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Abstrakt 

Rostouc² z§jem o prŢmyslov® a klinick® vyuģit² uhl²kovĨch nanomateri§lŢ vyvol§v§ 

potŚebu vĨzkumu jejich interakce s ģivĨmi syst®my. Vrstvy nanokrystalick®ho diamantu 

(NCD) jsou mechanicky a chemicky odoln® a biokompatibiln² s lidskĨmi buŔkami, 

proto lze uvaģovat o jejich pouģit² v lidsk®m tŊle. NŊkter® uhl²kov® nanoļ§stice mohou 

vykazovat vĨrazn® antibakteri§ln² ¼ļinky. 

V t®to pr§ci jsou pouģ²v§ny NCD s vod²kovou, kysl²kovou a fluorovou terminac² nanesen® 

na sklo a kŚem²k a je zkoum§n jejich vliv na adhezi gramnegativn² bakterie Escherichia coli 

K-12 v miner§ln²m m®diu, pro kterĨ byl optimalizov§n protokol kultivace biofilmu. NarostlĨ 

biofilm je kvantifikov§n pomoc² metody barven² krystalovou violet² optimalizovan® v r§mci 

t®to pr§ce. V pr§ci je d§le porovn§v§n vliv kultivaļn²ho m®dia na (antiadhezivn²) ¼ļinky 

NCD. Bylo zjiġtŊno, ģe vlastnosti vrstev NCD nez§vis² na podloģn²m substr§tu. Vrstvy NCD 

terminovan® vod²kem a fluorem vykazuj² antiadhezivn² charakter pouze v miner§ln²m m®diu, 

ale ne v komplexn²m m®diu, coģ je zdŢvodnŊno tvorbou kondiļn² vrstvy v komplexn²m 

m®diu. Kysl²kem terminovan® vrstvy NCD naopak podporuj² bakteri§ln² adhezi za obou 

podm²nek.  

V druh® ļ§sti t®to pr§ce jsou testov§ny ¼ļinky uhl²kovĨch nanoļ§stic s antibakteri§ln²m 

potenci§lem, konkr®tnŊ nanodiamantu, uhl²kovĨch nanotrubiļek a redukovan®ho grafenoxidu, 

na modelovĨch bakteri²ch E. coli a Staphylococcus epidermidis. 

 

Kl²ļov§ slova: NanokrystalickĨ diamant, uhl²kov® nanotrubiļky, redukovanĨ grafenoxid, 

diamantov® nanoļ§stice, biofilm, Escherichia coli, Staphylococcus epidermidis 
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Abstract 

Increasing interest in industrial and medical applications of carbon nanomaterial leads 

to the need to examine its interactions with living systems. Nanocrystalline diamond (NCD) 

films possess high mechanical and chemical stability which, together with its biocompatibility 

with human cells, enables applications in human body. Some of carbon nanoparticles possess 

strong antibacterial activity.  

In this work the effects of NCD with hydrogen, oxygen and fluorine termination deposited 

on glass and silicone on adhesion of gram-negative bacteria Escherichia coli K-12 in mineral 

medium is described and the impact of cultivation medium on effects of NCD films is 

compared. Prior the growth of the E. coli biofilm on NCD films, the method for quantification 

of biofilm using crystal violet staining and the method for biofilm cultivation in mineral 

medium were optimised. The properties of NCD film are independent on the base substrate. 

Hydrogen and fluorine terminated NCD films show antiadhesive properties only in mineral 

medium but not in complex medium. This is explained by formation of a conditioning film 

on the surface of the NCD film during cultivation in complex medium. On the other hand, 

O-NCD film supports bacterial adhesion in both cultivation media.  

Second part of this thesis is dedicated to carbon nanoparticles with potential antibacterial 

properties, nanodiamond, carbon nanotubes and reduced GrapheneOxide, against E. coli 

and Staphylococcus epidermidis. 

 

Key words: Nanocrystalline diamond, carbon nanotubes, reduced graphene oxide, 

diamond nanoparticles, biofilm, Escherichia coli, Staphylococcus epidermidis 
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2-D SDS-PAGEé2-D denaturaļn² gelov§ elektrofor®za 

BHIéBrain hearth infusion 

CAékyselina kolanov§ (Colanic acid) 

CFUé jednotky tvoŚ²c² kolonie 

CNTéuhl²kov® nanotrubiļky (carbon nanotubes) 

CRéKongo ļerveŔ (Congo red) 

CVékrystalov§ violeŠ (crystal violet) 

CVDéchemick§ depozice z plynn® f§ze (chemical vapor deposition) 

DLVO teorie...Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeekova teorie bakteri§ln² adheze 

DNPédiamantov® nanoļ§stice (diamond nanoparticle) 

EPS...extracelul§rn² polymerick® substance 

F-NCDéfluorem terminovanĨ NCD 

FBSéfet§ln² bovinn² s®rum 

FZĐéFyzik§ln² ¼stav akademie vŊd 

GOégrafenoxid 

H-NCDévod²kem terminovanĨ NCD 

LBéLuria-Bertani medium 

LPSélipopolysacharidy 

M9éminer§ln² m®dium M9 

MilliQ (destilovan§ a deionizovan§ voda) 

MWCNTév²ce stŊnn® CNT (multi Walled carbon nanotubes) 
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O-NCDékysl²kem terminovanĨ NCD 

O-DNPéoxidovan® DNP 
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PGA...poly-ɓ-1,6-N-acetyl-D-glucosamin 

rGOéredukovanĨ grafenoxid 

SWCNTéjednostŊnn® CNT (single Walled carbon nanotubes) 

XDLVOérozġ²Śen§ Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeekova teorie bakteri§ln² adheze 

XPSérentgenov§ fotoelektronov§ spektroskopie (X-ray photoelectron spectroscopy) 
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1. Đvod 

Hlavn²m pŚedmŊtem z§jmu t®to diplomov® pr§ce byla charakterizace 

fyzik§lnŊ-chemickĨch a antiadhezivn²ch vlastnost² substr§tŢ pokrytĨch nanokrystalickĨm 

diamantem (NCD), optimalizace pŊstov§n² biofilmu modelov® gramnegativn² bakterie 

Escherichia coli K-12 v miner§ln²m m®diu a optimalizace stanoven² mnoģstv² biofilmu 

narostl®ho na zkoumanĨch povrġ²ch. Antiadhezivn² ¼prava povrchu mŢģe napŚ²klad u tŊln²ch 

implant§tŢ sn²ģit riziko bakteriemi zpŢsobenĨch z§nŊtŢ v m²stŊ operace. Nejen k tomuto ¼ļelu 

je, d²ky sv® vĨborn® mechanick® a chemick® stabilitŊ, vysok® biokompatibilitŊ 

s eukaryotickĨmi buŔkami a ġirok® ġk§le moģnost² ¼prav povrchovĨch vlastnost², vhodnĨ 

NCD. Vlivem NCD na rŢst biofilmu E. coli K-12 v LB m®diu v prŢtokov®m syst®mu se 

v LaboratoŚi fyziologie bakteri² zabĨvala ve sv® diplomov® pr§ci Mgr. Blanka Jurkov§ 

(Jurkov§, 2015). 

Druhou ļ§st² t®to pr§ce je urļen² ¼ļinkŢ uhl²kovĨch nanoļ§stic s antibakteri§ln²m 

potenci§lem vŢļi z§stupci gramnegativn²ch bakteri², E. coli K-12, a z§stupci grampozitivn²ch 

bakteri², Staphylococcus epidermidis 8700/B. Gramnegativn² E. coli je vĨznamnĨ laboratorn² 

modelovĨ druh, kterĨ je souļ§st² mikrofl·ry lidsk®ho stŚeva a nŊkter® jeho kmeny zpŢsobuj² 

infekce tr§vic² a vyluļovac² soustavy (Mulvey et al., 2001; Rajeshwari et al., 2015). 

Grampozitivn² Staphylococcus epidermidis je bŊģnou souļ§st² lidsk®ho mikrobiomu kŢģe, 

je oportunn²m patogenem a u imunosuprimovanĨch jedincŢ mŢģe zpŢsobovat infekce, 

endokarditidu ļi sepsi (Lowy et al., 1983). Rostouc² vĨskyt bakteri² s odolnost² 

vŢļi antibiotikŢm pŚedstavuje re§lnou hrozbu (Levy, 2005), na jej²mģ Śeġen² by se mohly 

pod²let pr§vŊ uhl²kov® nanoļ§stice s antibakteri§ln² aktivitou. Hlavn² vĨhodou 

antibakteri§ln²ch uhl²kovĨch nanoļ§stic je jejich nespecifickĨ ¼ļinek, vŢļi kter®mu z²sk§v§ 

bakteri§ln² buŔka odolnost obt²ģnŊji neģ napŚ²klad vŢļi antibiotikŢm, vŢļi kterĨm mŢģe 

bakteri§ln² buŔka z²skat odolnost napŚ²klad zmŊnou struktury molekuly, na kterou je 

antibiotikum c²leno. Obecnou vĨhodou uhl²kovĨch nanomateri§lŢ je tak® jejich levn§ pŚ²prava, 

snadn§ modifikace jejich vlastnost² prostŚednictv²m zmŊny funkļn²ch skupin pokrĨvaj²c²ch 

povrch materi§lu, vysok§ stabilita a biokompatibilita vŢļi eukaryotickĨm buŔk§m za souļasn® 

moģn® antibakteri§ln² aktivity. 
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2. c²le pr§ce 

¶ Optimalizace metody kultivace biofilmu E. coli K-12 v miner§ln²m m®diu M9 

 

¶ Optimalizace metody kvantifikace biofilmu E. coli K-12 pomoc² krystalov® violeti 

 

¶ Urļen² vlivu povrchov® terminace, podloģn²ho substr§tu (sklo a kŚem²k) a kultivaļn²ho 

m®dia na antiadhezivn² ¼ļinky nanokrystalick®ho diamantu s vod²kovou, kysl²kovou 

a fluorovou atom§rn² terminac² vŢļi E. coli K-12 v miner§ln²m a komplexn²m m®diu 

 

¶ Testov§n² antibakteri§ln²ho ¼ļinkŢ uhl²kovĨch nanoļ§stic vŢļi E. coli a S. epidermidis 
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3. PŚehled literatury 

3.1 Adheze a tvorba biofilmu Escherichia coli K-12 

Tato kapitola popisuje adhezi a tvorbu biofilmu na pŚ²kladu modelov® gramnegativn² 

bakterie Escherichia coli K-12. PostupnŊ jsou pops§ny z§kladn² vlastnosti biofilmŢ, 

fyzik§lnŊ-chemick® teorie popisuj²c² reverzibiln² adhezi, bakteri§ln² adhezivn² struktury 

zprostŚedkov§vaj²c² ireverzibiln² adhezi, faktory ovlivŔuj²c² bakteri§ln² adhezi, zmŊna genov® 

exprese v prŢbŊhu vĨvoje biofilmu a struktura maturovanĨch biofilmŢ. 

 

3.1.1 Z§kladn² informace o bakteri§ln²m biofilmu 

Bakterie se mohou vyskytovat ve dvou odliġnĨch aktivn²ch form§ch, jako pohybliv® 

planktonn² buŔky ļi jako usedl® buŔky tvoŚ²c² biofilm (Davey et al., 2000). Tvorba biofilmu 

vyģaduje adhezi planktonn² buŔky k substr§tu, kter§ napŚ. na silikonu nast§v§ 

jiģ po 15 minut§ch od zah§jen² inkubace bakteri§ln² kultury (Hanna et al., 2003), 

a n§slednĨ vznik ļasn®ho biofilmu, kterĨ pŚech§z² do biofilmu maturovan®ho. 

Adheze k substr§tŢm je zajiġtŊna adheziny, kter® jsou v pŚ²padŊ adheze k epitelŢm ļasto 

vysoce specifick®, napŚ²klad adhezin FimH vykazuje vysokou afinitu k Ŭ-D-manosylu 

pŚ²tomn®m na glykoproteinech uroepitelŢ (Barras et al., 2013). Ztr§ta pohyblivosti zpŢsoben§ 

ģivotem v biofilmu je kompenzov§na aģ nŊkolika Ś§dovĨm zvĨġen²m odolnosti vŢļi 

nepŚ²znivĨm vlivŢm, jako je vysych§n² (Espinal et al., 2012), zmŊny pH (Zhu et al., 2001), 

dezinfekce (Bridier et al., 2011), limitace ģivinami (Sheng et al., 2008), antibakteri§ln² l§tky 

(Mah et al., 2001), antibiotika (Hall et al., 2017), ļi ochrana patogenŢ pŚed imunitn²m 

syst®mem hostitele (Vuong et al., 2004). 

 ZvĨġen§ odolnost bakteri² v biofilmu m§ pro hostitele Śadu negativn²ch dŢsledkŢ, jako je 

kolonizace nemocniļn²ch katetrŢ implantovanĨch napŚ²klad do moļov®ho traktu (Trautner et 

al., 2004) a zhorġov§n² chronickĨch z§nŊtŢ a poġkozen² tk§nŊ patogeny (Lebeaux et al., 2013).  

ZvĨġen§ odolnost biofilmŢ je d§na kombinac² mnoha faktorŢ, z nichģ nejdŢleģitŊjġ² jsou 

extracelul§rn² polymerick® substance (EPS) tvoŚ²c² extracelul§rn² matrix, kter§ fyzicky 

blokuje prŢnik antimikrobi§ln²ch l§tek k pŚisedlĨm buŔk§m (Van Acker et al., 2014), 

a schopnost biofilmŢ akumulovat enzymy degraduj²c² antibiotika a naŚedit v sobŊ toxick® 

l§tky, kter® dok§ģ² proniknout skrz EPS (Laz«r et al., 2010). EPS tvoŚ² aģ 90 % suġiny 

mikrobi§ln²ho biofilmu a sloģen² EPS je druhovŊ specifick®. Hlavn² sloģku EPS tvoŚ² 

polysacharidy s menġinovĨm zastoupen²m proteinŢ, nukleovĨch kyselin, lipidŢ a huminovĨch 
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l§tek (Obr. 1B) (Flemming et al., 2010). Polysacharidy tvoŚ² tak® bakteri§ln² pouzdro, 

jehoģ sloģky jsou k fosfolipidu ļi lipidu-A na povrchu bakterie pŚipojen® pomoc² kovalentn² 

vazby (Limoli et al., 2015). Vrstva extracelul§rn²ch polysacharidŢ tvoŚ²c² obal bakterie je 

vysoce hydratovan§ (aģ z 99 %) a nazĨv§ se glykokalyx (Costerton et al., 1981). KromŊ 

ochrann® funkce je EPS dŢleģit§ tak® pro vznik a udrģen² spr§vn® struktury biofilmŢ, 

struktura EPS je stabilizov§na prostŚednictv²m pŚitaģlivĨch a odpudivĨch elektrostatickĨch sil, 

pŚitaģlivĨch iontovĨch sil, vod²kovĨch vazeb a van der WaalsovĨch interakc² (Obr. 1C) 

(Flemming a Wingender, 2010). 

 

 

Obr. 1: Sch®matick® zn§zornŊn² biofilmu (a), hlavn²ch sloģek tvoŚ²c²ch extracelul§rn² matrix (b) a interakc², 

kter® stabilizuj² strukturu EPS (c). (PŚevzato a upraveno z (Flemming a Wingender, 2010)). 

 

3.1.2 PrŢbŊh tvorby biofilmu 

Tvorba bakteri§ln²ho biofilmu na povrġ²ch je komplexn² proces. KritickĨm krokem 

pŚi tvorbŊ biofilmu je poļ§teļn² interakce samostatn® bakterie ļi bakteri§ln²ho shluku 

se substr§tem (reverzibiln² adheze, Obr. 2A). Za pŚedpokladu, ģe se bakterie chov§ jako 

koloidn² ļ§stice, je reverzibiln² adhezi do jist® m²ry moģn® pŚedpov²dat pomoc² 

fyzik§lnŊ-chemickĨch teori² popisuj²c²ch interakci koloidn²ch ļ§stic s povrchy. Po reverzibiln² 

adhezi doch§z² k uchycen² bakterie k substr§tu prostŚednictv²m povrchovĨch adhezivn²ch 

struktur, jako je biļ²k, pili typu 1, antigen 43 (Ag43) ļi adheziny a sekrece extracelul§rn²ch 
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polymerŢ (ireverzibiln² adheze, Obr. 2B). IreverzibilnŊ adherovan§ bakterie n§slednŊ vytv§Ś² 

mikrokolonie (Obr. 2C), kter® svĨm rozrŢst§n²m n§slednŊ vytv§Śej² maturuj²c² biofilm (Obr. 

2D). Posledn²m krokem vĨvoje biofilmu je uvolŔov§n² pohyblivĨch bunŊk z maturovan®ho 

biofilmu (migrace, Obr. 2E), kter® umoģŔuj² dalġ² ġ²Śen² bakteri§ln² populace na nov® 

substr§ty (Marshall et al., 1971; Kolter et al., 1998; Davey a O'Toole, 2000; Reisner et al., 

2003; Wang et al., 2004; Perni et al., 2014). 

 

 

Obr. 2: Sch®ma tvorby biofilmu E. coli. Planktonn² buŔky reverzibilnŊ adheruj² k substr§tu pomoc² 

fyzik§lnŊ-chemickĨch interakc² (A) a n§slednŊ pomoc² adhezivn²ch struktur pŚilnou k substr§tu trvale (B). 

Adherovan® buŔky vytv§Śej² mikrokolonie (C), kter® svou maturac² vytv§Śej² biofilm (D). Z maturovan®ho 

biofilmu jsou uvolŔov§ny buŔky (E), kter® slouģ² k dalġ²mu rozġ²Śen² bakteri² v prostŚed². 

 

3.1.3 Poļ§teļn² interakce bakterie se substr§tem (reverzibiln² adheze) 

Reverzibiln² adheze bakteri§ln² buŔky k substr§tu je zprostŚedkov§na nespecifickĨmi 

interakcemi jako jsou elektrostatick® s²ly, van der Waalsovy pŚitaģliv® s²ly, hydrofobn² 

interakce, BrownŢv pohyb a gravitaļn² s²ly (Garrido et al., 2014). Velikost a vliv konkr®tn²ch 

sloģek na prŢbŊh reverzibiln² adheze je moģn® do urļit® m²ry vyj§dŚit prostŚednictv²m 

fyzik§lnŊ-chemickĨch modelŢ interakc² koloidn²ch ļ§stic, z nichģ je nejvĨznamnŊjġ² 

termodynamickĨ pŚ²stup, Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeekova teorie (DLVO) a rozġ²Śen§ 

DLVO teorie (XDLVO, extended DVLO).  

Za pŚedpokladu pŚitaģlivĨch van der WaalsovĨch sil bude syst®m smŊŚovat k dosaģen² 

energetick®ho minima (Perni et al., 2014), pŚi kter®m je minimalizovan§ potenci§ln² energie 

syst®mu. Dalġ²m pŚedpokladem pro ¼spŊġnou pŚedpovŊŅ bakteri§ln² adheze je, 

ģe se bakteri§ln² buŔka v prŢbŊhu reverzibiln² adheze chov§ jako inertn² ļ§stice (Marshall et 

al., 1971). PŚedpoklad inertn² bakterie vġak ļasto neplat², coģ mŢģe zpŢsobovat nepŚesn® 

pŚedpovŊdi prŢbŊhu bakteri§ln² adheze (Wang et al., 2011; Perni et al., 2014). Na z§kladŊ 

vĨslednice interakce odpudivĨch a pŚitaģlivĨch sil a odliġn® m²Śe z§vislosti konkr®tn²ch 

sloģek tŊchto sil na vzd§lenosti bakterie od povrchu mŢģe nastat jedna z n§sleduj²c²ch situac²:  

PŚi pŚevaze pŚitaģlivĨch sil (Obr. 3A) a zanedbateln®mu ¼ļinku odpudivĨch sil (Obr. 3B) 

je celkov§ adhezn² energie z§porn§, a proto dojde k pŚit§hnut² bakterie k povrchu substr§tu 

a n§sledn® adhezi. PŚi lok§ln² pŚevaze sil odpudivĨch nad silami pŚitaģlivĨmi v bl²zkosti 
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substr§tu (Obr. 3C) vznik§ mezi bakteri² a substr§tem obt²ģnŊ pŚekonateln§ energetick§ 

bari®ra, kter§ br§n² bakterii v adhezi. PŚi pŚevaze pŚitaģlivĨch sil nad odpudivĨmi na kr§tkou 

i dlouhou vzd§lenost (Obr. 3D) doch§z² k reverzibiln² adhezi, pŚi kter® je bakterie pŚidrģena 

ve vzd§lenosti nŊkolika nanometrŢ od substr§tu v m²stŊ, kde vznik§ Ăsekund§rn² energetick® 

minimumñ (Marshall et al., 1971; Perni et al., 2014). 

 

 

Obr. 3: Adheze nast§v§ pŚi pŚevaze pŚitaģlivĨch sil (A, B). PŚi pŚevaze odpudivĨch sil je adheze energeticky 

nepŚ²zniv§ (C). PŚi pŚevaze odpudivĨch sil na kr§tkou vzd§lenost za souļasn® pŚevahy pŚitaģlivĨch sil na delġ² 

vzd§lenost (D) zŢst§v§ buŔka v sekund§rn²m energetick®m minimu ve stavu reverzibiln² adheze 

(pŚevzato a upraveno z (Perni et al., 2014)). 

 

Bakterie pŚit§hnut® k povrchu substr§tu ļi bakterie reverzibilnŊ adherovan® v m²stŊ 

sekund§rn²ho energetick®ho minima pak mohou prostŚednictv²m adhezivn²ch struktur, 

jako jsou adheziny ļi pili, adherovat k substr§tu ireverzibilnŊ (Renner et al., 2011; Hoffman et 

al., 2015). Ireverzibiln² adheze je zprostŚedkov§na specifickĨmi interakcemi s receptory 

a nespecifickĨmi hydrofobn²mi a van der WaalsovĨmi interakcemi (Obr. 4) mezi substr§tem 

a adhezivn²mi strukturami a polysacharidy (Renner a Weibel, 2011; Li  et al., 2012). 
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Obr. 4: Sch®matick® zn§zornŊn² elektrostatickĨch a van der WaalsovĨch sil rozhoduj²c²ch o reverzibiln² 

adhezi a hydrofobn²ch interakc² zprostŚedkov§vaj²c²ch ireverzibiln² adhezi (pŚevzato a upraveno (Renner a 
Weibel, 2011)). 

 

NapŚ²klad Caulobacter crescentus dok§ģe d²ky souhŚe mezi biļ²kem a pili rychle pŚech§zet 

mezi stavem reverzibiln² a ireverzibiln² adheze. ReverzibilnŊ adherovan§ pohybliv§ buŔka 

nese na stejn®m p·lu biļ²k i pili, s jejichģ vyuģit²m dok§ģe pŚi kontaktu s povrchem okamģitŊ 

zastavit rotaci biļ²ku za souļasn® stimulace produkce adhezivn²ch polysacharidŢ na p·lu 

buŔky, kterĨm je pŚichycena k povrchu (Li et al., 2012). 

 

3.1.3.1 ¢ŜǊƳƻŘȅƴŀƳƛŎƪȇ ǇǌƝǎǘǳǇ 

Nejjednoduġġ² metodou pŚedpovŊdi bakteri§ln² adheze k povrchu je termodynamickĨ 

pŚ²stup, kterĨ vyjadŚuje ochotu bakterie adherovat k povrchu na z§kladŊ rozd²lu volnĨch 

energi² f§zovĨch rozhran² bakterie-substr§t (ɔBS), bakterie-kapalina (ɔBK) 

a substr§t-kapalina (ɔSK) stanovenĨch na jednotku plochy povrchu, se kterĨm bakterie 

interaguje dle rovnice: 

ɝ' ɾ ɾ ɾ  

Aby podle t®to teorie mohlo doj²t k bakteri§ln² adhezi mus² bĨt hodnota celkov® adhezn² 

energie (ȹGadh) z§porn§. TermodynamickĨ pŚ²stup poļ²t§ pouze s povrchovou energi² a zcela 

zanedb§v§ vliv elektrick®ho n§boje a adhezivn²ch struktur (Qu et al., 2011; Perni et al., 2014) 

 

3.1.3.2 DLVO teorie 

Dle Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeekovy teorie je celkov§ adhezn² energie (ȹGadh) 

definov§na souļtem Lifshitz-van der WaalsovĨch pŚitaģlivĨch sil (ɲGvdW) a vŊtġinou 

odpudivĨch sil elektrick® dvojvrstvy (ȹGdv) (velikost ɲGvdW a ȹGdv z§vis² na vzd§lenosti 

mezi povrchy), dle rovnice: 

ЎὋ ЎὋ ЎὋ  
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Bakterie je k povrchu pŚitahov§na pŚi z§porn® hodnotŊ celkov® adhezn² energie (ȹGadh). 

DLVO teorie poļ²t§ pouze s vlivem n§boje povrchu a bakterie na poļ§teļn² interakci bakterie 

s povrchem, ale zanedb§v§ vliv povrchov® energie (Perni et al., 2014). 

 

3.1.3.3 wƻȊǑƝǌŜƴł 5[±h ǘŜƻǊƛŜ 

Rozġ²Śen§ DLVO teorie (XDLVO) poskytuje nejpŚesnŊjġ² pŚedpovŊŅ bakteri§ln² adheze 

(Nguyen et al., 2011), protoģe v sobŊ spojuje vĨhody DLVO teorie i termodynamick®ho 

pŚ²stupu (Katsikogianni et al., 2004). XDLVO definuje celkovou adhezn² energii (ȹGadh) 

dvou interaguj²c²ch hladkĨch povrchŢ jako souļet Lifshitz-Van der WaalsovĨch pŚitaģlivĨch 

sil (ȹGvdW), odpuzuj²c²ch sil elektrostatick® dvojvrstvy (ȹGdv), pol§rn²ch interakc² (ȹGAB) 

a konstanty vyjadŚuj²c²ch BrownŢv pohyb (ȹGbr) dle rovnice: 

ɝ' ɝ' ɝ' ɝ'  + ȹGbr  

Bakteri§ln² adheze nast§v§ v pŚ²padŊ, ģe je celkov§ adhezn² energie (ȹGadh) z§porn§. Velikost 

ɲGvdW, ȹGdv a ȹGAB z§vis² rŢznou m²rou na vzd§lenosti mezi povrchy (Bayoudh et al., 2009; 

Shao et al., 2010; Kumar et al., 2013; Perni et al., 2014). 

Lifshitz-Van der Waalsovy s²ly (ȹGvdW) zahrnuj² elektromagnetick® nepol§rn² interakce 

dip·lŢ molekul a atomŢ (disperze dvou indukovanĨch dip·lŢ, interakce n§hodnŊ 

orientovanĨch permanentn²ch dip·lŢ a indukce dip·lu permanentn²m dip·lem s dosahem 

do jednoho nanometru (Van Oss et al., 1986; Tabor et al., 2011). Van der Waalsovy s²ly jsou 

vŊtġinou pŚitaģliv®, ale pŚi interakci materi§lŢ s vĨraznĨmi rozd²ly v dielektrick® odezvŊ 

(napŚ²klad kombinace velmi vysok® a velmi n²zk® dielektrick® odezvy) mohou m²t odpuzuj²c² 

¼ļinek (Lee et al., 2001; Feiler et al., 2008). 

Interakce elektrostatick® dvojvrstvy (ȹGdv) vych§zej² z CoulombovĨch interakc² 

mezi elektricky nabitou bakteri§ln² buŔkou a substr§tem, jejich dosah a s²la stoup§ 

s rostouc²m povrchovĨm n§bojem a sniģuje se s rostouc² vzd§lenost² od nabit®ho povrchu 

(Hermansson, 1999; Perni et al., 2014), z§vis² na pŚ²tomnosti okoln²ch iontŢ nesouc²ch 

opaļnĨ n§boj, neģ nese bakterie ļi substr§t. Ionty s opaļnĨm n§bojem se shlukuj² kolem 

kaģd®ho nabit®ho povrchu, ļ²mģ kolem nŊj vytv§Śej² opaļnŊ nabitou vrstvu iontŢ, 

kter§ vyrovn§v§ (tlum²) n§boj povrchu, nazĨvanou elektrick§ dvojvrstva. Rostouc² 

koncentrace iontŢ v okol² (iontov§ s²la) zpŢsobuje vĨraznŊjġ² tlumen² dosahu a s²ly elektrick® 

dvojvrstvy (Marshall et al., 1971; van Loosdrecht et al., 1989; Poortinga et al., 2002; Hori et 

al., 2010). Na povrchovĨ n§boj m§ vliv pH okoln²ho prostŚed², jehoģ zmŊna mŢģe zpŢsobovat 

disociaci kyselĨch chemickĨch skupin na povrchu, coģ vede k rozġ²Śen² z§porn®ho n§boje 
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povrchu (Berg et al., 2009). Interakce elektrickĨch dvojvrstev vŊtġinou bĨvaj² odpudiv®, 

protoģe vŊtġina bakteri² a povrchŢ m§ z§pornĨ n§boj (Dickson et al., 1989; van Loosdrecht et 

al., 1989). Odpuzov§n² elektrickĨch dvojvrstev je zpŢsobeno osmotickĨm tlakem mezi ionty 

pŚekrĨvaj²c²ch se elektrickĨch dvojvrstev (Hermansson, 1999). 

V r§mci elektrick® dvojvrstvy je moģn® rozliġit dvŊ vrstvy iontŢ s rozd²lnĨm charakterem. 

Na kontaktu s povrchem se nach§z² vrstva iontŢ pŚechodnŊ v§zanĨch k povrchu (Sternova 

vrstva), v jej²mģ okol² se nach§z² Ăatmosf®rañ (difuzn² vrstva) tvoŚen§ nahromadŊnĨmi 

pohyblivĨmi ionty opaļn®ho i shodn®ho n§boje, kter® jsou k povrchu pŚitahov§ny zbytkovĨm 

n§bojem, kterĨ byl Sternovou vrstvou ļ§steļnŊ utlumen (Hermansson, 1999; Poortinga et al., 

2002). CelkovĨ n§boj povrchu ļ§stice (bakterie) v konkr®tn²m prostŚed² mŢģe bĨt pŚibl²ģen 

stanoven²m zeta potenci§lu. ElektrokinetickĨ zeta potenci§l ļ§stice (ɕ) je definov§n 

jako rozd²l elektrickĨch potenci§lŢ v hydrodynamick® rovinŊ skluzu, kter§ pŚedstavuje 

hypotetick® rozhran² mezi nepohyblivou vrstvou iontŢ okolo ļ§stice (difuzn² vrstvou 

elektrick® dvojvrstvy) a okoln² pohyblivou kapalinou (Poortinga et al., 2002; Martinez et al., 

2008; Berg et al., 2009). 

Pol§rn² interakce (ȹGAB) rozġiŚuj² DLVO teorii o vliv pŚitaģlivĨch hydrofobn²ch interakc² 

a odpudiv®ho efektu hydratace (vod²kov® mŢstky) v pol§rn²m m®diu (voda) vyj§dŚenĨch jako 

interakce LewisovĨch kyselin a b§z². PŚi interakci ȹGAB vznikaj² koordinaļnŊ-kovalentn² 

vazby mezi Lewisovou kyselinou (ɔ+, akceptor elektronov®ho p§ru, napŚ²klad -Hŭ+) 

a Lewisovou b§z² (ɔï, donor elektronŢ, napŚ²klad -OHŭï) (Van Oss, 1991; Hermansson, 1999; 

Perni et al., 2014). ȹGAB bĨvaj² o jeden aģ dva Ś§dy silnŊjġ² neģ ȹGvdW a ȹGdv, ale rychlost 

jejich z§niku je s rostouc² vzd§lenost² vyġġ² neģ u ȹGvdW a ȹGdv a pŚi vzd§lenosti zhruba 

0,2 nm od povrchu maj² zanedbatelnĨ ¼ļinek (Van Oss et al., 1986; van Oss, 1989). 

I pŚi pouģit² rozġ²Śen® DLVO teorie obļas doch§z² k nepŚesn® pŚedpovŊdi bakteri§ln² 

adheze k substr§tŢm, coģ mŢģe zpŢsobeno napŚ²klad heterogenitou interaguj²c²ch povrchŢ 

(teorie pŚedpokl§d§ hladkĨ povrch) (Hermansson, 1999; Perni et al., 2014), komplexitou 

bakteri§ln²ho povrchu, kter§ mŢģe zpŢsobovat nepŚesn® urļen² ȹGAB (Nguyen et al., 2011) 

ļi aktivn²m pŚekon§n²m energetick® bari®ry, coģ bylo pozorov§no napŚ²klad u P. aeruginosa 

PAO1, kter§ sn²ģila celkovou odpudivou energii mezi substr§tem a bakteri§ln² buŔkou 

zkroucen²m (vytvarov§n²m do ġpiļky) ļ§sti sv®ho povrchu, ļ²mģ sn²ģila plochu bakteri§ln²ho 

povrchu interaguj²c²ho se substr§tem (Wang et al., 2011). I pŚes tyto probl®my je XDLVO 

zat²m nejpŚesnŊjġ²m zpŢsobem pŚedpovŊdi bakteri§ln² adheze (Hwang et al., 2010). 
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Z vĨġe zm²nŊnĨch teori² pŚedpovŊdi bakteri§ln² adheze vyplĨv§, ģe m²ra bakteri§ln² adheze 

z§leģ² na fyzik§lnŊ-chemickĨch vlastnostech povrchu substr§tu a bakterie (povrchovĨ n§boj, 

hydrofobicita, van der Waalsovy interakce, hrubost substr§tu) a vlastnostech okoln²ho 

prostŚed² (iontov§ s²la, pH, proud kapaliny). KromŊ tŊchto faktorŢ maj² vĨznamnĨ vliv tak® 

adhezivn² struktury na povrchu bakteri§ln² buŔky.  

PŚedpovŊdi bakteri§ln² adheze fyzik§lnŊ-chemickĨmi teoriemi pŚin§ġej² dŢleģitĨ vhled 

do prŢbŊhu poļ§teļn² adheze, ale i pŚes snahy o jejich zdokonalen² nejsp²ġ nebude moģn® 

obs§hnout vġechny promŊnn®. NapŚ²klad planktonn² buŔky S. aureus a P. aeruginosa reaguj² 

na subinhibiļn² koncentraci antibiotika norfloxacin aktivn² zmŊnou povrchovĨch vlastnost² 

(sn²ģen²m povrchov®ho n§boje a zvĨġen²m hydrofobicity povrchu bakterie), coģ zpŢsob² 

sn²ģen² XDLVO energetick® bari®ry vedouc² k n§rŢstu adheze bakteri² k substr§tu 

a ke zvĨġen² s²ly, se kterou se bakterie adheruj² (Kumar a Ting, 2013). Bakterie obecnŊ 

adheruj² ochotnŊji k hydrofobn²m substr§tŢm (teflon, plast) neģ k hydrofiln²m substr§tŢm 

(sklo) (Pringle et al., 1983; Bendinger et al., 1993; Faille et al., 2002; Li et al., 2004). 

Hydrofobn² interakce maj² obzvl§ġtŊ vĨznamnĨ vliv pŚi adhezi k hladkĨm substr§tŢm (Faille 

et al., 2002). 

 

3.1.4 Adhezivn² struktury bakterie E. coli (ireverzibiln² adheze) 

Tato podkapitola popisuje ¼lohu nejvĨznamnŊjġ²ch adhezivn²ch povrchovĨch struktur, 

kter® gramnegativn² bakterie E. coli K-12 mŢģe vyuģ²vat pŚi adhezi k substr§tŢm, interakci 

s okoln²mi bakteriemi a ke tvorbŊ biofilmu (Obr. 5). 

 

 

Obr. 5: Ilustrativn² sch®ma vybranĨch adhezivn²ch povrchovĨch struktur E. coli K-12. JmenovitŊ pili, curli, 
kyseliny kolanov® (CA), antigenu 43 a biļ²kŢ (pŚevzato a upraveno z (Jauffred et al., 2017). 
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3.1.4.1 Curli  

Curli jsou 6-12 nm ġirok® (Chapman et al., 2002) povrchov® proteinov® struktury E. coli, 

kter® objevil a podle jejich stoļen®ho tvaru pojmenovali Ols®n a kolektiv v roce 1989 (Ols®n 

et al., 1989). Hlavn² strukturn² podjednotkou tvoŚ²c² curli je 17 kDa velkĨ protein CsgA, 

curlin (Salda¶a et al., 2009; Lloyd et al., 2012).  

Geny pro biosynt®zu curli se nach§zej² ve dvou oddŊlenĨch operonech csgBA a csgDEFG. 

Gen csgA k·duje curlin, hlavn² podjednotku tvoŚ²c² curli, a csgB k·duje nukleaļn² protein 

zodpovŊdnĨ za polymeraci proteinovĨch podjednotek CsgA. Gen csgD k·duje transkripļn² 

regul§tor csgBA operonu, zat²mco csgG k·duje lipoprotein vnŊjġ² membr§ny. Transport 

strukturn²ch ļ§st² curli na povrch bakterie je zajiġtŊn periplazmatickĨmi proteiny CsgE a Csg 

(Kudva et al., 2017). PŚedļasn®mu sloģen² a polymeraci CsgA v cytoplazmŊ br§n² chaperon 

CsgC (Evans et al., 2015). 

CsgD aktivuje produkci curli a celul·zy (Gualdi et al., 2008) a simuluje tvorbu biofilmu, 

mezibunŊļnĨch interakc² a adaptace na ģivot v biofilmu (Brombacher et al., 2006). 

CsgD je aktivov§n pŚi n²zk® osmolaritŊ prostŚednictv²m dvoukomponentov®ho syst®mu 

EnvZ-OmpR (Rºmling et al., 1998; Vidal et al., 1998; Jubelin et al., 2005), je reprimov§n 

pŚi vysok® osmolaritŊ, poġkozen² membr§ny ļi pouzdra prostŚednictv²m CpxA-CpxR (Dorel 

et al., 1999; Jubelin et al., 2005; Ma et al., 2009) a pŚi teplotn²m a kysel®m ġoku 

prostŚednictv²m RcsB (Carter et al., 2012). Alternativn² sigma faktor stacion§rn² f§ze, RpoS, 

m§ u E. coli K-12 kladnĨ vliv na produkci curli (Ols®n et al., 1993), avġak u O157 produkci 

curli reprimuje (Carter et al., 2014). Represorem produkce curli je glob§ln² regulaļn² protein 

H-NS (histone-like nucleoid structuring protein), kterĨ je podobnĨ histonŢm a jehoģ funkc² je 

Ś²zen² struktury bakteri§ln²ho nukleoidu (Ols®n et al., 1993; Gerstel et al., 2003), 

kterĨ je aktivov§n napŚ²klad pŚi vysok® koncentraci sachar·zy (Jubelin et al., 2005). 

Exprese curli je vĨraznŊ pos²lena pŚi niģġ² teplotŊ, vŊtġinou 25-30 ÁC (Ols®n et al., 1998; 

Kikuchi et al., 2005; Szabo et al., 2005; Gualdi et al., 2008; Macarisin et al., 2012; Kudva et 

al., 2017), n²zk® osmolaritŊ (Kudva et al., 2017) a ve stacion§rn² f§zi (Ols®n et al., 1993). 

ZvĨġen§ produkce curli v niģġ²ch teplot§ch je zajiġtŊna prostŚednictv²m proteinu Crl, 

termosenzitivn²ho aktiv§toru transkripce csgA. Protein Crl se v buŔk§ch hromad² 

ve stacion§rn² f§zi pouze pŚi niģġ²ch teplot§ch (30 ÁC) a svou interakc² s RpoS stimuluje 

iniciaci transkripce promotoru csgBA (Arnqvist et al., 1992; Bougdour et al., 2004). U E. coli 

pŚi 37 ÁC ļasto nedoch§z² k expresi curli (Szabo et al., 2005), ale nŊkter® patogenn² izol§ty 

E. coli (Nasr et al., 1996; Bian et al., 2000; Salda¶a et al., 2009) produkuj² curli konstitutivnŊ 
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v dŢsledku mutac² regul§torŢ. Exprese curli pŚi 37 ÁC takt®ģ prob²h§ u bunŊk v biofilmu 

(Kikuchi et al., 2005). 

ObecnŊ vġak plat², ģe sloģit§ regulaļn² s²t je z§visl§ na genov® vĨbavŊ konkr®tn²ho 

zkouman®ho bakteri§ln²ho kmenu (Kudva et al., 2017), avġak samotn§ pŚ²tomnost genŢ 

pro curli csgA ļi termoregul§tor crl nezaruļuje, ģe danĨ kmen curli skuteļnŊ exprimuje 

(Ols®n et al., 1989; Maurer et al., 1998). Naruġen² exprese curli v dŢsledku mutac² 

v promotoru csg, rpoS ļi nŊkter®ho z represorŢ jako je rcsB zpŢsobuje v r§mci konkr®tn²ho 

kmenu E. coli vĨskyt subpopulac² s odliġnou schopnost² adheze a tvorby biofilmu (Ols®n et 

al., 1993; Uhlich et al., 2001; Carter et al., 2011; Carter et al., 2012; Carter et al., 2014; 

Kudva et al., 2017). 

Curli maj² vĨznamnou roli v adhezi rŢznĨch kmenŢ E. coli k abiotickĨm povrchŢm 

(Prigent-Combaret et al., 2000; Szabo et al., 2005; Carter et al., 2011; Carter et al., 2016), 

epiteli§ln²m buŔk§m (Uhlich et al., 2002; Kikuchi et al., 2005; Salda¶a et al., 2009; Kudva et 

al., 2017) a jsou vĨznamn® pro tvorbu a maturaci biofilmu (Prigent-Combaret et al., 2000; 

Kikuchi et al., 2005; Gualdi et al., 2008; Salda¶a et al., 2009). 

Curli tak® interaguj² s proteiny hostitelovy extracelul§rn² matrix, fibronektinem 

a lamininem, (Ols®n et al., 1993; Bian et al., 2000) ļi s MHC tŚ²dy I (Ols®n et al., 1998), d²ky 

ļemuģ maj² vliv na invazivitu E. coli O157 (Uhlich et al., 2002; Uhlich et al., 2009). Vazebn§ 

schopnost curli nen², na rozd²l od jejich produkce, ovlivnŊna teplotou okol² (Ols®n et al., 

1998; Kikuchi et al., 2005). Na vĨznam curli v patogenezi poukazuje pozorov§n², 

ģe pŚ²tomnost i samotn® CsgA zpŢsobuje u lidskĨch makrof§gŢ poch§zej²c²ch z THP-1 bunŊk 

zvĨġenou produkci proz§nŊtlivĨch cytokinŢ TNF-Ŭ, IL-6 a IL-8 (Bian et al., 2000) a aktivuje 

proz§nŊtlivĨ fibrinogen (Persson et al., 2003).  

ZvĨġen§ produkce curli za niģġ²ch teplot mŢģe zlepġovat pŚeģit² v prostŚed² mimo hostitele, 

napŚ²klad v potravin§ch ļi ve vodŊ (Szabo et al., 2005). Nadprodukce curli tak® dok§ģe 

do jist® m²ry zastoupit strukturn² ¼lohu polysacharidŢ v EPS biofilmŢ (Prigent-Combaret et 

al., 2000). 

 

3.1.4.2 Pili typu 1  

Pili typu 1 jsou 0,1-2 ɛm dlouh® a 7 nm ġirok® adhezivn² tubul§rn² proteinov® struktury, 

kter® jsou rovnomŊrnŊ rozm²stŊn® po povrchu mnoha enterobakteri² v poļtu 100-400 pili  

na buŔku (Krogfelt, 1991; Hartmann et al., 2011). Jsou k·dov§ny geny fimA, fimC, fimD 

a fimH (Pratt et al., 1998). Na konci pili typu 1, kterĨ je tvoŚenĨ proteinem FimA, se nach§z² 
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adhezin FimH (Barras et al., 2013), kterĨ je nezbytnĨ pro specifickou adhezi enterobakteri² 

k Ŭ-D-manosylu bunŊk epitelu (Hartmann a Lindhorst, 2011). FimH je moģn® zablokovat 

napŚ²klad vazbou Ŭ-methyl-D-manosidu (Pratt a Kolter, 1998), ļ²mģ dojde ke sn²ģen² 

specifick® i nespecifick® adheze zprostŚedkovan® pili typu 1. Sekvence genŢ k·duj²c²ch pili 

typu 1 nen² u ļeledi Enterobacteriaceae konzervovan§ (Buchanan et al., 1985). Dokonce 

i v r§mci druhu E. coli maj² jednotliv® izol§ty rozd²ly v sekvenci k·duj²c² fimH, 

coģ zpŢsobuje odliġnosti v receptorov® specifitŊ u konkr®tn²ch izol§tŢ (Sokurenko et al., 

1994; Sokurenko et al., 1995). 

Pili 1 typu jsou dŢleģit® pŚi adhezi E. coli K-12 k abiotickĨm substr§tŢm a epitelŢm (Pratt 

a Kolter, 1998; Khanal et al., 2015) i pŚi rozvoji biofilmu (Rodrigues et al., 2009). Rodrigues 

a Elimelech (Rodrigues a Elimelech, 2009) ale pozorovali zanedbatelnĨ vliv pili typu 1 

na adhezi E. coli K-12, kter§ v LB m®diu prob²h§ pŚedevġ²m prostŚednictv²m 

van der WaalsovĨch interakc². Pili 1 typu jsou tak® jedn²m z hlavn²ch faktorŢ virulence 

patogenn²ch kmenŢ E. coli (Wu et al., 1996; Hartmann a Lindhorst, 2011) a spolu s curli jsou 

dŢleģit® pro tvorbu biofilmŢ O157 na rŢznĨch povrġ²ch (Cookson et al., 2002).  

 

3.1.4.3 Antigen 43 (Ag43)  

Antigen 43 je auto-agregaļn² povrchovĨ autotransport®r a adhezin vŊtġiny kmenŢ E. coli, 

kterĨ podporuje tvorbu biofilmu a zvyġuje odolnost vŢļi antimikrobi§ln²m l§tk§m (Danese 

et al., 2000). Antigen 43 je protein, u kter®ho je moģn® rozliġit dvŊ z§kladn² dom®ny, 

jednu translokaļn² (ɓ-modul) a jednu pasaģ®rovou (Ŭ-modul) dom®nou (Heras et al., 2014). 

RŢzn® varianty Ag43 maj² odliġn® agregaļn² chov§n², jako je napŚ²klad ŚetŊzen² bunŊk 

(KjÞrgaard et al., 2000; Vejborg et al., 2009), avġak vġechny podporuj² tvorbu biofilmu 

na abiotickĨch povrġ²ch (Klemm et al., 2004). 

 

3.1.4.4 .ƛőƝƪȅ όŀƴǘƛƎŜƴ Iύ  

Na povrchu E. coli se nach§zej² peritrichn² biļ²ky o d®lce 10 ɛm a ġ²Śce kolem 10 nm 

(Haiko et al., 2013), tvoŚen® 60 kDa velkĨmi monomery proteinu flagelinu (Gir·n et al., 

2002). Hlavn²m transkripļn²m aktiv§torem tvorby biļ²ku je komplex proteinŢ FlhD/FlhC 

v§zaj²c²ch DNA (Liu et al., 1994b). Aktivita FlhD/FlhD je negativnŊ regulov§na napŚ²klad 

dvoukomponentovĨm syst®mem EnvZ/OmpR zodpov²daj²c²m za osmoregulaci ļi aktiv§torem 

produkce CA, RcsB (Samanta et al., 2013). 

Biļ²k m§ vĨznamnou roli pŚi poļ§teļn² adhezi E. coli k rŢznĨm abiotickĨm i epiteli§ln²m 

substr§tŢm (Pratt a Kolter, 1998; Gir·n et al., 2002; Sampaio et al., 2009; Zhou et al., 2014) 



20 

 

 

a nejsp²ġ m§ ¼lohu tak® pŚi strukturalizaci biofilmu (Serra et al., 2013). Biļ²k ovlivŔuje 

pŚibl²ģen² bakterie k substr§tu. Aktivn² pohyb smŊrem k substr§tu usnadŔuje pŚekon§n² 

energetick® bari®ry zpŢsoben® odpudivĨmi silami popsanĨmi v XDLVO teorii (Pratt a Kolter, 

1998; Davey a O'Toole, 2000). O vĨznamu biļ²ku v poļ§teļn² f§zi adheze svŊdļ² i pozorov§n² 

Samanta et al., kterĨ zjistil, ģe exprese flhD, aktiv§toru produkce biļ²ku, je nejvyġġ² 

v poļ§teļn² f§zi vĨvoje biofilmu (12 h), ust§v§ v prŢbŊhu maturace (35 h) a je znovu zvĨġena 

ve vnŊjġ² vrstvŊ bunŊk biofilmu ve f§zi migrace (51 h). Konstitutivn² exprese biļ²ku bŊhem 

f§ze maturace biofilmu vġak omezuje tvorbu biofilmu (Samanta et al., 2013). 

Đloha biļ²ku v adhezi k abiotickĨm substr§tŢm se zd§ bĨt m®nŊ vĨrazn§, neģ je ¼loha curli. 

Bylo pozorov§no, ģe u E. coli K-12 m§ funkļnost biļ²ku v pŚ²padŊ nadprodukce curli 

zanedbatelnĨ vliv na adhezi bunŊk k povrchŢm a jeho roli funkļnŊ pŚeb²raj² curli 

(pŚi nadprodukci curli nemaj² buŔky s vyŚazenĨm genem pro flagelin (fliC) zmŊnŊnou adhezi 

oproti buŔk§m s funkļn²m biļ²kem) (Prigent-Combaret et al., 2000). 

 

3.1.4.5 YȅǎŜƭƛƴŀ ƪƻƭŀƴƻǾł  

Kyselina kolanov§ (z anglick®ho Colanic acid, CA, pŚ²padnŊ tak® antigen M) je z§pornŊ 

nabitĨ extracelul§rn² polysacharid (Hanna et al., 2003) tvoŚ²c² pouzdro nŊkterĨch 

enterobakteri² vļetnŊ E. coli K-12 (Grant et al., 1969; Rªttº et al., 2006). Cukern§ kostra CA 

je tvoŚena z D-gluk·zy, L-fuk·zy, D-galakt·zy a D-glukuronov® kyseliny s nav§zanĨmi 

molekulami O-acetylu a pyruv§tu (Obr. 6) (Stevenson et al., 1996). Biosynt®za CA 

je regulov§na proteinem Rcs (Ranjit et al., 2016). 

 

 

Obr. 6: Sch®ma chemick® struktury CA tvoŚen® D-gluk·zou, L-fuk·zou, D-galakt·zou a D-glukuronovou 

kyselinou nesouc² O-acetyl a pyruv§t (pŚevzato a upraveno z (Stevenson et al., 1996)). 

 

PŚi osmotick®m a oxidativn²m stresu doch§z² ke stimulaci produkce CA, coģ vede 

ke zvĨġen² odolnosti bakterie vŢļi tŊmto stresorŢm (Sledjeski et al., 1996; Chen et al., 2004). 
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PŚesnĨ mechanismus ¼ļinku nen² zn§m, avġak spekuluje se o funkci CA jako fyzick® bari®ry 

chr§n²c² bunŊļnou stŊnu pŚed ¼ļinky stresorŢ (Chen et al., 2004; Mao et al., 2006) 

a napŚ²klad zvyġuje pŚeģ²v§n² E. coli O157:H7 v umŊl® ģaludeļn² ġŠ§vŊ, coģ naznaļuje ¼lohu 

CA pŚi prŢchodu bakterie ģaludkem (Mao et al., 2006). 

MoģnĨ mechanismus ochrany buŔky prostŚednictv²m CA mŢģe bĨt tvorba hydrataļn²ho 

obalu okolo buŔky, kterĨ je udrģov§n d²ky nadbyteļn®mu z§porn®mu n§boji poskytovan®mu 

molekulami CA (Allen et al., 1987; Sleator et al., 2002). Hydrataļn² obal mŢģe zpomalovat 

prŢnik ġkodlivĨch l§tek, jako napŚ²klad dezinfekce, ļ²mģ omezuje poġkozen² buŔky (Sledjeski 

a Gottesman, 1996). Avġak role CA v ochranŊ buŔky pŚed vnŊjġ²mi podm²nkami nen² 

jednoznaļn§, protoģe napŚ²klad pro udrģen² exponenci§ln² rŢstu E. coli pŚi osmotick®m 

a chladov®m ġoku nen² nutn§ produkce CA (Kocharunchitt et al., 2012). 

E. coli K-12 za bŊģnĨch kultivaļn²ch podm²nek (37 ÁC, bohat® ģivn® m®dium) 

neprodukuje CA, produkce CA je zah§jena aģ v prŢbŊhu maturace biofilmu. Biosynt®za CA 

je pozitivnŊ regulov§na heterodimerem RcsB-RcsA, tvoŚenĨm proteiny RcsB 

a termosenzitivn²m RcsA, kterĨ je pŚi 37 ÁC nestabiln² (Ebel et al., 1999; Samanta et al., 

2013; Miajlovic et al., 2014).  

CA nem§ vliv na virulenci, ani na ochranu pŚed imunitn² reakc² hostitele (Russo et al., 

1995). Nebyl pozorov§n ani vliv CA na adhezi E. coli K-12 k abiotickĨm substr§tŢm, 

ale produkce CA je dŢleģit§ pro 3D strukturalizaci biofilmu v prŢbŊhu maturace (Danese et 

al., 2000; Prigent-Combaret et al., 2000). Konstitutivn² produkce CA planktonn²mi buŔkami 

nav²c br§n² adhezi k rŢznĨm substr§tŢm (Hanna et al., 2003; Chao et al., 2011; Yoshida et al., 

2015). CA m§ roli v ochranŊ buŔky pŚed okoln²m prostŚed²m, ale nen² nezbytn§ pro pŚeģit² 

a regeneraci peptidoglykanov® stŊny sf®roplastŢ E. coli rostouc²ch na agarov® ģivn® pŢdŊ 

vytvoŚen® ze sachar·zov®ho obnovovac²ho m®dia (2 % tryptonu, 0,5 % kvasniļn®ho extraktu, 

10 mM NaCl, 10 mM MgCl2, 2,5 mM KCl, 10 mM MgSO4, 20 mM gluk·zy a 0,23 M 

sachar·zy, pH 7,0) (Ranjit a Young, 2016). 

 

3.1.4.6 N-acetyl-D-glukosaminu 

Synt®za nevŊtven®ho polysacharidu poly-ɓ-1,6-N-acetyl-D-glucosaminu (PGA) je u E. coli 

zajiġŠov§na na produkty genŢ pgaABCD operonu. Za synt®zu PGA zodpov²d§ 

glykosyltransfer§za PgaC a jej² pomocnĨ protein PgaD. Gen pgaA k·duje porin PgaA. 

N-deacetyl§za PgaB umoģŔuje export PGA skrz PgaA porin (Itoh et al., 2008).  
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PGA je, spolu s celul·zou, hlavn² sloģkou extracelul§rn² matrix biofilmu. Jeho pŚ²tomnost 

tak® podporuje adhezi k abiotickĨm substr§tŢm a stabilizuje strukturu biofilmŢ (Wang et al., 

2004; Itoh et al., 2008). VĨznamn§ ¼loha PGA ve stabilizaci biofilmu je prok§z§na tak® 

pokusem vyuģ²vaj²c²m disperzin B (DspB), kterĨ je produkov§n A. actinomycetemcomitans. 

Disperzin B vykazuje ɓ-hexosaminid§zovou a hydrolytickou aktivitu vŢļi glykosidickĨm 

vazb§m v poly-ɓ-1,6-GlcNAc a jeho pŚid§n² k jiģ narostl®mu biofilmu E. coli zpŢsob² rozklad 

PGA, coģ vede k rozpuġtŊn² biofilmu a zabr§nŊn² jeho opŊtovn®mu vzniku. DspB nem§ vliv 

na planktonn² buŔky (Itoh et al., 2005). 

 

3.1.4.7 /ŜƭǳƭƽȊŀ  

Celul·za je dŢleģitĨm EPS E. coli. ObdobnŊ jako curli je produkov§na zejm®na za niģġ²ch 

rŢstovĨch teplot a podl®h§ pozitivn² regulaci CsgD (Zogaj et al., 2003; Bokranz et al., 2005). 

Celul·za chr§n² bakterii pŚed vysych§n²m (Gualdi et al., 2008) a m§ vliv na spr§vnĨ vĨvoj 

biofilmŢ (Bokranz et al., 2005). Koprodukce celul·zy a curli u patogenn²ch kmenŢ E. coli 

posiluje adhezi k epitelŢm a kolonizaci hostitele (Bokranz et al., 2005; Salda¶a et al., 2009). 

NŊkter® studie naznaļuj², ģe produkce celul·zy pŚisp²v§ k adhezi E. coli k epitelu, plastŢm, 

rostlinnĨm povrchŢm a k ochranŊ bakterie pŚed imunitn² reakc² hostitele (Matthysse et al., 

2008; Monteiro et al., 2009; Lee et al., 2011; Lee et al., 2015). ObdobnŊ byl pozorov§n 

nulovĨ vliv celul·zy E. coli k epitelŢm (Matthysse et al., 2008) a negativn² vliv  celul·zy 

na adhezi k hydrofiln²mu sklu (Ma a Wood, 2009), coģ je nejsp²ġ zpŢsobeno fyzickou blokac² 

ostatn²ch adhezivn²ch struktur celul·zou (Gualdi et al., 2008).  

Laboratorn² kmen E. coli K-12 vġak celul·zu vŊtġinou neprodukuje v dŢsledku mutace 

(Zogaj et al., 2001).  

 

3.1.4.8 Lipopolysacharid 

Nezbytn§ souļ§st vnŊjġ² membr§ny gramnegativn²ch bakteri², lipopolysacharidy (LPS), 

mohou za urļitĨch okolnost² pŚisp²vat k adhezi E. coli K-12 k substr§tŢm. LPS jsou tvoŚen® 

lipidem A, kterĨ kotv² LPS ve vnŊjġ² membr§nŊ, centr§ln²m ŚetŊzcem a dlouhĨm O-antigenem, 

kterĨ ud§v§ d®lku LPS, kter§ je 3-5 nm bez O-antigenu a 17-35 nm s O-antigenem (Strauss et 

al., 2009). 

PŚ²tomnost O-antigenu pŚisp²v§ k pŚichycen² bunŊk k abiotickĨm povrchŢm (Abu-Lail et 

al., 2003; Strauss et al., 2009). Elektricky neutr§ln² O-antigen sniģuje energetickou bari®ru 

mezi bakteri² a substr§tem, nejsp²ġe odst²nŊn²m z§porn®ho elektrick®ho n§boje povrchu 
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bakterie a fyzickĨm pŚemostŊn²m energetick® bari®ry mezi bakteri² a substr§tem (Abu-Lail a 

Camesano, 2003; Walker et al., 2004). Avġak vliv LPS na adhezi E. coli K-12 mŢģe bĨt 

zanedbatelnĨ, jelikoģ Śada kmenŢ K-12 neprodukuje O-antigen (Liu et al., 1994a; Walker et 

al., 2004). 

 

3.1.5 Dalġ² faktory ovlivŔuj²c² bakteri§ln² adhezi 

KromŊ fyzik§lnŊ-chemickĨch faktorŢ zahrnutĨch v XLVO teorii a adhezivn²ch struktur 

na povrchu bakterie je adheze ovlivnŊna i napŚ²klad morfologi² substr§tu, kterou je moģn® 

dle drsnosti povrchu rozdŊlit na tŚi skupiny: makroskopickou (100 ɛm aģ 1 mm), 

mikroskopickou (100 nm aģ 100 ɛm) a nanoskopickou (pod 100 nm) (Vagask§ et al., 2010). 

Makroskopick§ hrubost substr§tu mŢģe posilovat adhezi zvĨġen²m celkov® plochy 

dostupn®ho substr§tu a pŚi proudŊn² m®dia sn²ģen²m stŚiģnĨch sil v prohlubn²ch (Donlan, 

2002). Vliv mikroskopick® a nanoskopick® hrubosti na bakteri§ln² adhezi nen² moģn® 

zobecnit, jelikoģ z§leģ² na konkr®tn²m typu substr§tu, tvaru nerovnost² a bakteri§ln²m druhu 

(Hsu et al., 2013; Yoda et al., 2014). Dantas et al. pozorovali vyġġ² adhezi Streptococcus 

sanguinis k akryl§tov®mu sklu s nerovnostmi v mŊŚ²tku mikroskopick®m neģ nanoskopick®m 

(Dantas et al., 2016), zat²m co Truong et al. pozoroval opaļnĨ trend, kdy sn²ģen² 

mikroskopick® hrubosti na hrubost nanoskopickou vedlo ke zvĨġen² adheze P. aeruginosa a S. 

aureus k titanu (Truong et al., 2010).  

VĨvoj biofilmu ovlivŔuje tak® Śada sign§lŢ z okoln²ho prostŚed². NapŚ²klad H2O2, zapŚ²ļin² 

pokles tvorby biofilmu odchĨlen²m pH od neutr§ln² hodnoty (Zmantar et al., 2010). 

ZvĨġen² tvorby biofilmu E. coli zpŢsobuje napŚ²klad hladovŊn² (Naves et al., 2008), 

zvĨġen² osmolarity prostŚed² (Kawarai et al., 2009) ļi pŚ²davek PEG, kterĨ stimuluje produkci 

LPS (Yeom et al., 2012). T®ģ subinhibiļn² koncentrace antimikrobi§ln²ch l§tek (Costa et al., 

2012) a niklu (Perrin et al., 2009) stimuluje tvorbu biofilmu. 

KromŊ obecnĨch faktorŢ maj² na tvorbu biofilmu vliv i specifick® molekuly, 

jako napŚ²klad D-tyrosin, kterĨ stimuluje tvorbu biofilmu B. subtilis, ale sniģuje tvorbu 

biofilmu Pseudomonas aeruginosa (Yu et al., 2016). Tryptofan stimuluje degradaci biofilmu 

a br§n² jeho opŊtovn® tvorbŊ u E. coli (Shimazaki et al., 2012) a P. aeruginosa, u kter® nav²c 

stimuluje Ăswimmingñ motilitu, coģ naznaļuje ¼lohu tryptofanu jako sign§ln² molekuly 

pŚi uvolŔov§n² planktonn²ch bunŊk z biofilmu (Brandenburg et al., 2013). 
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3.1.6 ZmŊna genov® exprese v prŢbŊhu vĨvoje biofilmu E. coli 

Tvorba bakteri§ln²ho biofilmu je vysoce komplexn² proces, kterĨ mŢģe bĨt v rŢznĨch 

podm²nk§ch a u rŢznĨch bakteri§ln²ch druhŢ Ś²zen odliġnĨmi mechanizmy (Prigent-Combaret 

et al., 2000; Kikuchi et al., 2005). BŊhem vĨvoje bakteri§ln²ho biofilmu doch§z² k pŚ²snŊ 

regulovanĨm zmŊn§m exprese velk®ho mnoģstv² genŢ (Prigent-Combaret et al., 1999; 

Kikuchi et al., 2005). Tuto zmŊnu genov® exprese podrobnŊ popisuje Domka et al. (Domka et 

al., 2007) na pŚ²kladu rŢstu biofilmu E. coli K-12 v prŢtokov®m syst®mu: 

V prŢbŊhu prvn²ch 24 hodin doch§z² u bunŊk v biofilmu, v porovn§n² s vĨchoz²m stavem 

u exponenci§ln² kultury, k indukci 27 % a represi 4,9 % genŢ, zat²m co u planktonn²ch bunŊk 

je indukov§no pouze 19,6 % a reprimov§na 7,6 % genŢ. V²ce genŢ exprimovanĨch u bunŊk 

v biofilmu (indukov§no nav²c o 7,7 % a reprimov§no o 2,7 % genŢ m®nŊ neģ u bunŊk 

v suspenzi) svŊdļ² o vyġġ² metabolick® aktivitŊ adherovanĨch bunŊk (Domka et al., 2007). 

V poļ§teļn² f§zi vĨvoje biofilmu (4 h aģ 7 h po adhezi) doch§z² k nejvĨraznŊjġ² zmŊnŊ 

genov® exprese. DoļasnŊ je pos²lena biosynt®za tryptofanu a proteinŢ chladov®ho (csp) 

a oxidativn²ho (soxS) stresu (Domka et al., 2007). Indukce exprese soxS bŊhem vĨvoje 

biofilmu nejsp²ġ napom§h§ E. coli vypoŚ§dat se se stresem, kterĨ vznik§ v prŢbŊhu vĨvoje 

biofilmu (Zhang et al., 2007). SoxS reguluje reakci na oxidativn² stres (Madsen et al., 2012) 

a je bŊģnŊ indukov§n v biofilmech E. coli (Ren et al., 2004) spolu s recA (obecn§ stresov§ 

odpovŊŅ) a cpxP (poġkozen² bunŊļn®ho obalu) (Beloin et al., 2004). Spekuluje se 

tak® o dŢleģit® roli Cpx regulonu pro biofilmy jako sign§ln² dr§hy umoģŔuj²c² zvl§d§n² 

nepŚ²znivĨch okoln²ch podm²nek (Dorel et al., 2006). 

V maturuj²c²m a maturovan®m biofilmu (15 h aģ 24 h po adhezi) doch§z² ke sn²ģen² 

koncentrace indolu v dŢsledku represe jeho biosynt®zy a souļasn® stimulace produkce 

jeho export®rŢ, coģ umoģŔuje vĨvoj biofilmu E. coli (Bansal et al., 2007; Domka et al., 2007; 

Lee et al., 2007a; Lee et al., 2011). Indol je sign§ln² molekula produkovan§ E. coli 

ve stacion§rn² f§zi a jeho zvĨġen§ koncentrace inhibuje tvorbu biofilmu E. coli a ostatn²ch 

bakteri² produkuj²c²ch indol (Di Martino et al., 2003; Lee et al., 2007b; KuczyŒska-WiŜnik et 

al., 2010). Indol tak® zpŢsobuje zploġtŊn² sloupkŢ biofilmu v dŢsledku represe motilit y E. coli 

a ovlivŔuje odolnost ke kysel®mu stresu. Represe genov® exprese a sn²ģen² tvorby biofilmu 

u E. coli prob²h§ nejsp²ġ skrz interakci se SdiA, transkripļn²m regul§torem quorum-sensing 

AI -1. Avġak efekt indolu je druhovŊ specifickĨ, neboŠ u pseudomon§d tvorbu biofilmu 

stimuluje (Lee et al., 2007b). Blokace tvorby biofilmu v dŢsledku signalizace indolem tak® 

nejsp²ġ hraje roli v mechanizmu degradace biofilmu pozorovan® degradace biofilmu 
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nŊkterĨmi antibiotiky stimuluj²c²mi tvorbu ROS (chinolony, aminoglykosidy, chloramfenikol, 

ampicilin, trimethoprim a rifampicin), neboŠ oxidativn² stres zpŢsobuje zvĨġen² exprese 

tryptofan§zy (TnaA), enzymu katalyzuj²c²ho synt®zu indolu (KuczyŒska-WiŜnik et al., 2010). 

V maturuj²c²m a maturovan®m biofilmu doch§z² tak® k indukci exprese ABC transport®rŢ 

sulf§tu a tiosulf§tu, genŢ teplotn²ho ġoku, genŢ transportu a metabolizmu fosf§tu (pho), 

operonŢ synt®zy CA (wcaDEC a wcaB) a genŢ asimilace sulf§tu. ZvĨġen je i pŚ²jem AI-2, 

kter® Ś²d² genovou expresi v maturovan®m biofilmu a v suspenzi dominuje v exponenci§ln² 

f§zi (po 5 h kultivace) (Domka et al., 2007). Đloha AI-2 pŚi nen² zcela jist§, protoģe nŊkter® 

studie nepozorovaly vliv AI-2 na tvorbu biofilmu E. coli (Reisner et al., 2003; Yoon et al., 

2008).  

Geny pro biļ²k (fli ), motilitu (cheW-motB) a pili (csg a fim) jsou aktivn² v prŢbŊhu cel®ho 

vĨvoje biofilmu (Domka et al., 2007), ale u AEEC kmenŢ (Ăattaching and effacingñ E. coli) 

doch§z² po 9 h od poļ§tku tvorby biofilmu na epitelu ke sn²ģen² produkce curli (Salda¶a et al., 

2009). 

VĨġe popsanou zmŊnu genov® exprese v prŢbŊhu vĨvoje bakteri§ln²ho biofilmu prov§z² 

odpov²daj²c² zmŊna v morfologii biofilmu. V poļ§teļn² f§zi (4 h) dojde k pokryt² velk® ļ§sti 

substr§tu za vzniku hladk®ho a tenk®ho biofilmu (Obr. 7A). Po 7 h dojde k m²rn®mu ztluġtŊn² 

a zhrubnut² biofilmu vlivem nahlouļen² bunŊk (Obr. 7B), coģ zpŢsob² zmenġen² plochy 

substr§tu pokryt® biofilmem. Po 15 h dojde k rozġiŚov§n² plochy biofilmu (Obr. 7C), 

kterĨ se po 24 h st§v§ hladkĨm, vĨraznŊ nabĨv§ na objemu i biomase a pokrĨv§ nejvŊtġ² 

plochu substr§tu (Obr. 7D) (Domka et al., 2007). 

 

 

Obr. 7: Struktura biofilmu E. coli po 4 (A), 7 (B), 15 (C) a 24 (D) hodin§ch vĨvoje v prŢtokov®m syst®mu 

v LB m®diu (pŚevzato a upraveno z (Domka et al., 2007)). 
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3.1.7 Struktura maturovan®ho biofilmu a uvolŔov§n² bunŊk 

ZralĨ bakteri§ln² biofilm bĨv§ obalen ochrannou a strukturn² vrstvou EPS, kter® jsou 

tvoŚeny pŚev§ģnŊ polysacharidy jako je CA a celul·za s dŢleģitou menġinovou sloģkou 

proteinŢ jako jsou biļ²ky a pili (Davey a O'Toole, 2000; Donlan, 2002; Roman² et al., 2008; 

Hung et al., 2013). Jednotliv® prostorovŊ oddŊlen® mikrokolonie jsou v biofilmu obalen® EPS 

(Hung et al., 2013), mezi nimi se nach§zej² vodn² kan§lky umoģŔuj²c² proudŊn² ģivin, kysl²ku 

a metabolickĨch odpadŢ mezi mikrokoloniemi a okoln²m prostŚed²m (Tolker-Nielsen et al., 

2000). 

PŚ²tomnost F-pilu k·dovan®ho v IncF plazmidu, kterĨ je bŊģnŊ pŚ²tomnĨ u E. coli 

rezistentn²ch vŢļi antibiotikŢm (Lyimo et al., 2016), nem§ vliv na poļ§teļn² adhezi E. coli 

K-12 k borosilik§tov®mu sklu, ale umoģŔuje vĨraznou diferenciaci biofilmu a vznik 

houbovitĨch struktur vysokĨch 70-100 ɛm podobnĨch struktur§m biofilmŢ Pseudomonas 

aeruginosa (Reisner et al., 2003). 

U maturovan®ho biofilmu mŢģe doch§zet k migraci bunŊk do okol² nŊkolika mechanismy: 

prŢbŊģnĨm uvolŔov§n²m dceŚinĨch bunŊk (Obr. 8A), n§razovĨm oddŊlen²m bakteri² 

v dŢsledku hladiny ģivin ļi sign§lu quorum sensing nebo smĨk§n²m biofilmovĨch agreg§tŢ 

v dŢsledku proudŊn² kapaliny prostŚed² (Obr. 8B). UvolŔov§n² bakteri² z biofilmu umoģŔuje 

kolonizaci novĨch substr§tŢ (Obr. 8C) s m®nŊ vyļerpanou z§sobou ģivin (Donlan, 2002).  

 

 

 

Obr. 8: Sch®ma zn§zorŔuj²c² uvolŔov§n² jednotlivĨch bunŊk (A) a kusŢ biofilmu (B), kter® n§slednŊ mohou 
kolonizovat novĨ substr§t (C) (pŚevzato a upraveno z (Cogan et al., 2016)). 
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3.2 ObecnĨ popis uhl²kovĨch nanomateri§lŢ 

V pŚ²rodŊ se uhl²k nach§z² ve tŚech hlavn²ch alotropn²ch form§ch: grafit, diamant a amorfn² 

uhl²k. Alotropn² forma, ve kter® se uhl²k mŢģe nach§zet, stejnŊ tak jako fyzik§lnŊ-chemick® 

vlastnosti dan® alotropn² formy, jsou z§visl® na hybridizaci atomovĨch orbitalŢ uhl²ku. 

Diamant je tvoŚen atomy uhl²ku v sp3 hybridizaci, kter§ jim umoģŔuje v§zat ļtyŚi okoln² 

atomy uhl²ku rovnocennĨmi a silnĨmi kovalentn²mi vazbami. To umoģŔuje vznik velmi 

tvrd®ho krystalu s kubickou krystalickou strukturou. Grafit je tvoŚen atomy uhl²ku v plan§rn² 

sp2 hybridizaci, kter§ jim umoģŔuje v§zat tŚi sousedn² atomy uhl²ku, coģ vede ke vzniku 

hexagon§ln² krystalov® mŚ²ģky, ve kter® jsou atomy uhl²ku v r§mci jedn® vrstvy silnŊ 

kovalentnŊ v§z§ny, zat²m co avġak jednotliv® vrstvy jsou u sebe pŚidrģov§ny pouze slabĨmi 

van der WaalsovĨmi interakcemi. Amorfn² uhl²k je tvoŚen smŊs² atomŢ uhl²ku v hybridizaci 

sp3 a sp2 a sp1 znemoģŔuj²c² krystalizaci uhl²ku. Hybridizace sp1 je tvoŚena dvŊma line§rn²mi 

atomovĨmi orbitaly, kter® sv²raj² ¼hel 180Á (Peschel, 2011). 

Od struktury diamantu a grafitu jsou pak odvozeny uhl²kov® nanomateri§ly. OddŊlen²m 

jednotlivĨch vrstev grafitu (Obr. 9A) vznik§ jedno-atom§rn² vrstva grafenu (Obr. 9B), 

jej²ģ modifikace umoģŔuj² pŚ²pravu grafenoxidu a redukovan®ho grafenoxidu. Od grafenu 

jsou t®ģ odvozeny uhl²kov® nanotrubiļky (Obr. 9C) ļi fulereny. Diamantov® nanoļ§stice 

a vrstvy nanokrystalick®ho diamantu jsou odvozeny od struktury diamantu (Obr. 9D), 

od nŊjģ pŚej²maj² vysokou chemickou a mechanickou odolnost.  

 

 

Obr. 9: Sch®ma struktury grafitu (A), grafenu (B) a uhl²kovĨch nanotrubiļek (C) tvoŚenĨch uhl²kem v sp2 

hybridizaci (E) a diamantu (D) tvoŚen®ho uhl²kem v sp3 hybridizaci (F). (PŚevzato a upraveno z (Peschel, 2011; 
Scarselli et al., 2012)). 

 

Za nanomateri§l je pokl§d§na struktura s aspoŔ jedn²m rozmŊrem v rozmez² 1 aģ 100 nm. 

Velikost nanomateri§lŢ je bl²zk§ velikosti biomolekul, d²ky ļemuģ maj² potenci§l ovlivŔovat 

biologick® procesy (Klaine et al., 2012). 
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3.3 NanokrystalickĨ diamant 

NanokrystalickĨ diamant (NCD) je slibnĨm materi§lem pro antiadhezivn² pokryt² substr§tu 

(v t®to pr§ci ve smyslu materi§lu, se kterĨm bakterie pŚi adhezi interaguje: skla, kŚem²ku 

ļi NCD nanesen®ho na sklo a kŚem²k), neboŠ disponuje Śadou jedineļnĨch a vĨhodnĨch 

vlastnost². NCD je tvoŚen uhl²kem v sp3 hybridizaci, d²ky ļemuģ je mechanicky a chemicky 

stabiln² a netoxickĨ pro eukaryotick® buŔky (Ma et al., 2016; Fecht, 2017; Nistor et al., 2017). 

D²ky tŊmto vlastnostem by mohl bĨt NCD vhodnĨm materi§lem napŚ²klad pro pokryt² tŊln²ch 

implant§tŢ (Medina et al., 2012). Zabr§nŊn² poļ§teļn² adheze mikroorganizmŢ k substr§tu je, 

z dŢvodu problematick®ho odstraŔov§n² narostl®ho biofilmu, nej¼ļinnŊjġ²m zpŢsobem boje 

s biofilmy. VĨraznou vĨhodou NCD je moģnost vŊrohodn®ho srovn§n² vĨsledkŢ rŢznĨch 

pokusŢ prov§dŊnĨch v in vitro a in vivo podm²nk§ch, zat²m co substr§ty bŊģnŊ pouģ²van® 

v in vitro podm²nk§ch, jako je sklo ļi plast, porovn§n² v in vivo podm²nk§ch neumoģŔuj² 

(Nistor a May, 2017). 

Povrchov® vlastnosti vrstev NCD jsou d§ny kovalentnŊ nav§zanĨmi termin§ln²mi atomy 

ļi molekulami, kter® pŚedstavuj² terminaci (funkcionalizaci) NCD (Obr. 10). Rozd²ln® 

chemick® skupiny mŊn² sm§ļivost, povrchovĨ n§boj ļi elektrickou vodivost NCD (Kloss et 

al., 2008). Zat²m co kysl²kem terminovan® vrstvy NCD (O-NCD) jsou hydrofiln², vod²kem 

ļi fluorem terminovan® vrstvy NCD (H-NCD, F-NCD) jsou hydrofobn² (Babchenko et al., 

2014; Ojovan et al., 2014; Nistor a May, 2017). Povrch NCD je t®ģ moģn® funkcionalizovat 

kovalentn² vazbou DNA, enzymŢ, rŢstovĨch enzymŢ ļi jinĨch biologicky aktivn²ch l§tek 

(Ma et al., 2016), ļehoģ je moģn® vyuģ²t ke specifick®mu pos²len² adheze konkr®tn²ch bunŊk 

k NCD. 

 

 

Obr. 10: Sch®ma zn§zorŔuj²c² povrchovou terminaci NCD tvoŚenou termin§ln²mi atomy vod²ku nav§zanĨmi 

na uhl²k, kterĨ se nach§z² v nejsvrchnŊjġ² vrstvŊ NCD (pŚevzato a upraveno z (Butler et al., 2008)). 

 

Povrchov§ terminace urļuje volnou povrchovou energii vrstev NCD. Voln§ povrchov§ 

energie vyjadŚuje energii volnĨch chemickĨch vazeb, kter§ mŢģe bĨt uvolnŊna pŚi interakci 

danĨm materi§lem, a tedy schopnost materi§lu interagovat s okol²m. Hydrofobicita substr§tu 
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je ¼mŊrn§ voln® povrchov® energii a je moģn® ji urļit na z§kladŊ mŊŚen² kontaktn²ho ¼hlu 

kapky vody na substr§tu. VysokĨ kontaktn² ¼hel je pŚiŚazen n²zk® povrchov® energii 

hydrofobn²ho substr§tu a n²zkĨ kontaktn² ¼hel je charakteristickĨ pro vysokou povrchovou 

energii hydrofiln²ch substr§tŢ (Marciano et al., 2009; Medina et al., 2012). U hydrofobn²ch 

materi§lŢ je pro molekuly vody u kontaktu s materi§lem energeticky vĨhodnŊjġ² v§zat jin® 

molekuly vody, zat²mco pŚi hydrofiln²ch materi§lŢ je pro molekuly vody u kontaktu 

s materi§lem energeticky vĨhodnŊjġ² vytvoŚit interakci s materi§lem, a proto doch§z² k pokryt² 

materi§lu vodou. 

Povrchov§ energie m§ vĨznamnĨ vliv na adhezi bunŊk a adsorpci proteinŢ k NCD. 

Nejv²ce studi² se zabĨv§ vlivem sm§ļivosti NCD na adhezi eukaryotickĨch bunŊk (Ma et al., 

2016). Hydrofiln² O-NCD obecnŊ podporuje adhezi a proliferaci lidskĨch bunŊk kostn² 

a zubn² tk§nŊ, zat²m co hydrofobn² H-NCD vŊtġinou bunŊļnou adhezi nepodporuje (Kloss et 

al., 2008; Duailibi et al., 2013; Liskova et al., 2015; Ma et al., 2016). Biokompatibilitu 

O-NCD t®ģ potvrzuj² testy s lipidovĨmi dvojvrstvami, kter® jsou poġkozen® kontaktem 

s H-NCD, ale nikoli kontaktem s O-NCD (Petr§k et al., 2011). 

NŊkter® bunŊļn® linie, jako napŚ²klad krys² prim§rn² neurony a gliov® buŔky, 

vġak nedok§ģ² adherovat k H-NCD ani k O-NCD, coģ je nesp²ġ zpŢsobeno nepŚ²tomnost² 

extracelul§rn² matrix (Ojovan et al., 2014). Tak® adheze bunŊk lidsk® slinivky a praseļ²ch 

ledvin k F-NCD a H-NCD prob²h§ pouze pŚi vzniku kondiļn² vrstvy tvoŚen® FBS (Klauser et 

al., 2010). Na z§kladŊ vyġġ² odolnosti H-NCD vŢļi kolonizaci rŢznĨmi eukaryotickĨmi 

buŔkami, v porovn§n² s O-NCD, lze oļek§vat podobnĨ trend i u m²ry bakteri§ln² adheze 

k NCD. M®nŊ ļetn® mikrobi§ln² studie ukazuj², ģe H-NCD mŢģe m²t antiadhezivn² a ļ§steļnŊ 

antibakteri§ln² ¼ļinky vŢļi Pseudomonas aeruginosa (Medina et al., 2012). H-NCD odol§v§ 

kolonizaci E. coli l®pe neģ nerezov§ ocel ļi titan (Jakubowski et al., 2004; Walkowiak et al., 

2004). 

VĨznamnĨm faktorem ovlivŔuj²c²m bakteri§ln² adhezi k substr§tŢm vļetnŊ NCD je 

kondiļn² vrstva, kter§ vnik§ ve vodn®m prostŚed² pokryt²m substr§tu adsorbovanĨmi 

organickĨmi l§tkami. Kondiļn² vrstva mŢģe zcela zmŊnit vlastnosti substr§tu a adheruj²c² 

bakterie pak interaguje s kondiļn² vrstvou m²sto pŢvodn²ho substr§tu (Donlan, 2002; Lorite et 

al., 2011). 

Kondiļn² vrstva tvoŚen§ napŚ²klad BMP-2 (bone morphogenic protein-2), kolagenem I 

ļi FBS (fet§ln² bovinn² s®rum) vznik§ na O-NCD ochotnŊji a se silnŊjġ² vazbou 

neģ na H-NCD (Steinm¿ller-Nethl et al., 2006; Kloss et al., 2008; Ukraintsev et al., 2009; 
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Liskova et al., 2015). Vrstvy H-NCD obohacen® o bor nav²c zpŢsobuj² m²rn® konformaļn² 

zmŊny v proteinov® struktuŚe a t²m i v jejich pŢvodn² biologick® aktivitŊ, coģ mŢģe pŚisp²vat 

k jejich vyġġ² odolnosti vŢļi tvorbŊ kondiļn² vrstvy (Grieten et al., 2011). ObecnŊ je NCD 

odolnŊjġ² vŢļi vzniku kondiļn² vrstvy neģ titan, nerezov§ ocel ļi kŚem²k, avġak vady 

v morfologii NCD zpŢsobuj² intenzivn² adsorpci proteinŢ vedouc² ke zvĨġen² kolonizace 

substr§tu (Garguilo et al., 2004; Jakubowski et al., 2004; Walkowiak et al., 2004). 

  

3.4 Antibakteri§ln² uhl²kov® nanoļ§stice 

V t®to kapitole jsou pops§ny antibakteri§ln²mi ¼ļinky suspenz² vybranĨch uhl²kovĨch 

nanoļ§stic, konkr®tnŊ diamantovĨch nanoļ§stic (DNP, Diamond NanoParticle), uhl²kovĨch 

nanotrubiļek (CNT, Carbon NanoTubes) a redukovan®ho grafenoxidu (rGO). 

Biokompatibilita, cytotoxicita ļi prŢnik ļ§stic do buŔky z§vis² na struktuŚe konkr®tn²ho 

uhl²kov®ho nanomateri§lu (Zhang et al., 2012). DŢkaz antibakteri§ln²ho ¼ļinku nanoļ§stic 

za in vitro podm²nek nen² z§rukou ¼ļinnosti tak® v in vivo podm²nk§ch (Liu et al., 2015). 

DNP vŊtġinou vykazuj² zanedbateln® cytotoxick® ¼ļinky, zat²m co CNT a rGO mohou 

zpŢsobovat poġkozen² membr§ny a oxidativn² stres.  

SpoleļnĨm faktorem, kterĨ ovlivŔuje antibakteri§ln² ¼ļinky uhl²kovĨch nanoļ§stic, 

je jejich stabilita v suspenzi, protoģe agregovan® uhl²kov® nanoļ§stice ļasto ztr§cej² 

sv® antibakteri§ln² ¼ļinky. Stabilita suspenze nanoļ§stic z§leģ² zejm®na na zeta potenci§lu 

ļ§stice, kterĨ je ovlivnŊn iontovou silou pouģit® kapaliny a povrchovĨm n§boj ļ§stice. 

Stabilita ļ§stic v roztoku je obecnŊ oļek§v§na pŚi absolutn² hodnotŊ zeta potenci§lu vyġġ² 

neģ 15 mV, tato hodnota je dostateļn§ pro elektrostatick® odpuzov§n² stejnŊ nabitĨch ļ§stic 

tvoŚ²c²ch roztok (Li et al., 2014). Agregaci nanoļ§stic je moģn® doļasnŊ vyŚeġit stabilizac² 

suspenze nanoļ§stic pomoc² ultrazvuku po dobu 30-120 minut (Liu et al., 2010; Marcon et al., 

2010; Rodrigues et al., 2010; Zardini et al., 2012; Wehling et al., 2014).  

I pŚes slibn® antibakteri§ln² ¼ļinky by se k uhl²kovĨm nanomateri§lŢm mŊlo pŚistupovat 

opatrnŊ, neboŠ mohou pŚedstavovat hrozbu, jelikoģ nen² zn§m jejich dlouhodobĨ vliv 

na lidsk® zdrav² a prostŚed² (Schrand et al., 2009). 

 

3.4.1 Diamantov® nanoļ§stice 

Diamantov® nanoļ§stice (DNP) jsou tvoŚen® uhl²kem v sp3 hybridizaci, d²ky ļemuģ jsou 

chemicky inertn², biokompatibiln² a mechanicky odoln® (Zhu et al., 2012). SmŊs uhl²ku v sp3, 

sp2 a sp1 hybridizaci nach§zej²c² se na povrchu surovĨch DNP zvyġuje elektrickou vodivost DNP 
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a zhorġuje stabilitu DNP v suspenzi. Purifikace DNP oxidac² umoģnuje odstranŊn² vŊtġiny sp2 a sp1 

hybridizovan®ho uhl²ku, coģ vede ke zlepġen² stability DNP v suspenzi (Osswald et al., 2006). 

NejļastŊji jsou pouģ²v§ny DNP o velikosti 2-10 nm (Chwalibog et al., 2010; Julia Wehling, 

2014; Turcheniuk et al., 2015).  

Fyzik§lnŊ-chemick® vlastnosti DNP, biokompatibilita a antibakteri§ln² ¼ļinky DNP z§leģ² 

na povrchov® terminaci, atomech a molekul§ch kovalentnŊ nav§zanĨch k povrchu ļ§stice. 

Povrchovou terminaci lze rŢznĨmi fyzik§ln²mi metodami snadno zmŊnit (Dahoumane et al., 

2009; Liang et al., 2009). NapŚ²klad v dŢsledku oxidace vznikaj² na povrchu oxidovanĨch DNP 

karbonylov®, karboxylov® a hydroxylov® skupiny (Osswald et al., 2006). 

Byla pozorov§na korelace antibakteri§ln²ch ¼ļinkŢ DNP s jejich povrchovou terminac². 

Surov® DNP (DNP) bez post syntetick® ¼pravy povrchov® terminace a z§pornŊ nabit® 

(ῐ60 mV) oxidovan® DNP (O-DNP) vykazuj² baktericidn² ¼ļinky vŢļi E. coli i B. subtilis 

jiģ v koncentrac²ch 5 Õg/ml (Wehling et al., 2014), karboxylovan® DNP v koncentraci 

100 ɛg/ml se uk§zaly bĨt baktericidn² vŢļi E. coli (Chatterjee et al., 2014). 

U karboxylovanĨch DNP byl souļasnŊ pozorov§n vysoce teratogenn² a cytotoxickĨ ¼ļinek 

i vŢļi embryu ģ§by rodu Xenopus (Marcon et al., 2010). Oproti tomu kladnŊ nabit® (+70 mV) 

vod²kem terminovan® DNP bakterii obklopuj² bez jej²ho poġkozen² (Chwalibog et al., 2010; 

Wehling et al., 2014). VŢļi eukaryotickĨm buŔk§m jsou n²zk® koncentrace DNP (<50 ɛg/ml) 

obecnŊ pokl§d§ny za netoxick® (Yu et al., 2005; Liu et al., 2007; Schrand et al., 2007; 

Marcon et al., 2010; Chow et al., 2011). Z§pornŊ nabit® DNP, kter® jsou pokl§d§ny 

za antibakteri§ln², zpŢsobuj² zahuben² bakteri§ln² buŔky pravdŊpodobnŊ poġkozen²m bunŊļn® 

stŊny a cytoplazmatick® membr§ny (Chwalibog et al., 2010; Chatterjee et al., 2014) 

ļi naruġen²m metabolizmu v dŢsledku vazby reaktivn²ch skupin na bakteri§ln² enzymy 

a proteiny (Wehling et al., 2014). Na povrchu ļ§steļnŊ oxidovanĨch surovĨch DNP 

se nach§zej² vysoce reaktivn² anhydridy kyselin (kondenzovan® kyseliny -R-(CO)-O-(CO)-R), 

zat²m co povrch z§pornŊ nabitĨch O-DNP nese m®nŊ reaktivn² karboxylov® skupiny. 

Tyto reaktivn² funkļn² kysl²kov® skupiny mohou reagovat s bunŊļnĨmi komponenty 

ļi zpŢsobovat tvorbu reaktivn²ch kysl²kovĨch skupin (ROS). Nav²c anizotropn² distribuce 

n§bojŢ na povrchu O-DNP mŢģe zprostŚedkov§vat zmŊny bakteri§ln²ho povrchu denaturac² 

adsorbovanĨch proteinŢ (Wehling et al., 2014). U surovĨch a oxidovanĨch DNP bylo 

pozorov§no utlumen² antibakteri§ln²ch ¼ļinkŢ v dŢsledku pokryt² povrchu DNP napŚ²klad 

celul·zou ļi proteiny, kter® se nav§ģ² na reaktivn² funkļn² skupiny DNP, ļ²mģ je odst²n² 

od okoln²ho prostŚed² (Wehling et al., 2014). 
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Spekuluje se i o dalġ²ch moģnostech pouģit² vhodnŊ upravenĨch DNP. NapŚ²klad manosylovan® 

DNP umoģŔuj² selektivn² vazbu na E. coli produkuj²c² pili typu 1, ļ²mģ umoģŔuj² odfiltrov§n² 

vloļek agregovanĨch bakteri² ze suspenze (Hartmann et al., 2012) ļi zabr§nŊn² vzniku biofilmu 

na epitelech a abiotickĨch substr§tech souļasnĨm obalen²m E. coli a zablokov§n²m adhezivn²ch 

pili typu 1 (Barras et al., 2013; Khanal et al., 2015). TvorbŊ biofilmu E. coli a Streptococcus 

aureus dok§ģ² bez vĨrazn®ho ovlivnŊn² ģivotaschopnosti planktonn²ch bunŊk zabr§nit 

tak® DNP s mentolovou skupinou, a to se stejnou ļi vyġġ² ¼ļinnost² neģ ampicilin (Turcheniuk 

et al., 2015).  

Vysok® afinity oxidovanĨch a karboxylovanĨch DNP k proteinŢm, dan® nespecifickĨmi 

hydrofiln²mi a hydrofobn²mi interakcemi, je moģn® vyuģ²t pro zkoncentrov§n² a n§slednou 

analĨzu vĨraznŊ naŚedŊnĨch ļi zkontaminovanĨch vzorkŢ proteinŢ ļi DNA (Kong et al., 

2005; Liu et al., 2007). 

ZvĨġen§ efektivita l®ļby rakoviny pŚi pouģit² DNP jako vektoru pro protin§dorov§ l®ļiva 

je d§na zvĨġen²m doby cirkulace l®ļiva v krevn²m Śeļiġti a znemoģnŊn²m efluxu l®ļiva 

(mechanismu rezistence) z chemorezistentn²ch bunŊk rakoviny jater (Chow et al., 2011). 

Prob²h§ vĨzkum vyuģit² DNP i v oblasti virologie. NapŚ²klad infekci virem hepatitidy C je 

moģn® regulovat pouģit²m vhodnŊ funkcionalizovanĨch DNP, kter® na svŢj povrch nav§ģ² virov® 

ļ§stice, ļ²mģ zabr§n² viru v pronik§n² do dalġ²ch bunŊk hostitele (Khanal et al., 2013). 

Srovnateln§ velikost virovĨch ļ§stic a antivirov® vakc²ny vyuģ²vaj²c² DNP jako vektor 

pro virov® proteiny zlepġuje zpracov§n² vakc²ny imunitn²m syst®mem, coģ zvyġuje efektivitu 

a rychlost imunizace organismu (Pham et al., 2017).  

DNP jsou stabiln², biokompatibiln² ļ§stice, kter® pŚi vhodn® ¼pravŊ mohou slouģit 

jako antibakteri§ln² ļi antiadhezivn² l§tka, nosiļ l®ļiva ļi jako souļ§st vakc²n. 

 

3.4.2 Grafenoxid a redukovanĨ grafenoxid 

Grafen je jedno atom§rn² vrstva grafitu. Atomy uhl²ku tvoŚ²c²ho grafen jsou v sp2 

hybridizaci, v dŢsledku ļehoģ tvoŚ² strukturu sloģenou z pravidelnĨch ġesti¼heln²kŢ (Akhavan 

et al., 2010). Jednotliv® listy grafenu jsou ve struktuŚe grafitu udrģov§ny pomoc² slabĨch 

nevazebnĨch interakc², kter® je moģn® naruġit napŚ²klad pomoc² ultrazvuku (Liu et al., 2011) 

a t²m oddŊlit jednotliv® listy grafenu. Grafenoxid (GO) je z²sk§v§n z oxidovan®ho grafit oxidu. 

Tepelnou ļi chemickou redukc² kysl²kovĨch skupin na povrchu GO vznik§ redukovanĨ 

grafenoxid (rGO) (Luo et al., 2011) (Obr. 11). Grafenov® materi§ly vykazuj² unik§tn² 

fyzik§ln², chemick®, elektrick®, tepeln® a mechanick® vlastnosti. NapŚ²klad vynikaj²c² 
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polovodiļovĨ charakter jedno atom§rn² vrstvy grafenu umoģŔuje vysokorychlostn² pŚenos 

n§boje vyuģitelnĨ pro elektroniku (Novoselov et al., 2005; Zhang et al., 2005; Katsnelson et 

al., 2007; Allen et al., 2009; Geim, 2009). 

 

 

Obr. 11: Sch®ma struktury grafitu (A), grafenoxidu (B) a redukovan®ho grafenoxidu (C) (pŚevzato 

a upraveno z (Fathy et al., 2016; Abid et al., 2018)). 

 

Cytotoxick® ¼ļinky grafenovĨch nanomateri§lŢ z§leģ² na povrchov® funkcionalizaci 

tvoŚen® atomy a molekulami kovalentnŊ nav§zanĨmi k povrchu ļ§stice. NapŚ²klad hydrofiln² 

karboxylovanĨ grafen nen² toxickĨ pro eukaryotick® buŔky (Sasidharan et al., 2011). 

Cytotoxicita grafenovĨch nanoļ§stic tak® z§vis² na jejich stabilitŊ v suspenzi a pŚi agregaci 

dojde k ¼tlumu toxickĨch ¼ļinkŢ (Liao et al., 2011). Stabilita grafenovĨch nanoļ§stic 

v suspenzi je z§visl§ na jejich povrchov® terminaci. NapŚ²klad suspenze GO jsou ve vodŊ 

stabiln² d²ky hydrofiln²m kysl²kovĨm skupin§m (hydroxylov®, karboxylov® a epoxidov® 

skupiny, Obr. 12) pŚ²tomnĨm na povrchu ļ§stice (Liu et al., 2011; Bykkam et al., 2013).  

 

 

Obr. 12: Sch®matick® zn§zornŊn² kysl²kovĨch skupin pŚ²tomnĨch na povrchu GO 

(pŚevzato a upraveno z (Pavlidis et al., 2014)). 

 

Bylo sledov§no, ģe GO a rGO je toxickĨ pro E. coli a Staphylococcus aureus (Akhavan a 

Ghaderi, 2010; Hu et al., 2010), ale souļasnŊ vykazuj² pouze minim§ln² toxicitu 

pro eukaryotick® buŔky (Hu et al., 2010). SouļasnŊ byla u bunŊk rakoviny plic pozorov§na 

nelet§ln² indukce oxidativn²ho stresu v dŢsledku vystaven² bunŊk vysok® koncentraci menġ²ch 

ļ§stic GO (Chang et al., 2011). U myġ²ho modelu se GO hromad² v plic²ch, kde zpŢsobuje 




























































































































