mikroorganismům [34]. Antimikrobiální 

účinnost chitosanu závisí silně na hodnotě pH. Při hodnotě pH nižší než pKa dochází k elek-

trostatické interakci mezi protonovanými aminoskupinami a buněčnou stěnou. Pokud je hod-

nota pH vyšší než hodnota pKa, antimikrobiální účinnost chitosanu je odvozena z hydrofobní 

interakce a chelačních účinků. Jiné přírodní antimikrobiální polymery zahrnují heparin, po-

lylysin a gramicidin A [28].  

Mezi biocidní polymery se řadí také antimikrobiální peptidy (obrázek 7). Mají pozitivně 

nabité amfifilní struktury, o nichž se předpokládá, že jsou odpovědné za aktivitu antimikro-

biálních peptidů. Tato amfifilní topologie se jeví jako důležitá pro narušení cytoplazmatické 

membrány, což vede ke smrti bakterií [36]. Kromě toho, že antimikrobiální peptidy přímo 

zabíjejí mikroby tím, že narušují buněčné membrány a inhibují buněčné procesy, antimikro-

biální mechanismy peptidů mohou také působit imunomodulační účinky, které vedou k mi-

krobiálnímu odstranění skrze stimulaci hostitelské imunitní odpovědi [37].  

 

Obrázek 7 – Membránově aktivní antimikrobiální peptid Magainin- II, upraveno dle [30] 
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Vedle zavedených kvartérních amoniových skupin byly popsány účinné antimikrobiální po-

lymery s protonovanými terciárními a primárními aminoskupinami. Například polyfenyle-

nethynylen-bázové polymery, náhodná kopolymerní třída dimethylaminomethylstyrenu a 

oktylstyrenu, která je antimikrobiálně aktivní při protonaci terciárních aminoskupin, zatímco 

příslušné kvarternizované deriváty jsou méně aktivní [38]. Palermo a Kurada syntetizovali 

podobné kopolymery kopolymerací dimethylaminoethylakrylamidu a aminoethylakryla-

midu s n-butylakrylamidem a ukázali, že tyto polymery jsou antimikrobiálně aktivní a méně 

toxické pro krevní buňky ve srovnání s příslušnými kvartérními amoniovými deriváty [30]. 

Dále byly vyvinuty polydialylamoniové soli, které obsahují buď sekundární, nebo terciární 

aminoskupiny [39]. Tyto polymery vykazují nadprůměrnou aktivitu proti Staphylococcus 

aureus a Candida albicans. Kromě lineárních polymerů byly také popsány dendritické a 

vysoce rozvětvené polymery, které vykazují silné antimikrobiální vlastnosti, např. kvarter-

nizovaný polyethylenimin [40].  

2.2.3  Polymery uvolňující biocidy 

Polymery uvolňující biocidní látky nepůsobí prostřednictvím polymerního řetězce. Ten 

slouží pouze jako nosič pro biocidy, které jsou přeneseny do mikrobiálních buněk [30]. Ta-

kové polymery jsou obvykle nejaktivnějšími systémy, protože mohou uvolňovat své biocidy 

blízko buňky ve vysokých lokálních koncentracích. Toxicita spojená s molekulami biocidů 

je vážnou nevýhodou této strategie. Navíc se jejich účinnost s časem výrazně snižuje. Při 

navrhování účinných antimikrobiálních polymerů není důležitý typ použitého polymerního 

systému, ale několik důležitých rysů, jako je netoxicita, stabilita během požadované doby 

skladování a za podmínek jeho cíleného použití, biocidní účinek na nejširší mikrobiální 

spektrum. Kromě toho by syntéza polymeru měla být jednoduchá, přímá a nenákladná [41]. 

Polymer uvolňující biocid může být připraven polymerací molekul uvolňujících biocidy na 

polymerní kostru nebo vytvořením kompozitu molekul uvolňující polymer / biocid. Poly-

mery vykazují antibakteriální vlastnosti prostřednictvím zabudování antibiotických a/nebo 

antiseptických sloučenin. Systém s řízeným uvolňováním polymerů uvolňujících biocidy má 

mnoho výhod, jako je udržování vysoké lokální koncentrace biocidů v blízkosti mikrobů a 

usnadnění dodávání biocidů s krátkým poločasem in vivo. Tento typ antimikrobiálního po-

lymeru vykazuje velký potenciál pro použití v lékařském průmyslu [24].  
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Dále byla vyvinuta třída antimikrobiálních polymerů za použití N-halaminových skupin při-

pojených k různým polymerním kmenům. Konstrukce těchto N-halaminů umožňuje dlou-

hodobé uchování aktivního chlóru, proto jsou tyto polymery silnými oxidanty. V některých 

případech uvolňují chlor nebo chlornan a v optimalizované formě, pokud experimentální 

uspořádání dovoluje takové pochopení, jsou schopny přenést aktivní chlor přímo k mikrobi-

álním buňkám, které je usmrcují oxidací fosfolipidů buněčné membrány. Dalším typem jsou 

polymery, které uvolňují oxid dusnatý. Tyto polymery obsahují diazeniumdiolátové sku-

piny, které jsou přidány k polymerní matrici. Optimalizace těchto skupin vede k tomu, že 

polymery uvolňují oxid dusnatý v průběhu několika hodin. Jejich antimikrobiální účinek je 

z tohoto důvodu pouze krátkodobý [30]. Byly prokázány antimikrobiální vlastnosti také u 

polyfenolů vyskytujících se v rostlinných potravinách. Hlavními zdroji jsou čaj, káva, obi-

loviny, ovoce a víno. Polyfenoly jsou schopné regulovat růst ústních bakterií. Studie potvr-

dily jejich bakteriostatický účinek proti Streptococcus mutans [42]. Ve studii Vaquero a kol. 

byly zkoumány antimikrobiální vlastnosti čistých fenolových sloučenin a polyfenolů růz-

ných vín proti patogenům. Bylo pozorováno, že bakteriální druhy vykazují různou citlivost 

vůči různým koncentracím fenolových sloučenin, přičemž Escherichia coli byla nejcitlivější 

bakterií. Inhibice vzrostla s rostoucí koncentrací polyfenolů ve vínech. Vyčištěná vína byla 

neúčinná proti všem bakteriím, což naznačuje, že za pozorované antimikrobiální účinky od-

povídají polyfenolické sloučeniny přítomné v červených vínech [43]. Schanze, Whitten a 

kol. navrhli kationtové konjugované polyelektrolyty založené na polymerech konjugova-

ných polyfenylenethinylenem, které jsou funkcionalizovány kationtovými kvartérními amo-

niovými skupinami. Bylo zjištěno, že tyto polymery jsou vysoce účinné v přítomnosti světla, 

protože vytváří a uvolňují účinně senzibilizující singletový kyslík, ale jsou účinné i ve tmě 

kvůli své struktuře napodobující antimikrobiální peptidy [30].  

2.3 Antimikrobiální povrchy – antibiofouling 

Biofouling neboli biologické znečištění je akumulace nežádoucí látky (bílkovin) nebo orga-

nismů (buněk a bakterií) na povrchu hostitelských materiálů. Adsorpce kontaminujících lá-

tek představuje riziko pro širokou škálu předmětů, jako jsou zdravotnické prostředky a mem-

brány, může zkrátit životnost biomedicínských implantátů, modifikovat terapeutické vlast-

nosti implantátů či způsobit infekci pacientů [26].  

Cílem antimikrobiálních povrchů je minimalizovat intermolekulární síly a interakce mezi 

kontaminující látkou a povrchem hostitelského substrátu, aby se adherovaná buňka snadno 
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uvolňovala za nízkých smykových napětí. Hydrofobní povrchy obsahující polydimethylsi-

loxan mají dobrou schopnost zabraňovat biologickému znečištění, zatímco hydrofilní po-

vrchy obsahující polyethylenglykol, polyvinylalkohol nebo deriváty kyseliny polyakrylové 

vykazují odolnost proti adsorpci proteinů a adhezi buněk [44].  

2.3.1 Antiadhezivní povlaky 

Povrchy odolné proti přilnavosti snižují adhezi bakterií na povrchy, ale nemusí je nutně za-

bíjet. Jednou z nejdůležitějších vlastností hydrofilních polymerních kartáčů je jejich biolo-

gicky neznečišťující charakter. Když proteinové molekuly nebo bakterie stlačují vrstvu hyd-

ratovaného polymerního kartáče na povrchu biomateriálu, snížení konformační entropie po-

lymerních řetězců, stejně jako zvýšení osmotického tlaku uvnitř kartáče, je činí odolnými 

proti adhezi proteinů a bakterií (obrázek 8) [45]. 

 

Obrázek 8 – Hydrofilní polymerní kartáče jako antiadhezivní povlak. Některé (a) neutrální 

polymery a (b) zwitterionové polymery používané pro hydrofilní polymerní kartáče, upra-

veno dle [45] 

Jedním z dobře studovaných systémů jsou kartáče z polyethylenoxidu nebo polyethylengly-

kolu jako neutrální hydrofilní povlaky na biomateriálech. Roosjen a kol. syntetizovali kova-

lentně vázané polyethylenoxidové kartáče na skle a křemičitých plochách a pozorovali po-

kles adheze Staphylococci a Escherichia coli o 98 % ve srovnání s nepovlakovanými po-
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vrchy. Avšak u více hydrofobních bakterií, jako Pseudomonas aeruginosa a u velkých mi-

kroorganismů, jako jsou kvasinky, byl pokles adheze menší. Pro inhibici adheze mikroorga-

nismů s větším hydrofobním charakterem je nutno použít kartáče s vysokou molekulovou 

hmotností (2000 - 9800).  

Dalšími příklady jsou kartáče z poly-2-alkyl-2-oxazolinu nebo z polyakrylamidu [45]. Zwit-

terionové polymerní kartáče mohou také zpomalit nebo dokonce předcházet adhezi mikro-

organismů na povrch, protože hydratační vrstva obklopující iontový povrch zabraňuje ne-

specifické adsorpci proteinu. Důležitost antiadhezivních vlastností pro tvorbu biofilmu byla 

rovněž prokázána měřením adhezivních sil na silikonovém kaučuku pokrytém kartáčem 

[46]. Jedním z příkladů jsou poly N-3-sulfopropyl-N-methakryloxyethyl-N,N-dimethyla-

moniumbetainové kartáče, které byly testovány proti E. coli a S. aureus [45]. Další jsou 

polyethylenoxidové kartáče, polyvinylpyrolidonové povlaky a hydrofilní polyuretanové po-

vlaky. Nicméně, i přes některé zřetelné chování ze zjednodušujících in vitro bakteriálních 

testů, tyto povlaky a ošetření prokázaly omezenou a kontroverzní účinnost ve studiích in 

vivo [47]. Mezi další typ antiadhezivních povlaků patří superhydrofobní povrchy, které jsou 

charakterizovány kontaktním úhlem vody > 150° a jsou inspirovány lotosovým lístkem 

v přírodě, protože má hierarchickou mikro / nanostrukturu. Analýza superhydrofobních si-

loxanových a fluorosiloxanových povrchů ukázala minimální adsorpci bílkovin. U inhe-

rentně nanostrukturovaného hydrofilního hliníku bylo prokázáno snížení adhezních sil, což 

vedlo k redukci jednotek tvořících kolonii Staphylococcus aureus. Tento účinek byl ještě 

výraznější po aplikaci hydrofobního teflonového povlaku [46].  

2.3.2 Kontaktní povrchy 

V této strategii jsou baktericidní činidla kovalentně nebo fyzikálně imobilizována na po-

vrchu a při kontaktu způsobují smrt bakterií (obrázek 10 b). Obecně platí, že smrt bakterií je 

způsobena buď narušením buněčné stěny, nebo působením imobilizovaného antibakteriál-

ního činidla s cílovou biomolekulou na povrchu bakterií [45]. Chen a kol. vytvořili antimi-

krobiální kontaktní povrch proti E. coli připojením poly-N,N-dimethyl-N-ethoxykarbonyl-

methyl-N-[2'-methakryloyloxyethyl]-amoniumbromidu. Neustálý kontakt s vodním prostře-

dím vede k hydrolytickému štěpení ethylesteru. Výsledná zwitterionová skupina je biocidní 

a účinně odpuzuje všechny připojené mikrobiální buňky. Laloyaux a kol. představili povrch, 

který se skládá z povrchově připojeného magaininu na oligo(ethylenglykol)methakrylát (ob-

rázek 9). Polymerní řetězce se protáhnou při pokojové teplotě a účinně zabíjí mikrobiální 
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buňky. Při zahřátí nad teplotu 35 °C dochází ke kolapsu polymeru, který účinně odpuzuje 

připojené grampozitivní buňky. To umožňuje zabíjet nebo odpuzovat mikrobiální buňky 

častými změnami teploty [30]. 

 

Obrázek 9 – Koncept termorezistentních povrchů s magaininem připojeným na oligo(ethy-

lenglykol)methakryláty, které (a) zabíjejí bakteriální buňky nebo (b) je odpuzují nad teplotou 

přechodu, upraveno dle [30] 

Byla provedena také imobilizace povrchu antibiotiky s nízkou molekulovou hmotností, bak-

teriofágy, kationtovými antimikrobiálními peptidy, lysozymy, chitosanem a kvartérními 

amonnými polymery. Na základě studií in vitro a in vivo, imobilizace antibiotik s nízkou 

molekulovou hmotností, jako je penicilin, ampicilin a gentamycin, poskytla dlouhodobou 

antimikrobiální aktivitu a nízké riziko vedlejších účinků bez akumulace léků v tkáních [45]. 

Jedním z příkladů jsou kostní cementy uvolňující antibiotika, ve kterých jsou antibiotika 

včetně gentamicinu, tobramycinu a také vankomycinu nanesena do kompozic kostního ce-

mentu z polymethylmethakrylátu. Problémem je zde zpožděné uvolňování antibiotických 

činidel a z hlediska časového, poklesne koncentrace uvolňovaných antimikrobiálních činidel 

na neúčinnou hladinu. Taková nízká koncentrace bakteriálního činidla a/nebo gradient kon-

centrace může indukovat vývoj kmenů rezistentních vůči antibiotikům [47].  
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Obrázek 10 – Znázornění (a) povrchů uvolňujících biocidy a (b) kontaktních krycích po-

vlaků, kde jsou baktericidní činidla konjugována kovalentně s řetězci polymeru, upraveno 

dle [45] 

2.3.3 Povrchy uvolňující biocidy 

Povrchy založené na polymerech uvolňujících biocidy (obrázek 10 a) často mění své povr-

chové vlastnosti po uvolnění biocidu. Nejvýznamnějšími příklady jsou antifoulingové barvy. 

Kombinují uvolňování biocidů s častým obnovováním povrchu, což odstraňuje všechny ad-

sorbované mikroby. Takové nátěry fungují nejlépe na lodních trupech. Moderní antifoulin-

gové barvy jsou nátěry obsahující měděné ionty, které uvolňují silně hydrofobní organo-

měďné estery kopolymerů kyseliny polymethakrylové. Nejdůležitějším aspektem je to, že 

hydrofobní povlak nebotná ve vodě a jsou hydrolyzovány pouze skupiny esterů organické 

mědi. Výsledný hydrofilní polymethakrylát je odstraněn a objeví se nový povrch bez konta-

minace. Bohužel poměrně neškodná měď není dostačující k usmrcení všech přichycených 

mikrobů, a tak jsou nátěry naplněny tzv. posilovacími biocidy, kterými jsou obvykle pesti-

cidy. Jsou stejně účinné jako povlaky na bázi tributyltinu. Ten však nepříznivě ovlivňuje 

životní prostředí a proto bylo jeho použití zakázáno [30]. 

2.3.4 Topografie povrchu 

Mezi faktory ovlivňující přilnutí bakterií na povrch biomateriálu patří chemické složení, 

hydrofobicita, drsnost povrchu nebo konfigurace. V závislosti na hydrofobicitě bakterií a 

povrchu materiálu bakterie různě adherují na substráty s modifikovanými povrchovými 

vlastnostmi. Tento přístup vychází ze základního předpokladu, že modifikace povrchových 

vlastností materiálu (povrchová volná energie, polarita a topografie) může mít za následek 
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zmenšení adheze bakterií v počátečním stadiu procesu tvorby biofilmu. Modifikace povrchu 

může být prováděna chemickými reakčními činidly nebo aplikací vysokoenergetické elek-

tromagnetické radiace (např. pomocí laseru, ultrafialového záření a záření gama). Další slib-

nou metodou je modifikace polymerních povrchů ionizovaným plynem (plazma). Pomocí 

plazmových procesů je možné změnit povrchovou chemickou kompozici a vlastnosti, jako 

je smáčivost, povrchová energie, index lomu, tvrdost, chemická inertnost a biokompatibilita 

[48].  

 

Obrázek 11 – a) mikrotopografie může podporovat adhezi bakterií, zatímco (b) 

nanotopografie může omezovat schopnost bakterií adherovat, upraveno dle [46] 
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3 BAKTERIE 

Bakterie jsou největší skupinou živých organismů na Zemi [49]. Jsou označovány jako jed-

nobuněčné organismy s prokaryotickým typem buňky. Díky jednoduché stavbě je usnad-

něna látková výměna s okolním prostředím, transport látek, metabolické reakce i repro-

dukce. Množení u bakterií probíhá velmi rychle a jsou tak schopny vytvářet za krátkou dobu 

velké populace. Díky jejich rychlému střídání se mohou adaptovat na měnící se prostředí a 

získat tak například odolnost vůči antibiotikům [50].  Mohou se vyskytovat buď v planktonní 

formě, kdy se volně pohybují, nebo jsou přisedlé k povrchu materiálu a tvoří biofilm [51]. 

Hlavní funkcí bakterií je tvorba biomasy tím, že metabolizují organické materiály na anor-

ganické sloučeniny, které pak mohou být opět použity jinými organismy pro jejich růst a 

vývoj. 

Bakteriální buňky se vyskytují v různých tvarech, typech a velikostech. Velikost je v roz-

mezí od 1 µm do 5 µm délky a 0,2 µm až 1 µm šířky. Tři základní typy bakterií jsou koky, 

bacily a spirily (obrázek 12). Koky jsou sférické nebo vejčité bakterie. Některé koky zůsta-

nou po binárním štěpení spojeny a vznikají pak například diplokoky, streptokoky, stafylo-

koky. Bacily jsou tyčinkovité bakterie a stejně jako koky mohou tvořit diplobacily a strep-

tobacily. Spirily jsou bakterie, které mají spirálovitý tvar a jsou husté a tvrdé. Tenké a pružné 

spirály se nazývají spirochéty. Existují také vibria, které jsou ve tvaru tyčinky s malým za-

kroucením [50, 52].  

 

Obrázek 12 – Tvary bakteriálních buněk [53] 
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3.1 Klasifikace bakterií 

Kromě klasifikace bakterií na základě jejich evolučních vztahů, morfologie a biochemických 

vlastností mohou být bakterie klasifikovány také podle jejich zdroje energie, požadavků na 

kyslík a teplotních preferencí. 

Podle zdroje energie se dělí na autotrofní a heterotrofní bakterie. Autotrofní využívají oxid 

uhličitý jako zdroj uhlíku pro růst. Mezi autotrofní patří fotoautotrofy, jako jsou kyanobak-

terie, které získávají energii ze slunečního záření a uhlíku obsaženého v oxidu uhličitém. 

Chemoautotrofy získávají energii z anorganických sloučenin, jako je čpavek, sirovodík a 

oxid uhličitý. Chemolitotrofy jsou bakterie, které získávají energii oxidací anorganických 

sloučenin dusíku, síry, methanu nebo methanolu. Jsou důležité při recyklaci živin a při čiš-

tění odpadních vod. Heterotrofní bakterie získávají energii z organických sloučenin. Zá-

stupci jsou chemoheterotrofy, které získávají energii a uhlík z organických sloučenin, roz-

kládají (metabolizují) organickou hmotu a jsou nezbytné pro sekundární biologické procesy. 

Dále jsou klasifikovány podle toho, jak metabolizují látku. Metabolismus hmoty uvolňuje 

elektrony, které jsou nakonec přeneseny do konečného akceptoru elektronů. Bakterie, které 

potřebují kyslík, se nazývají aerobní. Ty, které kyslík nepotřebují, jsou anaerobní a podstu-

pují anaerobní fermentaci. V tomto případě jsou konečné akceptory elektronu organické 

sloučeniny (alkoholy a organické kyseliny). Bakterie využívající oba typy metabolismu se 

nazývají fakultativně anaerobní.  

Bakterie se dělí také rozděleny podle teplotních rozmezí, která jsou optimální pro jejich pře-

žití a růst. Psychofilní bakterie rostou optimálně při teplotách od přibližně 0 do 20 °C. Meso-

filní bakterie rostou nejlépe při 25 až 40 °C. Termofilní bakterie vyžadují pro optimální růst 

teploty 45 až 50 °C nebo i více [49].  

Podle složení buněčné stěny se dělí na grampozitivní a gramnegativní bakterie. Gramovo 

barvení je metoda barvení bakterií, která se používá například při určení rodů bakterií. Gram-

pozitivní bakterie se zbarvují fialově, protože mají silné buněčné stěny, které zachycují kom-

plex krystalové violeti s jodidem draselným. Stěna se přidáním organických rozpouštědel 

jako je ethanol nebo aceton neodbarví. Tenké buněčné stěny gramnegativních bakterií ne-

mohou udržet komplex krystalové violeti a přidáním ethanolu se odbarví. Pro pozorování se 

používá barvivo safranin, které způsobí červené zbarvení bakterií [52, 54]. Příklady gram-
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pozitivních bakterií jsou rody Listeria, Staphylococcus, Lactobacillus, Paenibacillus, za-

tímco mezi gramnegativní bakterie patří například rody Salmonella, Enterobacter, 

Escherichia, Klebsiella [55]. 

3.2 Biofilm bakterií 

Bakterie přežívají v přírodě tak, že vytvářejí biofilmy na různých površích. Biofilm je struk-

turovaná komunita bakterií zabudovaných do extracelulární polymerní matrice [56] také 

označované jako glykokalyx. Je složena z extracelulárních látek,  z komplexních polysacha-

ridů, bílkovinných látek a glykopeptidů, lipidů, lipopolysacharidů a dalších materiálů, které 

slouží jako podpůrné jednotky, držící biofilm dohromady [57]. Biofilmy představují chrá-

něný způsob růstu, který umožňuje přežití v nepřátelském prostředí. Bakteriální biofilmy 

jsou odolné vůči antibiotikům, dezinfekčním chemikáliím a dalším složkám vrozeného a 

adaptivního zánětlivého obranného systému těla. Gradienty živin a kyslíku, které se tvoří 

v biofilmu, mají za následek to, že buňky v různých oblastech biofilmu vykazují různé 

vzorce genové exprese, proto je růst biofilmu spojen se zvýšenou úrovní mutací. Bakterie v 

biofilmech komunikují (quorum sensing) pomocí molekul, které aktivují určité geny zodpo-

vědné za produkci faktorů virulence.  

Počáteční krok formování biofilmu (obrázek 13) zahrnuje planktonické (individuálně volně 

se pohybující) bakterie, které se reverzibilně připevňují k povrchu adhezním mechanismem. 

Bakterie jsou v této fázi stále citlivé na antibiotika, což může vysvětlit úspěšnost antibiotické 

profylaxe. Dalším krokem je nevratná vazba na povrch, tvorba polymerní matrice, množení 

bakterií a vznik mikrokolonií. V biofilmu postupně roste hustota populace, až do doby, kdy 

dojde k zapnutí genů, které brání zahuštění biofilmu [56]. Vývoj biofilmu a uvolňování bu-

něk (jednotlivě nebo v klastrech) může být regulován genovou expresí závislou na hustotě 

obyvatelstva a řízenou pomocí molekul jako jsou acylované homoserinové laktony pro 

gramnegativní bakterie a specifické peptidy pro grampozitivní [57]. Uvolněné bakteriální 

buňky se následně mohou rozšířit na další místa a tvořit nové biofilmy [56].  
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Obrázek 13 – Časový průběh tvorby biofilmu P. aeruginosa, QS označuje komunikaci 

mezi buňkami a EPS je extracelulární biofilmová matrice, upraveno dle [56] 

3.3 Bakterie použité v praktické části 

3.3.1 Escherichia coli 

Escherichia coli patří mezi gramnegativní fakultativně anaerobní bakterie čeledi Enterobac-

teriaceae. Má tyčinkovitý tvar a běžně se vyskytuje v půdě, ve vodě a ve střevní mikroflóře 

člověka i jiných teplokrevných živočichů. Pomáhá udržovat rovnováhu ve střevě, protože 

produkuje koliciny, které brání růstu jiných bakterií. Tvoří také některé stimulační látky a 

vitaminy. Zatímco mnoho kmenů je neškodných, některé kmeny mohou být patogenní a mo-

hou vyvolávat průjmová onemocnění, infekce močových cest a nozokomiální infekce [55].  

Kmeny E. coli jsou rozděleny na základě tří hlavních povrchových antigenů: O (somatický), 

H (flagelární) a K (kapsulární). Specifické typy a skupiny jsou často spojeny s určitými kli-

nickými syndromy, a proto slouží jako identifikovatelné chromozomální markery, které ko-

relují se specifickými faktory virulence. V současnosti existuje nejméně šest tříd bakterií E. 

coli, u nichž je známo, že způsobují gastrointestinální onemocnění přenášené potravinami u 

lidí. Enteropatogenní E. coli (EPEC) typicky souvisí s dětskými průjmy, které jsou důsled-

kem bakteriální adheze k epiteliálním buňkám a zničení střevních buněk. Enterotoxigenní 

E. coli (ETEC) je také spojena s dětským průjmem v rozvojových zemích, stejně jako ces-

tovní průjem  u osob cestujících do rozvojových zemí. Kromě různých kolonizačních faktorů 

střev produkují kmeny ETEC tepelně stabilní a/nebo tepelně labilní enterotoxiny (podobné 
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toxinu cholery), které stimulují výstelku střev. To vede k nadměrné sekreci tekutin vyvolá-

vající průjem. Enteroinvazivní E. coli (EIEC) napadá a následně se šíří mezi epiteliální 

buňky tlustého střeva a poškozuje epiteliální výstelku. Důsledkem je vodnatý průjem často 

obsahující krev. Enteroagregativní E.coli (EAEC) využívá fimbrie k vázání na buňky ten-

kého střeva v malých shlucích. Následná produkce tepelně stabilního enterotoxinu a cytoto-

xinu pravděpodobně způsobuje průjem u malých dětí. Je stále častěji uznávána jako příčina 

perzistentních průjmů u dospělých v rozvojových i průmyslově vyspělých zemích. Entero-

hemoragická E. coli (EHEC) označovaná také jako Shiga-like toxigenní E. coli (STEC) vy-

kazuje zvýšenou virulenci s potenciálně vysokou úmrtností. Infekce se projevují nástupem 

extrémně bolestivých břišních křečí, následným vodnatým průjmem s krví, zhoršením he-

molytické anémie, trombocytopenie a selháním ledvin. Difúzně adherentní E. coli (DAEC), 

je spojena s vodnatými průjmy u malých dětí v rozvojových i rozvinutých zemích. Způso-

buje také opakující se infekce močových cest. Důsledky této perzistence jsou neznámé, ale 

několik pozorování naznačuje potenciální roli ve vývoji chronického zánětlivého střevního 

onemocnění [58, 59]. 

 

Obrázek 14 – Escherichia coli [60] 

3.3.2 Staphylococcus aureus 

Spahylococcus aureus patří mezi grampozitivní bakterie kulovitého typu. Vyskytuje se jed-

notlivě, nebo ve shlucích. Lze ji najít v půdě, vodě, potravinách, ale je také součástí kožní 

mikroflóry [55]. Přibližně 30 % lidské populace je kolonizováno S. aureus. Je hlavní příči-

nou bakterémie a infekční endokarditidy, infekcí souvisejících s osteoartikulární, kožní a 

měkkou tkání, a také často tvoří biofilm na površích medicinálních instrumentů. Může také 
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způsobovat infekce protetických zařízení, implantovatelných srdečních zařízení, intravasku-

lárních katétrů a dalších [61]. Stafylokoková infekce se vyskytuje nejčastěji v kůži a měk-

kých tkáních. Porušení kůže a mukózní obrany předurčuje k potenciálně život ohrožující 

invazivní stafylokokové infekci, nejčastěji se vyskytující jako infekce způsobená krví. Tyto 

invazivní infekce jsou stále častěji primárním důsledkem složitých lékařských postupů a te-

rapií. Problémem infekcí je však rezistence S. aureus. Poprvé se rezistence projevila u ně-

kolika kmenů vůči penicilinu. Kmeny S. aureus poté získali rezistenci na léčiva s methicili-

nem (MRSA), které penicilin nahradily. Kromě rezistence na antibiotika vykazují některé 

kmeny odolnost vůči železu, manganu, zinku a mědi [62].  

 

Obrázek 15 – Staphylococcus aureus [63] 

3.4 Antimikrobiální rezistence  

Jedním z hlavních problémů způsobených biofilmy je jejich zvýšená tolerance vůči antimi-

krobiálním látkám, které narušují léčbu infekcí souvisejících s biofilmem v klinických pod-

mínkách [57]. Zvýšený vývoj bakteriální rezistence na antibiotika a vysoký výskyt infekcí 

jsou velmi znepokojivé, jelikož mikrobiální kontaminace je závažným problémem v mnoha 

oblastech. Zejména se jedná o biomedicínský průmysl, systémy čištění vody, balení a skla-

dování potravin [48]. Jedním z mechanismů rezistence biofilmů vůči antimikrobiálním čini-

dlům je neschopnost látky proniknout do celé hloubky biofilmu, protože polymerní látky 

tvořící matrici biofilmu, zpomalují difúzi antibiotik. Dalším mechanismem je rychlá změna 

mikroprostředí biofilmu, která vede k neaktivnosti antibiotik. Ve spodních vrstvách biofilmu 
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není kyslík a vzniká zde anaerobní prostředí. Například aminoglykosidy nejsou v anaerob-

ním prostředí aktivní. U biofilmů může malá subpopulace bakterií reverzibilně vstoupit do 

pomalu rostoucího stavu. Tyto buňky se označují jako spící a jsou vysoce rezistentní vůči 

působení antibiotik. Biofilmy se stávají odolné nejen vůči antibiotikům, ale také odolávají 

imunitní odpovědi [57].  

Antibiotická rezistence je problémem hlavně u implantovaných zdravotnických prostředků. 

Infekce je nejčastěji způsobena komenzálními bakteriemi, často pocházejícími od hostitele. 

Grampozitivní bakterie, včetně Staphylococcus aureus a Staphylococcus epidermidis, se na-

cházejí na 90 % všech implantovaných zdravotnických prostředcích.  Jiné běžné gramnega-

tivní organismy spojené s infekcí biomateriálů zahrnují Escherichia coli, Pseudomonas 

aeruginosa, Proteus mirabilis a Proteus vulgarit [47].  

Prevencí mohou být různá antimikrobiální činidla nebo povlaky schopné zabránit kolonizaci 

povrchů materiálů a tkání mikroorganismy [48]. Antimikrobiální polymery představují 

velmi slibnou třídu terapeutik s jedinečnými vlastnostmi pro boj s mikrobiálními infekcemi 

[34]. 
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4 METODY CHARAKTERIZACE ANTIBAKTERIÁLNÍ AKTIVITY 

Zavedení nových antimikrobiálních systémů vyžaduje stanovení metod, které mohou posou-

dit antimikrobiální aktivitu těchto látek. Testy antimikrobiální citlivosti (AST) se rutinně 

používají v klinických mikrobiologických laboratořích k vyhodnocení citlivosti mikrobiál-

ních patogenů nebo k detekci rezistence na antimikrobiální látky. Metody ATS běžně zahr-

nují difúzní metody, diluční metody (ředění agaru a mikrodiluce bujónu) a jejich kombinace 

(E-test) [64].  Nejčastěji používanou technikou je disková difúzní metoda, která poskytuje 

kvalitativní výsledek (zóny) na rozdíl od dilučních metod, díky kterým získáme kvantitativní 

výsledky [65]. 

4.1 Difúzní disková metoda (Kirby-Bauerův test)    

Difúzní disková metoda, běžně označována jako Kirby-Bauerův test, poskytuje kvalitativní 

míru účinku antimikrobiálního činidla proti baktériím. Při této zkoušce se na naočkovanou 

agarovou půdu umístí disk se známým množstvím antimikrobiálního činidla. Antibiotikum 

difunduje z disku do agaru a vzniká tak koncentrační gradient léčiva. V důsledku toho do-

chází ke vzniku zóny inhibice bakteriálního růstu. Velké zóny inhibice naznačují, že testo-

vaný organismus je citlivý, zatímco malá nebo nepřítomná zóna inhibice indikuje rezistenci. 

Průměr inhibiční zóny se měří v mm a o citlivosti nebo rezistenci se rozhoduje podle tabul-

kových hodnot. Tato metoda je jednoduchá, ekonomická a existuje několik komerčně do-

stupných disků [64, 66].  

 

Obrázek 16 – Difúzní disková metoda – testování antimikrobiálních vlastností antibiotika 

Penicilin/Streptomycin, Centrum polymerních systémů ve Zlíně 

https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/15140122
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4.2 Stokesův test 

Stokesův test se liší od difúzní diskové metody v použití jak kontrolního, tak testovacího 

kmene na stejné desce. Stokesova disková difúzní technika není tak vysoce standardizovaná 

jako Kirby-Bauerova technika a je používána v laboratořích, zejména pokud nelze zaručit 

přesné množství antimikrobiálních látek na disku. Kontrolní bakteriální kultura je inokulo-

vána částečně na povrchu agarové desky a testovaná bakteriální suspenze je inokulována na 

zbylou část. Disky jsou umístěny přesně na rozhraní (obrázek 17) [66].  

 

Obrázek 17 – Stokesův test, upraveno dle [66] 

4.3 Diluční metoda 

Tato metoda se používá pro stanovení minimální inhibiční koncentrace (MIC) antimikrobi-

álních látek. Diluční metoda se provádí ředěním antimikrobiálních činidel buď v agarovém 

médiu, nebo v médiu bujónu. Ředění (obrázek 18) zahrnuje přípravu sériových roztoků an-

timikrobiálních činidel, které jsou naočkovány standardním počtem mikroorganismů ve zku-

mavkách a jsou inkubovány přes noc. Buňky se zkoumají na viditelný růst bakterií zákalem. 

Nejmenší koncentrace antimikrobiálního činidla, která zabraňuje vzniku zákalu, se považuje 

za MIC, obvykle vyjádřená v μg/ml nebo mg/l. Kromě stanovení MIC lze také odhadnout 

minimální baktericidní koncentraci (MBC).  Hlavní výhodou této techniky je generování 

kvantitativního výsledku. Nevýhodou jsou možné chyby při přípravě roztoků antibiotik [64, 

66]. 
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Obrázek 18 – Diluční metoda, upraveno dle [67] 

4.4 E-test 

E-test je metoda založená na difúzi kontinuálního koncentračního gradientu antimikrobiál-

ního činidla z plastového proužku do agaru (obrázek 19). Tato nově vyvinutá in vitro tech-

nika byla vytvořena k překonání několika nevýhod předešlých metod a také k zachování 

principu metody ředění agaru, čímž vzniká přesný, reprodukovatelný referenční kvantita-

tivní výsledek MIC [65]. Bakterie se pěstují na agarové desce a testovací plastový pásek se 

umístí na povrch. Následně antimikrobiální činidlo difunduje do agaru a generuje se expo-

nenciální gradient antimikrobiální koncentrace. Po inkubaci lze MIC přímo odečíst z testo-

vacího proužku podle pokynů výrobce, kde se eliptická zóna inhibice protíná s měřítkem 

MIC na pásu [64]. 

 

Obrázek 19 – E-test [66] 
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4.5 Sledování mikrobiálního vývoje a adaptace 

Zvýšení odolnosti bakterií proti antibiotikům vedlo k řadě studií zaměřených na pochopení 

tohoto problému. Studie Baym a kol. uvádí experimentální zařízení pro testování chování 

bakterií, které umožňuje jejich migraci a adaptaci ve velkém prostorově strukturovaném pro-

středí (obrázek 20). Tato metoda poskytuje možnost studia mikrobiální adaptace a přímou 

vizualizaci evoluční dynamiky. Postupem času dochází ke vzniku rezistence a u některých 

linií k fenotypovým i genotypovým změnám. V přirozeném a klinickém prostředí migrují 

bakterie do prostorově odlišných oblastí a strukturované mikroprostředí zvyšuje míru adap-

tace na antibiotika prostřednictvím genetických změn.  

Ve studii Baym a kol. byla proto vytvořena velká akrylátová deska o rozměrech 120 x 60 cm 

obsahující agar se symetrickým čtyřstupňovým gradientem postupujícím směrem dovnitř s 

nárůstem koncentrace antibiotik trimethoprimu (TMP) a ciprofloxacinu (CPR). Velký roz-

měr desky zajišťuje rozsáhlou populaci a tím míru mutací v ní a zároveň udržuje antibiotický 

gradient navzdory difúzi. Poté byly na jednom místě desky s nulovou koncentrací antibiotik 

inokulovány bakterie E. coli. Bakterie využívají živiny lokálně, a pak se rozšiřují chemotaxí 

do jiných oblastí. Protože se koncentrace antimikrobiální látky zvyšuje, dochází ke vzniku 

odolnějších mutantů, kteří se mohou dále rozšířit na části obsahující vyšší množství antibi-

otické látky. Vzhledem k tomu, že v populaci vznikají rezistentní mutanti, jejich potomci 

migrují do dalšího stupně koncentrace antimikrobiální látky a vyvíjejí se. Přilehlé mutantní 

linie navzájem soupeří o omezený prostor, což vede k tomu, že některé linie úplně blokují 

růst ostatních. Když odolnější linie dosáhnou další zvýšené úrovně koncentrace antibiotika, 

při které také nejsou schopny růst, vzniknou sekundární mutace a proces se opakuje. Nako-

nec bakterie dosahují a překračují nejvyšší koncentraci léčiva, což ukazuje na značný nárůst 

rezistence vůči antibiotiku. Fenotypizace mutantů z oblasti s nejvyšší koncentrací vykazuje 

faktor zvýšení MIC.  

Toto experimentální zařízení není určeno k přímému simulování přirozeného nebo klinic-

kého prostředí, ale zachycuje jedinečné aspekty evoluce. Na rozdíl od krátkodobých testů, 

které nepostihují dynamiku vývoje vztahu mezi mikroorganismy a příslušným materiálem, 

umožňuje tento prostorový gradient adaptaci bakterií takovému prostředí, které při krátko-

dobých testech jejich růst inhibuje [68].  
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Obrázek 20 – Experimentální zařízení pro studium mikrobiální evoluce v prosto-

rově strukturovaném prostředí. (A) Čtyřstupňový gradient trimethoprimu. Antibi-

otikum se přidává v sekcích, aby exponenciální gradient stoupal dovnitř. (B) 

Deska s gradientem trimethoprimu po 12 dnech. (C) Časosběrné snímky části 

desky. Opakovaná mutace a selekce lze vidět v každém kroku [68].  
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II.  PRAKTICKÁ ČÁST 
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5 MATERIÁLY A METODIKA 

5.1 Kultivační médium 

Pro kultivaci bakterií byl použit Trypton – sojový agar (TSA) značky Himedia, ref. M290-

500G. U provedených testů byl pro růst bakterií použit nejprve Plate Count agar (PCA) 

značky Himedia, ref. M091-500G, později Mueller Hinton agar (MH) značky Himedia, ref. 

M173-500G. 

5.1.1 Trypton - sojový agar 

Trypton – sojový agar je univerzální médium používané pro kultivaci nutričně náročných i 

nenáročných mikroorganismů a pro kontrolu mikrobiálních limitů u nesterilních materiálů. 

Bylo naváženo 16,0 g TSA, který byl rozpuštěn ve 400 ml destilované vody. Agar byl poté 

sterilizován v autoklávu při 121 °C po dobu 15 minut. Konečné pH při teplotě 25 °C je 7,3 ± 

0,2. Složení Trypton - sojového agaru je v tabulce 1. 

Tabulka 1 – Složení Trypton – sojového agaru 

Složení Množství 

Enzymatický hydrolyzát kaseinu 15,0 g/l 

Sojový pepton 5,0 g/l 

Chlorid sodný  5,0 g/l 

Agar 15,0 g/l 

5.1.2 Plate Count agar 

Plate Count agar se používá pro stanovení počtu mikroorganismů v potravinách, vodě, od-

padní vodě a také na klinických vzorcích.  

Bylo naváženo 9,4 g PCA, který byl rozpuštěn ve 400 ml destilované vody. Agar byl poté 

sterilizován v autoklávu při 121 °C po dobu 15 minut. Konečné pH při teplotě 25 °C je 7,0 ± 

0,2. Složení Plate Count agaru je v tabulce 2. 
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Tabulka 2 – Složení Plate Count agaru 

Složení Množství 

Enzymatický hydrolyzát kaseinu 5,0 g/l 

Kvasnicový extrakt 2,5 g/l 

Glukosa  1,0 g/l 

Agar 15,0 g/l 

5.1.3 Mueller Hinton agar 

Mueller Hinton agar se používá pro kultivaci patogenních druhů Neisseria a pro stanovení 

citlivosti mikroorganismů k antimikrobiálním látkám difuzní diskovou metodou.  

Bylo naváženo 15,2 g MH, který byl rozpuštěn ve 400 ml destilované vody. Agar byl poté 

sterilizován v autoklávu při 121 °C po dobu 15 minut. Konečné pH při teplotě 25 °C je 7,3 ± 

0,1. Složení Mueller Hinton agaru je v tabulce 3. 

Tabulka 3 – Složení Mueller Hinton agaru 

Složení Množství 

Hovězí masová infuse 300,0 g/l 

Kyselý hydrolyzát kaseinu 17,5 g/l 

Škrob  1,5 g/l 

Agar 17,0 g/l 

5.2 Bakterie 

Pro testování antimikrobiální aktivity polymerů byly použity bakterie z České sbírky mikro-

organismů v Brně.  

5.2.1 Escherichia coli CCM 4517 

Zdrojem jsou lidské výkaly. Používá se pro stanovení antimikrobiálních činidel v pracovních 

kapalinách, antimikrobiálních konzervačních prostředků a očních přípravků. Patří do rizi-

kové skupiny 2. Doporučené kultivační médium je TSA a teplota pro kultivaci 37 °C [69]. 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 46 

 

5.2.2 Escherichia coli CCM 3954 

Jedná se o biofilm tvořící bakterii, jejímž zdrojem je klinický izolát. Je to mezinárodní stan-

dardní referenční kmen pro testování citlivosti na antibakteriální disk. Používá se také pro 

kontrolu kvality antimikrobiální citlivosti pomocí veterinárních antimikrobiálních látek. Do-

poručené kultivační médium je TSA a teplota pro kultivaci 37 °C [69].  

5.2.3 Staphylococcus aureus CCM 4516 

Zdrojem je lidská léze. Používá se pro stanovení antimikrobiálních činidel v pracovních ka-

palinách, antimikrobiálních konzervačních prostředků a očních přípravků, je to kontrolní 

kmen pro chemické dezinfekční prostředky a antiseptické zkoušky. Patří do rizikové skupiny 

2. Doporučené kultivační médium je TSA a teplota pro kultivaci 37 °C [69]. 

5.2.4 Staphylococcus aureus CCM 2022 

Je to biofilm tvořící bakterie, která se používá se pro test neomycinu v tělních tekutinách, 

krmivech, mléku a farmaceutických přípravcích, pro turbidimetrický test tetracyklinu, chlor-

tetracyklinu a oxytetracyklinu a pro testování sterility. Patří do rizikové skupiny 2. Doporu-

čené kultivační médium je TSA a teplota pro kultivaci 37 °C [69]. 

5.3 Testované látky 

Testovací metody byly provedeny u následujících dostupných látek; rozvětveného polyethy-

leniminu (PEI), polyethylenglykolu s průměrnou molekulovou hmotností 400 (PEG 400), 

polyethylenglykolu s průměrnou molekulovou hmotností 600 (PEG 600), dále pak u mono-

merů vodivých polymerů anilinu a pyrolu, které se mohou v polymeru vyskytovat jako rezi-

dua. Testy byly provedeny také u antibiotika Penicilin/Streptomycin.  

5.3.1 Polyethylenimin 

Z literatury bylo zjištěno, že PEI vykazuje antimikrobiální účinky proti S. aureus i E. coli 

[70]. Pro testování byl použit rozvětvený polyethylenimin značky Sigma Aldrich 

(kat. č. 408719) s průměrnou molekulovou hmotností 800 (obrázek 21). Používá se na de-

tergenty, lepidla, úpravu vody, tiskařské barvy, barviva, v kosmetice a papírenském prů-

myslu, dále jako promotor adheze, laminovací základ, fixační činidlo, flokulant, kationtový 
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dispergátor, zlepšovač stability, povrchový aktivátor, chelatační činidlo, lapač aldehydů a 

oxidů [13]. 

 

Obrázek 21 – Strukturní vzorec rozvětveného polyethyleniminu [13] 

5.3.2 Polyethylenglykol 

Polyethylenglykol je syntetický, hydrofilní, biokompatibilní polymer s širokým použitím v 

biomedicínských a jiných aplikacích. Často je prováděna biokonjugace s PEG, což je kova-

lentní konjugace s látkami jako jsou peptidy, proteiny nebo oligonukleotidy s PEG pro opti-

malizaci farmakokinetických vlastností. Při podávání léčiva mohou být PEG použity jako 

linkery pro konjugáty protilátka – lék nebo jako povrchový povlak částic pro zlepšení systé-

mového dodávání léčiva. 

Pro testování byl použit polyetylenglykol značky Sigma Aldrich (kat. č. 807485) s průměr-

nou molekulovou hmotností 400 a polyetylenglykol značky Sigma Aldrich (kat. č. 202401) 

s průměrnou molekulovou hmotností 600 [13]. Na obrázku 22 je strukturní vzorec polyethy-

lenglykolu. 

 

Obrázek 22 – Strukturní vzorec polyethylenglykolu [13] 

5.3.3 Pyrol 

Antibakteriální vlastnosti patří mezi nejatraktivnější vlastnosti látek modifikovaných vodi-

vými polymery [71].  Polypyrol se řadí mezi nejvíce studované vodivé polymery. Polypyrol 
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má mnoho vynikajících vlastností, například dobrou in vitro a in vivo biokompatibilitu, dob-

rou chemickou stabilitu a přiměřeně vysokou vodivost za fyziologických podmínek. Může 

být snadno modifikován tak, aby byl vhodnější pro biomedicínské aplikace prostřednictvím 

zabudování bioaktivních molekul. Používá se v mnoha aplikacích, včetně palivových článků, 

ochrany proti korozi, počítačových displejů, mikrochirurgických nástrojů, biosenzorů a sys-

témů s řízeným uvolňováním léčiv [72]. 

Pro testování byl použit pyrol značky Sigma Aldrich (kat. č. 131709). Tento typ se také po-

užívá při elektropolymeraci makroporézních vodivých polymerních filmů, nebo ke studiu 

vazby 1,2,3-triazolu na pyrrol [13]. Strukturní vzorec pyrolu je na obrázku 23. 

 

Obrázek 23 – Strukturní vzorec pyrolu [13] 

5.3.4  Anilin 

Druhý velmi zkoumaný vodivý polymer je polyanilin (PANI). PANI byl zkoumán pro bio-

senzory, neurální sondy, aplikace pro řízené uvolňování léčiv a tkáňové inženýrství [72]. 

Bylo zjištěno, že polyanilin vykazuje antibakteriální aktivitu v důsledku různých faktorů, 

jako je povrchová hydrofilita a elektrostatická adsorpce mezi polyanilinem a bakteriemi, 

přímý kontakt mezi materiálem a bakteriálními buňkami a přítomnost aminoskupin [71]. 

Také některé PANI kopolymery vykazovaly vysokou antibakteriální aktivitu, což z nich činí 

vynikající materiály pro použití v tkáňovém inženýrství [72]. 

Pro testování byl použit anilin značky Sigma Aldrich (kat. č. 242284), jehož strukturní vzo-

rec je na obrázku 24. Je to aromatický primární amin, který může být použit jako reaktant 

při syntéze organických meziproduktů, jako je 3-chlor-N-fenylpyridin-2-amin, (Z)-me-

thyl 3-(fenylamino)but-2-enoát-2-jod-N-fenylbenzamidu, 2,4-dichlorchinolinu a N-(2-pro-

pynyl) anilinu. Je ve vodě rozpustný a při skladování tmavne na červenohnědou barvu [13]. 
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Obrázek 24 – Strukturní vzorec anilinu [13] 

5.3.5 Antibiotikum Penicilin/Streptomycin 

Používá se pro prevenci bakteriální kontaminace buněčných kultur v důsledku jejich účin-

ného kombinovaného působení proti grampozitivním a gramnegativním bakteriím. Penicilin 

je získán z plísní Penicillium, které působí tak, že přímo interferují s bakteriální buněčnou 

stěnou a nepřímo spouští uvolňování enzymů, které mění buněčnou stěnu. Streptomycin je 

purifikován ze Streptomyces griseus. Způsobuje inhibici syntézy proteinů a tím smrt citli-

vých bakterií [73]. Pro testování bylo použito antibiotikum Penicilin/Streptomycin značky 

Biosera.  

5.4  Inokulace bakterií 

K inokulaci bakterií byla použita metoda křížového roztěru. Princip spočívá v postupném 

ředění vzorku, kdy na konci získáme dílčí kolonie bakterií.  

Na povrch kultivačního média je pomocí sterilní vyžíhané kličky přenesen vzorek, který je 

následně kličkou rozetřen. Poté je klička vyžíhána a tažením přes vzorek jsou rozetřeny do 

3 – 4 pruhů. Znovu je klička vyžíhána a opět tažením vytvořeny další 3 – 4 pruhy přes pů-

vodní. Tento krok je proveden ještě jednou a přes poslední pruhy je vyžíhanou kličkou ply-

nulým tahem rozetřena kultura bakterií ve tvaru tzv. hádka, viz obrázek 25. Tím dojde k 

oddělení jednotlivých kolonií. 
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Obrázek 25 – Křížový roztěr, upraveno dle [74] 

5.5 Experimentální uspořádání 

Pro zjištění antimikrobiálního účinku testovaných látek byla použita difúzní disková metoda, 

jejíž postup je ověřený a výhodou je časová nenáročnost. Byly testovány různé koncentrace 

látek. Stejné koncentrace testovaných látek byly následně použity při tvoření koncentračního 

gradientu u testování mikrobiálního vývoje a adaptace bakterií. 

5.5.1 Difúzní disková metoda 

5.5.1.1 Příprava bakteriální suspenze 

Inkubace testovaných bakterií probíhala 24 h před provedením testu při teplotě 35 °C. Do 

zkumavky bylo nalito 5 ml sterilního fyziologického roztoku. Pomocí vyžíhané kličky byly 

testované bakterie v množství přibližně 106 – 108 vpraveny do zkumavky a promíchány po-

užitím třepačky Vortex V-1 plus. Vzniklá suspenze byla následně aplikována mikropipetou. 

5.5.1.2 Očkování Mueller Hinton agaru 

Do středu prázdné Petriho misky byl pipetován 1 ml bakteriální suspenze. Následně byla 

suspenze zalita 20 ml MH agaru vytemperovaného na 48 °C. Vše bylo důkladně promícháno 

krouživým pohybem. Mezitím byl sterilizován korkovrt v 70 % etanolu. Do ztuhlého agaru 
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byly korkovrtem vyhloubeny dva kruhové otvory o průměru 9 mm. Následně byla do vznik-

lých otvorů pipetována jednotlivá množství testovaných látek, viz tabulka 4. S výjimkou 

PEI, PEG 400 a PEG 600 bylo do otvorů přímo pipetováno množství testované látky. Kvůli 

vysoké viskozitě PEI, PEG 400 a PEG 600 bylo dané množství těchto látek naváženo, roz-

puštěno v 1 ml destilované vody a poté pipetováno do jamek 100 µl vzniklého roztoku. 

Vzorky byly inkubovány po dobu 24 h při teplotě 35 °C. 

Tabulka 4 – Množství testovaných látek difúzní diskovou metodou 

Testovaná látka 
Testovaná 

bakterie 
Množství testované látky 

Polyethylenimin 

E. coli 

CCM 4517 

5 

mg/ml 

10 

mg/ml 

20 

mg/ml 

30 

mg/ml 

40 

mg/ml 
100 µl  

S. aureus 

CCM 4516 

5 

mg/ml 

10 

mg/ml 

20 

mg/ml 

30 

mg/ml 

40 

mg/ml 
100 µl 

 

E. coli 

CCM 3954 

5 

mg/ml 

10 

mg/ml 

20 

mg/ml 

30 

mg/ml 

40 

mg/ml 
 

 

S. aureus 

CCM 2022 

5 

mg/ml 

10 

mg/ml 

20 

mg/ml 

30 

mg/ml 

40 

mg/ml 
 

 

Polyethylenglykol 

400 

E. coli 

CCM 4517 

45 

mg/ml 

50 

mg/ml 

55 

mg/ml 

60 

mg/ml 

100 

mg/ml 

200 

mg/ml 

300 

mg/ml 

400 

mg/ml 

500 

mg/ml 

700 

mg/ml 

900 

mg/ml 

1000 

mg/ml 

1100 

mg/ml 

1200 

mg/ml 

1500 

mg/ml 

1700 

mg/ml 

2000 

mg/ml 
50 µl 70 µl 100 µl  

S. aureus 

CCM 4516 

5 

mg/ml 

10 

mg/ml 

20 

mg/ml 

30 

mg/ml 

40 

mg/ml 

45 

mg/ml 

50 

mg/ml 

55 

mg/ml 

60 

mg/ml 

100 

mg/ml 

150 

mg/ml 

200 

mg/ml 

300 

mg/ml 

400 

mg/ml 

500 

mg/ml 

800 

mg/ml 

1000 

mg/ml 
50 µl 70 µl 100 µl  
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Polyethylenglykol 

600 

E. coli 

CCM 4517 

50 

mg/ml 

100 

mg/ml 

200 

mg/ml 

300 

mg/ml 

400 

mg/ml 

500 

mg/ml 

600 

mg/ml 

700 

mg/ml 

800 

mg/ml 

900 

mg/ml 

1100 

mg/ml 

1200 

mg/ml 

1500 

mg/ml 

1700 

mg/ml 

2000 

mg/ml 
100 µl      

S. aureus 

CCM 4516  
100 µl*        

Pyrol 

E. coli 

CCM 4517 
5 µl 10 µl 20 µl 30 µl 40 µl 100 µl 

 

S. aureus 

CCM 4516 
5 µl 10 µl 20 µl 30 µl 40 µl 100 µl 

 

E. coli 

CCM 3954 
5 µl 10 µl 20 µl 30 µl 40 µl 

  

S. aureus 

CCM 2022 
5 µl 10 µl 20 µl 30 µl 40 µl 

  

Anilin 

E. coli 

CCM 4517 
5 µl 10 µl 20 µl 30 µl 40 µl 100 µl 

 

S. aureus 

CCM 4516 
5 µl 10 µl 20 µl 30 µl 40 µl 100 µl 

 

E. coli 

CCM 3954 
5 µl 10 µl 20 µl 30 µl 40 µl  

 

S. aureus 

CCM 2022 
5 µl 10 µl 20 µl 30 µl 40 µl  

 

Penicilin/ 

Streptomycin 

E. coli 

CCM 4517 
5 µl 10 µl 20 µl 30 µl 40 µl 100 µl 

 

S. aureus 

CCM 4516 
5 µl 10 µl 20 µl 30 µl 40 µl 100 µl 

 

E. coli 

CCM 3954 
5 µl 10 µl 20 µl 30 µl 40 µl  

 

S. aureus 

CCM 2022 
5 µl 10 µl 20 µl 30 µl 40 µl  

 

* Nižší koncentrace nebyly testovány z důvodu neúčinnosti, vyšší by naopak musely být 

testovány za jiných podmínek. 

5.5.1.3 Vyhodnocení šířky inhibičních zón 

Vzniklé inhibiční zóny byly vyhodnoceny pomocí systému Scan 500 inhibiton zone reader 

značky Interscience. Na obrázku 22 je ukázán rozdíl účinnosti polyethyleniminu a antibio-

tika Penicilin/Streptomycin.  
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Obrázek 26 – Inhibiční zóny testovaných látek, polyethyleniminu a antibiotika Penici-

lin/Streptomycin 

5.5.2 Testování mikrobiálního vývoje a adaptace 

Stěžejním bodem této práce bylo navrhnout a otestovat metodu, díky které je možné sledovat 

vývoj a adaptaci jednotlivých bakteriálních kmenů na antimikrobiální látky. Byla zde snaha 

připodobnit se experimentálnímu zařízení, které popisuje studie Baym a kol. 

Během navrhování testovací metody bylo nutno provést několik pokusů, než bylo vytvořeno 

takové experimentální zařízení, které lze použít pro sledování vývoje bakterií. 

Pro vytvoření experimentálního zařízení byly použity nerezové formy o velikosti 4 x 6 cm, 

které byly umístěny do Petriho misky. Pomocí nerezové přepážky bylo vytvořeno 6 bloků o 

velikosti 1 x 4 cm přímo v Petriho misce (obrázek 27). Jako živná půda byl použit MH agar, 

který se používá pro stanovení citlivosti mikroorganismů k antimikrobiálním látkám disko-

vou difúzní metodou a umožní lepší difúzi látek. Nerezová forma i přepážka byly sterilizo-

vány v 70 % etanolu a následně vyžíhány nad kahanem. Nejprve bylo do formy nalito cca 5 

ml MH agaru, po ztuhnutí byla do formy umístěna sterilní vyžíhaná přepážka a do vzniklého 

bloku byly nality 4 ml MH agaru. Tak bylo postupně vytvořeno všech 6 bloků. Následně 

bylo na první blok s nulovou koncentrací testované látky pipetováno 100 µl bakteriální su-

spenze. Na povrch zbylých bloků byla pipetována a rozetřena množství testovaných látek 

uvedených v tabulce 5. Všechny vzorky byly inkubovány při 37 °C v inkubátoru, ve kterém 

byla miska s vodou. 
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Obrázek 27 – Ukázka přípravy experimentálního zařízení pomocí nerezové formy 
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6 VÝSLEDKY A DISKUZE 

V této kapitole jsou shrnuty výsledky diskové difúzní metody a výsledky testování mikrobi-

álního vývoje a adaptace na testované látky. 

6.1 Výsledky diskové difúzní metody 

Následující obrázky grafů ukazují výsledky diskové difúzní metody. Svislá osa představuje 

průměrnou velikost inhibiční zóny v mm a vodorovná osa ukazuje jednotlivá množství tes-

tovaných látek. 

 

Obrázek 28 – Velikosti zón inhibice (vlevo) a projasnění (vpravo) při testování PEI proti E. 

coli CCM 4517 

 

 

Obrázek 29 – Velikosti zón inhibice při testování PEI proti S. aureus CCM 4516 
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Obrázek 28 ukazuje účinek různých množství PEI na E. coli CCM 4517. Bylo zjištěno, že 

při nejnižším testovaném množství 5 mg/ml PEI vznikla zóna projasnění o velikosti 

(4,6 ± 0,0) mm, což ukazuje pouze snížení růstu bakterií. Inhibice růstu se projevila u 

10 mg/ml PEI, přičemž velikost inhibiční zóny je (2,8 ± 0,2) mm. 

Na obrázku 29 lze vidět účinek různých množství PEI na S. aureus CCM 4516. V tomto 

případě došlo k inhibici při 5 mg/ml PEI a velikost inhibiční zóny je (4,3 ± 0,0) mm. Bylo 

zjištěno, že PEI vykazuje antibakteriální účinky vůči E. coli CCM 4517 a S. aureus 

CCM 4516. 

 

Obrázek 30 – Velikosti zón inhibice při testování PEG 400 proti E. coli CCM 4517 

 

Obrázek 31 – Velikosti zón inhibice při testování PEG 400 proti S. aureus CCM 4516 
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Na obrázku 30 lze vidět účinek PEG 400 na E. coli CCM 4517. Bylo testováno několik 

koncentrací, přičemž inhibiční zóna (1,3 ± 0,1) mm vznikla až u 100 µl PEG 400.  

Účinek PEG 400 na S. aureus CCM 4516 je na obrázku 31. K inhibici došlo při 70 µl 

PEG 400, kde velikost inhibiční zóny je (1,0 ± 0,1) mm. Bylo zjištěno, že PEG 400 nemá 

významný antimikrobiální účinek, protože k inhibici sice došlo při vyšších koncentracích, 

ale velikosti inhibičních zón byly velmi malé. Jelikož 100 µl je maximální množství, které 

může být pipetováno do otvorů za daných podmínek, nebyl tento polymer dále testován. 

 

Obrázek 32 – Velikosti zón inhibice při testování PEG 600 proti E. coli CCM 4517 

Obrázek 32 znázorňuje vliv PEG 600 na E. coli CCM 4517. Podobně jako u PEG 400 zde 

došlo k minimální inhibici při 2000 mg/ml PEG 600, kdy je velikost inhibiční zóny 

(1,0 ± 0,0) mm. Při 100 µl PEG 600 je velikost inhibiční zóny (2,7 ± 0,1) mm. Byl testován 

také účinek PEG 600 na S. aureus CCM 4516, kde byla inhibiční zóna (0,2 ± 0,1) mm při 

100 µl PEG 600. Tento polymer nevykazoval významný antimikrobiální účinek, a proto ne-

byl dále testován. 
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Obrázek 33 – Velikosti zón inhibice při testování pyrolu proti E. coli CCM 4517 

 

Obrázek 34 – Velikosti zón inhibice při testování pyrolu proti S. aureus CCM 4516 

Na obrázku 33 lze vidět účinek pyrolu na E. coli CCM 4517. Nejnižšímu množství, při kte-

rém došlo k inhibici, odpovídá 10 µl pyrolu, velikost inhibiční zóny je (1,2 ± 0,0) mm.  

Na obrázku 34 je účinek pyrolu na S. aureus CCM 4516. I zde se minimální inhibice proje-

vila až u 10 µl pyrolu a vznikla inhibiční zóna o velikosti (0,2 ± 0,2) mm. S rostoucím množ-

stvím pyrolu velikost inhibičních zón roste. Bylo zjištěno, že pyrol vykazuje antibakteriální 

aktivitu vůči E. coli CCM 4517 a S. aureus CCM 4516. 
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Obrázek 35 – Velikosti zón inhibice při testování anilinu proti E. coli CCM 4517 

 

Obrázek 36 – Velikosti zón inhibice při testování anilinu proti S. aureus CCM 4516 

Na obrázku 35 lze vidět účinek anilinu na E. coli CCM 4517. Inhibiční zóna o velikosti (1,1 

± 0,0) mm vznikla u 10 µl anilinu.  

V případě S. aureus CCM 4516 (obrázek 36) došlo k minimální inhibici již u 5 µl anilinu, 

kde byla velikost zóny (0,3 ± 0,1) mm. Zajímavé také je, že velikost inhibiční zóny při 40 µl 

anilinu (10,1 ± 0,8) mm je vemni podobná velikosti zóny, která vznikla při 100 µl anilinu 

(10,8 ± 0,1) mm. Byla zde potvrzena antibakteriální aktivita anilinu vůči E. coli CCM 4517 

a S. aureus CCM 4516. 
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Obrázek 37 – Velikosti zón inhibice (vlevo) a projasnění (vpravo) při testování antibiotika 

Penicilin/Streptomycin proti E. coli CCM 4517 

 

Obrázek 38 – Velikosti zón inhibice při testování antibiotika Penicilin/Streptomycin proti S. 

aureus CCM 4516 

Obrázek 37 ukazuje účinek antibiotika Penicilin/Streptomycin na E. coli CCM 4517.  Při 

testovaném množství 10 µl Pen/Strep došlo pouze ke snížení růstu bakterií a vzniku zóny 

projasnění (6,5 ± 0,0) mm. Inhibiční zóna o velikosti (1,3 ± 0,1) mm vznikla u 30 µl 

Pen/Strep. Inhibice růstu nebyla vysoká ani při 100 µl Pen/Strep, velikost zóny je (3,1 ± 0,0) 

mm. 

Aktivita proti S. aureus CCM 4516 (obrázek 38) je poměrně lepší, protože inhibiční zóna o 

velikosti (7,8 ± 0,1) mm vznikla při nejnižším testovaném množství 5 µl Pen/Strep. U 20 µl 
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Pen/Strep došlo ke vzniku větší inhibiční zóny, než při vyšších koncentracích testované 

látky. Jelikož ve všech případech velikost inhibičních zón roste se zvyšující se koncentrací 

testované látky, tato zjištěná hodnota je pravděpodobně nesprávná. Chyba mohla vzniknout 

nepřesným dávkováním agaru nebo látek. 

Následující obrázky grafů ukazují výsledky diskové difúzní metody pro biofilm tvořící bak-

terie E. coli CCM 3954 a S. aureus CCM 2022. Očekává se, že budou tyto bakterie odolnější 

vůči testovaným látkám. 

 

Obrázek 39 – Velikosti zón inhibice (vlevo) a projasnění (vpravo) při testování PEI proti 

E. coli CCM 3954 

 

Obrázek 40 – Velikosti zón inhibice při testování PEI proti S. aureus CCM 2022 
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Obrázek 39 ukazuje účinek PEI na E. coli CCM 3954. Bylo zjištěno, že při nejnižším testo-

vaném množství 5 mg/ml PEI vznikla zóna projasnění o velikosti (1,9 ± 0,0) mm. Inhibice 

růstu se projevila u 10 mg/ml PEI, přičemž velikost inhibiční zóny je (1,3 ± 0,2) mm. 

Na obrázku 40 lze vidět účinek PEI na S. aureus CCM 2022. V tomto případě došlo k inhi-

bici při 5 mg/ml PEI a vzniku inhibiční zóny o velikosti (1,9 ± 0,1) mm. 

 

Obrázek 41 – Velikosti zón inhibice při testování pyrolu proti E. coli CCM 3954 

 

Obrázek 42 – Velikosti zón inhibice při testování pyrolu proti S. aureus CCM 2022 

Na obrázku 41 lze vidět účinek pyrolu na E. coli CCM 3954. K inhibici došlo při 20 µl py-

rolu, kde je velikost inhibiční zóny (1,9 ± 0,0) mm. Účinek pyrolu na S. aureus CCM 2022 

ukazuje obrázek 42. I zde se inhibice projevila až u 20 µl pyrolu a vznikla inhibiční zóna o 

velikosti (1,2 ± 0,1) mm.  
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Obrázek 43 – Velikosti zón inhibice při testování anilinu proti E. coli CCM 3954 

 

Obrázek 44 – Velikosti zón inhibice při testování anilinu proti S. aureus CCM 2022 

Na obrázku 43 lze vidět účinek anilinu na E. coli CCM 3954. Inhibiční zóna o velikosti (2,9 

± 0,0) mm vznikla u 10 µl anilinu.   

V případě S. aureus CCM 2022 (obrázek 44) došlo k  inhibici již u 5 µl anilinu, kde byla 

velikost zóny (0,9 ± 1,2) mm, tento výsledek je však zatížen velkou odchylkou. Velikosti 

inhibičních zón u 30, 40 a 50 µl anilinu se pohybují kolem (5,0 ± 0,1) mm. 
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Obrázek 45 – Velikosti zón inhibice (vlevo) a projasnění (vpravo) při testování antibiotika 

Penicilin/Streptomycin proti E. coli CCM 3954 

 

Obrázek 46 – Velikosti zón inhibice (vlevo) a projasnění (vpravo) při testování antibiotika 

Penicilin/Streptomycin proti S. aureus CCM 2022 

Obrázek 45 ukazuje účinek antibiotika Penicilin/Streptomycin na E. coli CCM 3954.  Žádná 

z testovaných koncentrací neměla inhibiční účinek, došlo pouze ke snížení růstu a vzniku 

zóny projasnění o velikosti (7,7 ± 0,6) mm u 30 µl Pen/Strep a (7,4 ± 0,0) mm u 40 µl 

Pen/Strep.  

Antimikrobiální aktivita proti S. aureus CCM 2022 (obrázek 46) je poměrně lepší, protože 

zde došlo ke vzniku inhibiční zóny o velikosti (1,6 ± 0,1) mm při 30 µl Pen/Strep. Zóna 

projasnění o velikosti (7,1 ± 0,1) mm vznikla při 5 µl Pen/Strep. 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 65 

 

Po porovnání výsledků účinku PEI na biofilm netvořící a biofilm tvořící bakterie bylo zjiš-

těno, že u biofilm tvořících bakterií vznikly menší zóny inhibice, což se očekávalo. U obou 

kmenů E. coli při 5 mg/ml PEI došlo pouze ke vzniku zóny projasnění a samotná inhibice 

růstu se projevila až u 10 mg/ml PEI. V případě obou kmenů S. aureus došlo k inhibici již 

při 5 mg/ml PEI. 

Antimikrobiální aktivita PEG 400 a PEG 600 se projevila v minimální míře až při vysokých 

koncentracích. Testování vyšších koncentrací by muselo probíhat za jiných podmínek, proto 

v této práci PEG nebyl dále zkoumán.  

Dále byly testovány monomery pyrol a anilin, které mohou v polymerech zůstávat jako re-

zidua. U obou byla prokázána antibakteriální aktivita vůči všem testovaným kmenům. V pří-

padě pyrolu došlo k inhibici u biofilm netvořících bakterií při 10 µl pyrolu na rozdíl od bio-

film tvořících, kde se inhibice projevila při 20 µl pyrolu. Bylo také zjištěno, že pyrol má 

lepší antimikrobiální účinky na E. coli. U anilinu je tomu naopak, protože působí účinněji 

proti S. aureus, protože došlo k inhibici již při 5 µl anilinu, na rozdíl od kmenů E. coli, u 

kterých se inhibice projevila při 10 µl anilinu.  

Antibiotikum Penicilin/Streptomycin se ukázalo jako více účinné proti kmenům S. aureus. 

U S. aureus CCM 4516 došlo k inhibici již při 5 µl Pen/Strep, kdežto u E. coli CCM 4517 

se inhibice projevila až při 30 µl Pen/Strep. Z obrázku 45 je patrné, že žádná z testovaných 

koncentrací neměla inhibiční účinek na E. coli CCM 3954.   

Antimikrobiální aktivita lineárních (L) a rozvětvených (B) PEI s rozsahem molekulových 

hmotností 500 – 12000 je popsána ve studii Gibney a kol. V této studii byly stanoveny mi-

nimální inhibiční koncentrace polymerů nezbytné pro úplnou inhibici růstu bakterií za stan-

dardních testovacích podmínek. Roztoky B-PEI byly připraveny pouze pomocí pufru (0,01 

% kyseliny octové a směsi kyseliny octové a 5 % ethanolu) a  L-PEI byly nejprve rozpuštěny 

v ethanolu a dvakrát zředěny 0,01 % kyselinou octovou. Tyto zásobní roztoky byly smíchány 

s bakteriálním roztokem v médiu MH pro stanovení MIC. Pro B-PEI s molekulovou hmot-

ností 600 byla MIC (500 μg/ml) proti E. coli. Nejnižší hodnota MIC (250 μg/ml) proti E. 

coli byla zaznamenána u B-PEI s molekulovou hmotností 1800 zatímco B-PEI s molekulo-

vou hmotností 10000 nevykazoval žádnou antimikrobiální aktivitu (MIC > 1000 μg/ml). 

Zvýšení molekulové hmotnosti tedy nezvyšuje antibakteriální aktivitu. Při testování aktivity 

proti S. aureus byly hodnoty MIC B-PEI (16 – 31 μg/ml) [70].  
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Lze vidět, že pro inhibici stačilo velmi malé množství polymeru. Inhibice mohla být z části 

také způsobena přídavkem ethanolu a kyselin obsažených v pufru, kdežto v našem experi-

mentu byl PEI smíchán pouze s destilovanou vodou. Rozdílnost výsledků může být způso-

bena také výběrem různých testovaných kmenů. Antimikrobiální účinek PEI proti biofilm 

tvořícím bakteriím E. coli a S. aureus byl prokázán ve studii Barros a kol. Byly provedeny 

testy adheze a biofilmu a stanovena MIC PEI. Testované koncentrace se pohybovaly v roz-

mezí od 3200 do 6,25 mg/l PEI. MIC PEI pro bakterie byla 400 mg/l. Bylo také zjištěno, že 

u všech kmenů došlo k adhezi na povrch, nicméně tato adheze byla významně snížena v 

přítomnosti všech testovaných koncentrací PEI. Objevy této studie potvrdily antimikrobiální 

aktivitu PEI a lze ho považovat za zajímavou sloučeninu pro endodontickou léčbu [75]. 

Ve studii Nalawade a kol. byla již zkoumána antimikrobiální aktivita polyethylenglykolu. 

Bylo zjištěno, že polyethylenglykol s molekulovou hmotností 1000 je nejúčinnější bakteri-

cidní činidlo proti S. mutans a E. coli, protože vykazoval baktericidní aktivitu již při 25 % 

koncentraci, kdežto PEG 400 vykazoval podobnou baktericidní aktivitu pouze při 100 % 

koncentraci proti všem vybraným organismům. Proti S. aureus vykazoval aktivitu PEG 1000 

pouze při 100 % koncentraci. Antimikrobiální aktivita PEG 1000 může souviset s hydrofilní 

vlastností PEG. Odstranění vody pravděpodobně neumožňuje mikrobiální růst, protože ur-

čité množství vody je nezbytné pro množení a vývoj mikroorganismů [76]. Ve studii Carreira 

a kol. lze najít, že PEG 1000 byl schopen eliminovat 100 % testovaných mikroorganismů s 

MIC 40 %. Avšak po snížení oblemu PEG 1000 pod 30 %, některé mikroorganismy byly 

schopny růstu, zejména C. albicans a C. tropicalis [77].  

Antimikrobiální aktivita PEG 400 byla studována již v roce 1982 ve studii Vaamonde a kol., 

kde byl zkoumán účinek PEG proti kmenu S. aureus ATCC 6538. Získané výsledky ukázaly, 

že polyethylenglykoly s molekulovou hmotností 200 a 400 mají inhibiční účinek na růst této 

bakterie [78]. O PEG 400 se zajímali také ve studii Chirife a kol. v roce 1983, kde bylo 

zjištěno, že koncentrované roztoky PEG 400 mají významnou antibakteriální účinnost proti 

různým patogenním bakteriím, včetně K. pneumoniae, P. aeruginosa, E.coli a S. aureus. 

PEG byl přidán k BHI (kultivační médium Brain Heart Infusion) před sterilizací. Po rozpuš-

tění PEG 400 se hodnota pH upravila na 7,0 přídavkem 8N kyseliny chlorovodíkové. Kon-

centrace PEG 400 v médiu byla upravena na 1,6 g PEG 400 na 1 g vody, v některých expe-

rimentech byla použita koncentrace 4,8 g PEG 400 na 1 g vody. Není však jisté, zda antimi-

krobiální účinek vychází přímo z PEG 400 nebo je způsoben například přídavkem kyseliny 
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chlorovodíkové [79]. Novější studie Gomes a kol. (2002) naopak antimikrobiální účinky 

PEG 400 vyvrací [80]. 

Nedohledala jsem studie týkající se testování antimikrobiální aktivity pyrolu a anilinu. Byly 

však testovány antimikrobiální účinky polypyrolu a  polyanilinu. Ve studii Maráková a kol. 

byla zkoumána antibakteriální aktivita bavlněných textilií potažených vodivými polymery s 

nanesenými částicemi stříbra. Lze konstatovat, že zatímco antibakteriální aktivita bavlny 

potažené samotným polypyrolem je uspokojivá, bavlna obsahující pouze polyanilin vyka-

zuje nedostatečnou antibakteriální aktivitu. Výsledky testů ukázaly, že čistá bavlna neměla 

žádnou antibakteriální aktivitu. Ve srovnání s tímto referentem vykazovala bavlna potažená 

polypyrolem dobrý antibakteriální účinek vzhledem k S. aureus. Antibakteriální aktivita to-

hoto vzorku proti gramnegativním E. coli byla také dobrá [81].  

Ve studii Kuceková a kol. byla zkoumána citlivost bakterií proti koloidnímu polyanilinu. 

Výsledky ukázaly, že u gramnegativní E. coli byla úplná inhibice pozorována při koncentraci 

3500 g/ml. U grampozitivní S. aureus byl antibakteriální účinek poprvé pozorován při nej-

vyšší testované koncentraci 8 500 g/ml [82]. 

Studie Shi a kol. popisuje vynikající antibakteriální účinnost polyanilinu (PANI) proti mi-

kroorganismům Escherichia coli a Staphylococcus aureus. Výsledkem tohoto výzkumu je, 

že vodivé PANI a jeho kompozity / směsi jsou užitečné jako nový typ antibakteriálního či-

nidla a multifunkčního materiálu pro zlepšení lidského zdraví a životního prostředí [83]. 

Studie Dhivya a kol. se zabývá antimikrobiálními vlastnostmi různě upravených PANI (ky-

selinou pikrovou, kyselinou 3,5-dinitrobenzoovou a kyselinou chlorovodíkovou) proti gram-

negativním, grampozitivním bakteriím a houbám Candida albicans. Antimikrobiální akti-

vita byla hodnocena metodou difúze agarové jamky. Výsledky testů ukázaly, že upravené 

PANI zvýšily antimikrobiální účinnost ve srovnání s polyanilinovou emeraldinovou bází. 

Bylo zjištěno, že PANI-3,5-dinitrobenzoát vykazuje dvojnásobně nižší antibakteriální akti-

vitu ve srovnání s kyselinou 3,5-dinitrobenzoovou. PANI vykazovaly zónu inhibičního prů-

měru 14 – 24 mm na gramnegativní a grampozitivní bakterie, a proto mohou být PANI syn-

tetizované v této práci považovány za silné antibakteriální látky [84].  

6.2 Výsledky mikrobiálního vývoje a adaptace 

V prvním experimentu byl použit PCA, který byl nalit do víčka kultivační destičky. Po ztuh-

nutí z něj byly vyřezány obdélníky, které byly následně umístěny vedle sebe do nového 
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víčka. Bakteriální kmeny byly očkovány na povrch prvního bloku, vzorek byl přikryt dru-

hým víčkem a inkubován při 37 °C v inkubátoru. V tomto případě bohužel nedošlo k pře-

růstání přes jednotlivé bloky, protože zřejmě bloky na sebe úplně nedoléhaly. 

Pro další pokusy bylo vyrobeno gumové těsnění z EPDM, které bylo sterilizováno 96 % 

etanolem. Víčka mikrotitračních destiček byla také sterilizována 96 % etanolem a UV záře-

ním v laminárním boxu Alpina po dobu 30 minut. Na víčku byly vyznačeny úseky široké 2 

cm, pomocí těsnění byly jednotlivé části odděleny a byl do nich postupně nalit PCA (5 ml). 

Bakteriální kmeny byly očkovány na povrch prvního bloku, vzorek byl přikryt druhým víč-

kem a zabalen do alobalu, kvůli udržení vlhkosti vzorku a inkubován při 37 °C v inkubátoru. 

Přerůstání nebylo možné sledovat z důvodu kontaminace po celé ploše vzorku.  

U dalších pokusů bylo snahou předejít kontaminaci a to zabalením vzorku do polyethylenové 

folie, což mělo stejný efekt jako při použití alobalu. Poté byl použit polyethylenový uzaví-

ratelný pytlík. V tomto případě bylo přerůstání bakterií přes bloky minimální, navíc opět 

došlo ke kontaminaci nejprve při okrajích, poté bodově po celé ploše, viz obrázek 47.  

 

Obrázek 47 – Testování přerůstání S. aureus přes vytvořené zóny PCA. Červeně je ozna-

čena oblast vzniku sekundární kontaminace. 

Vzniklá kontaminace mohla být způsobena právě balením vzorku, proto v dalších experi-

mentech vzorky baleny nebyly. Místo toho byla do inkubátoru umístěna miska s destilova-

nou vodou pro udržení vlhkosti. 

Další experimenty zahrnovaly použití dostupných testovaných látek. Na jednotlivé bloky 

agaru byla pipetována zvolená množství antibiotik Penicilin/Streptomycin (2,5 – 30) µl a 

(30 – 500) µl (obrázek 48), polyethyleniminu (30 – 500) mg a anilinu (30 – 500) mg, tak aby 

byl vytvořen koncentrační gradient. V případě anilinu a polyethyleniminu se kontaminace 
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neobjevila. U vzorku s nižším obsahem antibiotik byla kontaminace výraznější než u vzorku 

s obsahem většího množství antibiotik.  

 

Obrázek 48 – Testování antibiotika Pen/Strep působícího na E. coli CCM 451. Červeně je 

označena oblast vzniku sekundární kontaminace. 

Kontaminace mohla na vzorcích vzniknout z důvodu nedostatečné těsnosti víček. Proto byly 

v dalším kroku jednotlivé bloky přeneseny z víčka kultivační destičky do Petriho misky, 

která je uzpůsobena pro bakteriální růst. Nicméně přenášení agaru z víčka do Petriho misky 

bylo nešikovné. Bohužel i u tohoto postupu se v některých případech opět objevila kontami-

nace, viz obrázek 49. Ta mohla být způsobena nedostatečně sterilním víčkem nebo těsněním 

z EPDM. 

 

Obrázek 49 – Testování koncentrací (10, 20, 30, 40, 50) µl antibiotika Pen/Strep působících 

na E. coli CCM 4517. Červeně je označena oblast vzniku sekundární kontaminace. 
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Na základě výsledků výše uvedených experimentů bylo použito finální experimentální zaří-

zení, viz kapitola 5.5.2. Následující výsledky se vztahují k použité metodě, která je v této 

kapitole popsána. 

Tabulka 5 – Shrnutí výsledků přerůstání bakterií přes koncentrační gradient 

Testovaná 

látka 

Testovaná 

bakterie 

1. 

zóna 

2. 

zóna 

3. 

zóna 

4. 

zóna 

5. 

zóna Výsledek 

PEI 

E. coli 

CCM 4517 

10 

mg/ml 

20 

mg/ml 

30 

mg/ml 

40 

mg/ml 

50 

mg/ml 

Od 5. dne přerůstání. 

33. den přes ½  1. zóny. 

S. aureus 

CCM 4516 

5 

mg/ml 

10 

mg/ml 

20 

mg/ml 

30 

mg/ml 

40 

mg/ml 

Od 5. dne přerůstání, 

28. den kontaminováno 

při manipulaci. 

33. den přes ¾ 1. zóny. 

E. coli 

CCM 3954 

5 

mg/ml 

10 

mg/ml 

20 

mg/ml 

30 

mg/ml 

40 

mg/ml 

1. den přes 1. zónu, kon-

taminace ve 3. zóně. 

20. den přes ½ 2. zóny. 

S. aureus 

CCM 2022 

5 

mg/ml 

10 

mg/ml 

20 

mg/ml 

30 

mg/ml 

40 

mg/ml 

1. den přes 1. zónu. 

Od 2. dne přerůstání 

2. zóny. 

Pyrol 

E. coli 

CCM 4517 
10 µl 20 µl 30 µl 40 µl 50 µl 

Od 4. dne přerůstání. 

10. den přes 1. zónu. 

24. den přes 2. zónu. 

Do 3. zóny nepřeroste 

ani po 33 dnech. 

S. aureus 

CCM 4516 
10 µl 20 µl 30 µl 40 µl 50 µl 

Od 7. dne přerůstání.  

33. den lokálně přes 

1. zónu. 

E. coli 

CCM 3954 
20 µl 30 µl 40 µl 50 µl 60 µl 

Populace výrazně nepře-

růstá do 1. zóny. 

S. aureus 

CCM 2022 
20 µl 30 µl 40 µl 50 µl 60 µl Od 13. dne přerůstání. 

Anilin 

E. coli 

CCM 4517 
10 µl 20 µl 30 µl 40 µl 50 µl 

Od 1. dne ústup, kvůli di-

fúzi testované látky do 

zóny s nulovou koncen-

trací látky. 

S. aureus 

CCM 4516 
5 µl 10 µl 20 µl 30 µl 40 µl 

Od 15. dne, pravděpo-

dobně vlivem difúze tes-

tované látky, vznik mu-

tovaných bakterií v zóně 

bez testované látky. 

Od 28. dne přerůstání. 

E. coli 

CCM 3954 
10 µl 20 µl 30 µl 40 µl 50 µl 

Populace nepřerůstá do 

1. zóny ani po 20 dnech. 

S. aureus 

CCM 2022 
5 µl 10 µl 20 µl 30 µl 40 µl Od 20. dne přerůstání. 

Pen/Strep 
E. coli 

CCM 4517 
10 µl 20 µl 30 µl 40 µl 50 µl Od 2. dne přerůstání. 
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2. den přes ½ 1. zóny, 

kontaminace. 

7. den přes ¾ 1. zóny. 

S. aureus 

CCM 4516 
5 µl 10 µl 20 µl 30 µl 40 µl 

1. den přes 1. zónu, kon-

taminace ve 3. a 5. zóně. 

Od 2. dne přerůstání 

2. zóny. 

20. den přes ¼ 1. zóny. 

E. coli 

CCM 3954 
40 µl 50 µl 60 µl 70 µl 80 µl 

Od 1. dne přerůstání. 

11. den přes 1. zónu. 

Do 2. zóny nepřeroste 

ani po 20 dnech. 

S. aureus 

CCM 2022 
5 µl 10 µl 20 µl 30 µl 40 µl 

Od 1. dne přerůstání. 

20. den lokálně přes 

1. zónu. 
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Obrázek 50 – Experimentální zařízení s koncentračním gradientem PEI působícího na 

E. coli CCM 4517 a S. aureus CCM 4516 (množství PEI v mg/ml) 
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Obrázek 51 – Experimentální zařízení s koncentračním gradientem pyrolu působícího na 

E. coli CCM 4517 a S. aureus CCM 4516 (množství pyrolu v µl) 
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Obrázek 52 – Experimentální zařízení s koncentračním gradientem anilinu působícího na 

E. coli CCM 4517 a S. aureus CCM 4516 (množství anilinu v µl) 
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Obrázek 53 – Experimentální zařízení s koncentračním gradientem antibiotika Penici-

lin/Streptomycin působícího na E. coli CCM 4517 a S. aureus CCM 4516 (množství 

Pen/Strep v µl) 
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Na obrázku 50 je zobrazeno experimentální zařízení, na kterém byla testována různá množ-

ství PEI působící na bakterie E. coli CCM 4517 a S. aureus CCM 4516. E. coli od 5. dne 

začala přerůstat 1. zónu, na kterou bylo aplikováno 10 mg/ml PEI. 8. den pravděpodobně 

došlo ke vzniku mutantních bakterií, které se dále vyvíjely až do konce experimentu. Expe-

riment byl sledován 33 dní, ale tato doba nestačila pro přerostení E. coli přes 1. zónu. Po 33 

dnech narostla populace přes polovinu 1. zóny. V případě S. aureus došlo k přerůstání také 

5. den. I zde nejspíš vznikly bakterie, které se dokázaly přizpůsobit prostředí obsahující tes-

tovanou látku a postupně přerůstaly 1. zónu, na kterou bylo aplikováno 5 mg/ml PEI. Bohu-

žel 28. den došlo při manipulaci se vzorkem k jeho kontaminaci, což ale nemělo nijak zá-

sadní vliv na sledování růstu. Po 33 dnech populace přerostla ¾ 1. zóny. Bylo zjištěno, že 

10 mg/ml PEI není dostatečné množství, které by inhibovalo růst testované E. coli, stejně 

tak nestačí 5 mg/ml PEI pro inhibici růstu S. aureus.  

Obrázek 51 ukazuje experimentální zařízení, na kterém byla testována různá množství py-

rolu působící na bakterie E. coli CCM 4517 a S. aureus CCM 4516. U E. coli dochází k pře-

růstání po 4 dnech od začátku experimentu. Přerůstání je zde poměrně rychlé a 10. den se 

populace dostala přes 1. zónu, na kterou bylo aplikováno 10 µl pyrolu. Další hranice dosáhla 

24. den, kdy přerostla 2. zónu, na kterou bylo aplikováno 20 µl pyrolu. Poté se růst a tvorba 

mutantních bakterií zastavila a ani po 33 dnech nedošlo k přerůstání do 3. zóny s obsahem 

pyrolu 30 µl. U S. aureus byl vývoj pomalejší, přerůstání do 1. zóny začalo 7. den. Po 33 

dnech populace lokálně přerostla přes 1. zónu, na kterou bylo aplikováno 10 µl pyrolu. Bylo 

zjištěno, že 10 µl pyrolu není dostatečné množství pro inhibici růstu S. aureus a ani 20 µl 

pyrolu nezpůsobí inhibici růstu  E. coli. Přestože, nedošlo u E. coli k přerůstání do 3. zóny, 

na kterou bylo aplikováno 30 µl pyrolu, nelze jednoznačně říci, zda toto množství růst inhi-

buje, nebo jen bakterie neměly dostatek času přizpůsobit se novému prostředí.  

Na obrázku 52 je zobrazeno experimentální zařízení, na kterém byla testována různá množ-

ství anilinu působící na bakterie E. coli CCM 4517 a S. aureus CCM 4516. V případě E. coli 

došlo pravděpodobně k difúzi anilinu z 1. zóny do bloku s nulovou koncentrací testované 

látky. V důsledku toho populace od 1. dne ustupuje. U S. aureus od 15. dne dochází zřejmě 

ke vzniku mutovaných bakterií, kterým je díky mutaci umožněn růst i v prostředí obsahující 

antimikrobiální látku. Růst těchto bakterií směřuje od rozhraní do míst s nulovou koncen-

trací anilinu, což může být důsledek difúze antimikrobiální látky agarem. První známky pře-

růstání do 1. zóny, kde bylo aplikováno 5 µl anilinu, se objevují od 28. dne.  
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Obrázek 53 představuje experimentální zařízení, na kterém byla testována různá množství 

antibiotika Penicilin/Streptomycin působící na bakterie E. coli CCM 4517 a S. aureus CCM 

4516. V případě E. coli došlo k přerůstání do 1. zóny 2. den. Bohužel se zde také objevila 

kontaminace. 7. den dosáhla E. coli poloviny 1. zóny obsahující 10 µl Pen/Strep. V následu-

jících dnech, došlo k postupnému úbytku bakterií. Není však jasné, zda je tento jev způsoben 

přítomností antibiotika, které v agaru difunduje, nebo vlivem kontaminujících mikroorga-

nismů, které mohly testované bakterie zahubit. Je také zajímavé, že se kontaminace vyskytla 

v místech, s vyšším obsahem antibiotika, což značí, že vůči těmto mikroorganismům Peni-

cilin/Streptomycin nevykazuje antimikrobiální aktivitu. Populace S. aureus přerostla 1. zónu 

s obsahem 5 µl Pen/Strep hned 1. den. Zároveň se také opět objevila kontaminace ve 3. a 5. 

zóně. Od 2. dne populace přerůstala do 2. zóny, na kterou bylo aplikováno 10 µl Pen/Strep. 

Po 20 dnech dosáhla populace S. aureus ¼ 2. zóny. Bylo zjištěno, že 10 µl Pen/Strep není 

dostatečné množství, které by inhibovalo růst E. coli nebo S. aureus. 

Po porovnání výsledků testovaných látek vykazoval nejlepší inhibiční účinky anilin, u kte-

rého v případě E. coli došlo dokonce k ústupu a u S. aureus bylo přerůstání po 40 dnech 

minimální. V přítomnosti pyrolu se naopak E. coli i S. aureus velmi rychle přizpůsobily 

změně prostředí.  S. aureus vykazoval rychlé přerůstání také v přítomnosti PEI. Dalším zjiš-

těným poznatkem je vznik kontaminace na vzorcích obsahujících antibiotikum. Přesto, že 

práce i manipulace se všemi vzorky probíhala za stejných podmínek, u ostatních testovaných 

látek se kontaminace neprojevila vůbec anebo až po několika dnech trvání experimentu. Je 

tedy možné, že látky PEI, anilin a pyrol vykazovaly antimikrobiální aktivitu proti mikroor-

ganismům, které sekundární kontaminaci způsobily u vzorků testovaných na antibiotikum.  

Testování mikrobiálního vývoje a adaptace bylo provedeno také u biofilm tvořících bakterií 

E. coli CCM 3954 a S. aureus CCM 2022. V případě testování účinku PEI na E. coli CCM 

3954 populace přerostla do ½ zóny s obsahem 10 mg/ml PEI za 20 dní. Zatímco u biofilm 

netvořící E. coli CCM 4517 bylo dosaženo stejné vzdálenosti až po 33 dnech. V případě S. 

aureus CCM 2022 došlo k přerostení 1. zóny s 5 mg/ml PEI již po jednom dni, na rozdíl od 

biofilm netvořícího S. aureus CCM 4516, kde k přerostení 1. zóny nedošlo ani po 33 dnech.  

Při testování aktivity pyrolu na E. coli CCM 3954 k přerůstání během 20 dní vůbec nedošlo 

a u S. aureus CCM 2022 bylo minimální přerůstání až od 13. dne. V případě anilinu tomu 

bylo podobně, kdy E. coli CCM 3954 nezačala přerůstat do 1. zóny ani po 20 dnech a u S. 

aureus CCM 2022 bylo minimální přerůstání od 20. dne. Dalo by se říci, že anilin významně 

působí proti E. coli, protože po 20 dnech sledování experimentu nedošlo ani u jedné z těchto 
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testovaných bakterií k přerůstání do zóny s testovanou látkou. U Pen/Strep došlo v případě 

E. coli CCM 3954 po 11 dnech k přerostení zóny s obsahem 40 µl Pen/Strep. Do zóny s vyšší 

koncentrací však populace nepřerostla ani po 20 dnech. Populace S. aureus CCM 2022 pře-

rostla po 20 dnech pouze zónu s obsahem 5 µl Pen/Strep a to jen v určitých místech.  

Výsledky testování antimikrobiální aktivity vybraných látek na biofilm tvořící bakterie nej-

sou plně prokazatelné, protože z časových důvodů byly tyto experimenty provedeny pouze 

jednou.  
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ZÁVĚR 

Zvýšená rezistence mikroorganismů proti antibiotickým látkám vyvolala potřebu nových 

antimikrobiálních látek, které jsou zkoumány v mnoha studiích. Objevilo se již několik prací 

týkajících se syntézy nových antimikrobiálních makromolekulárních systémů a zkoumání 

jejich biologické aktivity. Ve většině případů je však antimikrobiální aktivita materiálů stu-

dována pomocí krátkodobých testů, které nepostihují dynamiku vývoje vztahu mezi mikro-

organismy a příslušným materiálem či látkou. Bylo zjištěno, že mikroorganismy vykazují 

vysokou míru přizpůsobivosti např. pomocí mutací, tudíž je třeba zaměřit se na pochopení 

této problematiky. 

Cílem práce bylo modifikovat metodu testování interakce mikroorganismus / materiál / látka 

v dynamických podmínkách zahrnujících gradient testované polymerní látky s antimikrobi-

álním potenciálem v delším časovém rozmezí. Byla provedena série experimentů, díky kte-

rým se podařilo ustanovit postup testování a vyvinout experimentální zařízení, které posky-

tuje možnost studia mikrobiální adaptace a evoluční dynamiky.  

Pro zjištění antimikrobiálního účinku dostupných testovaných látek byla použita disková 

difúzní metoda. Po porovnání výsledků účinku PEI na biofilm netvořící a biofilm tvořící 

bakterie bylo zjištěno, že u biofilm tvořících bakterií vznikly menší zóny inhibice, což se 

očekávalo. U obou kmenů E. coli při 5 mg/ml PEI došlo pouze ke vzniku zóny projasnění a 

samotná inhibice růstu se projevila až u 10 mg/ml PEI. V případě obou kmenů S. aureus 

došlo k inhibici již při 5 mg/ml. Antimikrobiální aktivita PEG 400 a PEG 600 se projevila 

v minimální míře. Dále byly testovány monomery pyrol a anilin, které mohou v polymerech 

zůstávat jako rezidua. U obou byla prokázána antibakteriální aktivita vůči všem testovaným 

kmenům. V případě pyrolu došlo k inhibici u biofilm netvořících bakterií při 10 µl pyrolu 

na rozdíl od biofilm tvořících, kde se inhibice projevila při 20 µl pyrolu. Bylo také zjištěno, 

že pyrol má lepší antimikrobiální účinky na E. coli. Anilin naopak působil účinněji na kmeny 

S. aureus. Antibiotikum Penicilin/Streptomycin se ukázalo jako více účinné proti kmenům 

S. aureus. Na  E. coli CCM 3954 neměla žádná z testovaných koncentrací antibiotika Peni-

cilin/Streptomycin inhibiční účinek.   

Dále byly provedeny testy mikrobiálního vývoje a adaptace na různé koncentrace testova-

ných látek s použitím experimentálního zařízení. Z testovaných látek vykazoval nejlepší 

inhibiční účinky anilin, u kterého v případě E. coli došlo dokonce k ústupu a u S. aureus 

bylo přerůstání po 40 dnech minimální. V přítomnosti pyrolu se naopak oba typy bakterií 
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velmi rychle přizpůsobily změně prostředí. Populace S. aureus vykazovala rychlé přerůstání 

také v přítomnosti PEI. Přesto, že práce i manipulace se všemi vzorky probíhala za stejných 

podmínek, u ostatních testovaných látek se kontaminace neprojevila vůbec anebo až po ně-

kolika dnech trvání experimentu. Je tedy možné, že látky PEI, anilin a pyrol vykazovaly 

antimikrobiální aktivitu proti mikroorganismům, které sekundární kontaminaci způsobily u 

vzorků testovaných na antibiotikum.  

Testování mikrobiálního vývoje a adaptace bylo provedeno také u biofilm tvořících bakterií 

E. coli CCM 3954 a S. aureus CCM 2022. Bylo zjištěno, že biofilm tvořící bakterie jsou 

vůči působení PEI odolnější než biofilm netvořící. Při testování aktivity pyrolu na 

E. coli CCM 3954 k přerůstání vůbec nedošlo a u S. aureus CCM 2022 bylo minimální pře-

růstání až od 13. dne. V případě anilinu tomu bylo podobně, E. coli CCM 3954 nezačala 

přerůstat vůbec a u S. aureus CCM 2022 bylo přerůstání minimální. Dalo by se říci, že anilin 

významně působí proti E. coli, protože po 20 dnech sledování experimentu nedošlo ani u 

jedné z těchto testovaných bakterií k přerůstání do zóny s testovanou látkou.  

Během navrhování testovací metody bylo nutno provést několik pokusů, než bylo vytvořeno 

takové experimentální zařízení, které by umožnilo sledování vývoje bakterií. Přestože ani 

poslední postup nebyl ideální, byly získány výše zmíněné výsledky. Ověření stoprocentní 

pravdivosti těchto výsledků vyžaduje další testování. 
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Trypton – sojový agar 
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