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Souhrn 

Tato bakalářská práce se zabývá patogenem, který způsobuje lymeskou boreliózu. 

Navzdory tomu, že je tento patogen znám již skoro 40 let, není této bakterii ještě zcela 

porozuměno. I přes mnoho provedených studií neexistuje jednoznačný závěr o perzistentních 

infekcích provázejících lymeskou boreliózu vyskytujících se i po adekvátní antibiotické léčbě. 

Toto téma tak zůstává nadále velmi kontroverzním. Jednou z uvažovaných příčin těchto 

chronických problémů je existence pleomorfních forem této bakterie. Neexistuje však žádný 

konsenzus, který by jednoznačně vyvrátil, či potvrdil klinický význam pleomorfních forem této 

bakterie v patogenezi lymeské boreliózy. Objasnění této problematiky by tak mohlo vést 

v nejlepším případě k vyřešení příčiny chronických obtíží doprovázejících lymeskou boreliózu. 

Proto byla tato práce zaměřená hlavně na atypické formy spirochet B. burgdorferi,  

a to i z důvodu značných rozdílů v názvosloví a charakteristikách jednotlivých morfologických 

forem této bakterie. 

Experimentální část této práce proto byla věnována indukci různých morfologických 

forem této bakterie po osmotickém ovlivnění a po společné kultivaci s eukaryotickými buňkami 

buněčné linie U937. Pro tento experiment tedy bylo nutné zavést novou kultivační metodu 

umožňující kultivaci spirochet B. burgdorferi sensu stricto s eukaryotickou buněčnou linií 

U937, kdy bylo možné pozorovat adherenci těchto bakterií k eukaryotickým buňkám. 

Mikrokolonie tvořené živými bakteriemi byly eukaryotickými buňkami fagocytovány. Zároveň 

však byla pozorována i tvorba živých cystických forem této bakterie, které naopak vykazovaly 

odolnost a těmito eukaryotickými buňkami fagocytovány nebyly. Tato nově zavedená metoda 

byla následně určena jako vhodná pro využití při dalších studiích chování různých 

morfologických forem B. burgdorferi. 
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Summary 

This bachelor thesis studies the pathogen Borrelia burgdorferi that which causes Lyme 

disease. Despite the fact that this pathogen has been known for almost forty years, there 

is no clear conclusion about persistent infections associated with Lyme disease, resisting 

the adequate antibiotic therapy. Thus, this topic remains very controversial. One of the possible 

causes of these chronic problems is the existence of pleomorphic forms of this bacterium  

in the pathogenesis of Lyme disease. There is no study which would confirm or disprove 

a clinical value of pleomorphic forms in Lyme disease pathogenesis. If we could get more 

insight into this field, chronical manifestations connected with the Lyme disease could be dealt 

with. Therefore, this work was mainly focused on atypical forms of B. burgdorferi spirochetes, 

partly due to large variability in the nomenclature and characteristics of the individual 

morphological bacterial forms. 

The experimental part of this work was dedicated to induction of various morphological 

forms of this bacterium after osmotic influencing and after cocultivation with eukaryotic cells 

of the cell line U937. For that we had to develop a new cultivation method allowing 

the cultivation of B. burgdorferi s. s. with the eukaryotic cell line U937, so we could observe 

adherences of these bacteria to eukaryotic cells. Microcolonies formed by live bacteria were 

phagocytosed by eukaryotic cells. At the same time, there was also observed formation of live 

cystic forms of this bacterium. On the other hand, these forms were not phagocytosed  

by the eukaryotic cells. This newly introduced cocultivation method proved to be a very useful 

method in further studies of behaviour of B. burgdorferi. 
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1 Úvod 

Onemocnění lymeská borelióza, které se ve skutečnosti v lidské populaci vyskytuje 

už velmi dlouho dobu, bylo důkladněji poznáno až téměř na konci 20. století. Lymeská 

borelióza je zapříčiněná spirochetami druhového komplexu Borrelia burgdorferi sensu lato, 

který dnes čítá více než dvacet druhů rodu Borrelia. Lymeská borelióza je jedno z nejčastějších 

multisystémových onemocnění, které přenáší členovci (konkrétně klíšťata rodu Ixodes). 

V případě pozdní diagnostiky či nevčasné léčby tohoto onemocnění, může vést až k velmi 

závažným chronickým obtížím. Tyto chronické obtíže se však ale mohou vyskytovat 

i u pacientů po vhodné a účinné antibiotické léčbě, a to jednak uplatněním autoimunitních 

procesů pacienta, či různým mechanismům, které B. burgdorferi s. l. využívá k delší perzistenci 

v hostiteli. 

Jedním z těchto možných mechanismů je schopnost spirochet Borrelia burgdorferi s. l. 

vytvářet při nepříznivých životních podmínkách jiné morfologické formy než spirální, 

například různé sférické formy (cysty, vezikuly a L-formy). Tyto morfologické změny 

tak umožňují bakterii obejít imunitní systém hostitele a mnohdy poskytují bakterii rezistenci 

k určitým antibiotikům.  

Problematika přeměny cystické formy B. burgdorferi s nízkou metabolickou aktivitou 

zpět k patogenní spirální formě byla již popsána. I při in vivo podmínkách bylo prokázáno, 

že jsou tyto cystické formy schopné konverze do spirochetální formy. Otázkou ale nadále 

zůstává, zdali tyto retransformované spirochety mohou umožnit propuknutí opětovné nákazy 

a vést tak k chronickým obtížím hostitele. 

Touto bakalářskou práci jsem Vám tedy chtěla co nejlépe přiblížit problematiku jiných 

morfologických forem spirochet B. burgdorferi a nastínit tak význam jednotlivých morfolo-

gických forem, jejich indukci a jejich další možnosti studia.  
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2 Cíle práce 

• Shromáždění dostupných literárních zdrojů. 

• Vypracování literární rešerše zaměřené na téma bakteriálního rodu Borrelia, 

na patogenezi lymeské boreliózy a na různé morfologické formy spirochet 

druhového komplexu Borrelia burgdorferi sensu lato. 

• Praktická část zaměřena na zvládnutí kultivačních metod spirochet Borrelia 

burgdorferi sensu stricto, na indukci morfologických změn vyvolaných změnami 

vnějšího prostředí a na vyhodnocení jednotlivých výsledků za použití metod 

fluorescenční mikroskopie.  
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3 Literární přehled 

3.1 Obecná historie 

Význačné historické zmínky vztahující se k lymeské borelióze (LB) a později  

i k bakteriím rodu Borrelia lze zaznamenat od druhé poloviny 19. století. Od této doby došlo 

k nejdůležitějším popisům jak kožních projevů lymeské boreliózy, tak i k popisům projevů 

neurologických. 

V roce 1883 německý lékař Buchwald předložil případ výskytu acrodermatitis chronica 

atrophicans (ACA). Jedná se o kožní onemocnění, které je dnes známé jako pozdní projev 

lymeské boreliózy. Tento nález ACA je nejspíše první zmínkou vztahující se k LB 

(Weber, 2001). V roce 1907 holandský bakteriolog Nicholas Swellengrebel udělil bakteriím 

Spirillium gallinarum (původce návratných horeček) nové rodové označení Borrelia. Toto 

jméno zvolil po francouzském bakteriologovi Amédéeovi Borrelym, který u tohoto rodu poprvé 

pozoroval peritrichální bičíky (Swellengrebel, 1907). O tři roky později, v roce 1910, 

byl Švédem A. Afzeliem poprvé popsán nález erythema migrans (EM). Tento Švéd věřil 

ve spojitost nálezu EM s kousnutím klíštětem. Tuto spojitost potvrdil v roce 1921, ale původce 

tohoto onemocnění byl stále neznámý (Weber, 2001). 

Další pokroky ve výzkumu návratných horeček zapříčiněné bakteriemi rodu Borrelia 

mohly dále pokračovat hlavně díky dostupnosti imunochemických a molekulárních metod, 

které se začaly používat v polovině šedesátých let minulého století. Velkým průlomem ale bylo 

vytvoření kultivačního média vhodného pro kultivaci Borrelia hermsii doktorem Richardem 

Kellym. Dnes je toto kultivační médium známé jako BSK II (Kelly, 1971; Burgdorfer, 2001). 

Samotnému objevu bakteriálního druhu Borrelia burgdorferi předcházelo, když Allen Steere 

se svými pracovníky přednesli v roce 1977 své závěry ohledně epidemického propuknutí 

juvenilní revmatoidní artritidy (JRA) u dětí žijících poblíž městečka Lyme v Connecticutu 

(Spojené státy americké). Největší incidence této nemoci se objevovala od léta do podzimu. 

JRA předcházela kožní erythematózní léze podobná té, kterou popsal Afzelius v roce 1921. 

Toto „nové“ onemocnění bylo pojmenované lymeská artritida, později jako lymeská nemoc, 

kvůli doprovázejícím neurologickým a kardiologickým obtížím (Steere et al., 1977a; Steere 

et al., 1977b).  Nedlouho poté byl objeven i původce tohoto onemocnění v klíšťatech druhu 

Ixodes dammini (dnes znám pod druhem Ixodes scapularis), a to americkým vědcem 

švýcarského původu Willym Burgdorferem v roce 1981 pomocí nepřímé imunofluorescence. 

Byla tak odhalena spojitost mezi klíštětem rodu Ixodes, erythema migrans, lymeskou nemocí 
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a spirochetami Borrelia burgdorferi (Bb), pojmenované právě po svém objeviteli (Burgdorfer 

et al., 1982).  

Již výzkumníci Todd a Dutton se zmiňovali ve svém článku o cystických formách 

spirochet (Dutton et Todd., 1907). O 100 let později začaly tyto morfologické formy opět 

zajímat evropské a americké badatele. Tak roku 1996 mnichovská laboratoř publikovala článek 

o morfologických formách Borrelia burgdorferi (tzv. L-formách), které mohly být indukovány 

in vivo medikací penicilinu (Preac et al., 1996; Burgdorfer, 2001). 

3.2 Lymeská borelióza 

I přes zdokonalení preventivních opatření, diagnostických metod a terapie, patří 

lymeská borelióza k jednomu z nejčastějších onemocnění přenášené členovci, a to i přesto, 

že se vyskytuje pouze v oblasti mírného pásma severní polokoule (Rizzoli et al., 2011). 

3.2.1 Klinické projevy u člověka 

Lymeská borelióza je charakterizována jako komplexní multisystemové, infekční, 

zánětlivé a chronické onemocnění, které může postihnout více orgánů a tělních systémů 

např. kožní, kloubní, srdeční, nervový systém a jiné (Křupka et al., 2007). Toto onemocnění 

je doprovázeno pestrou škálou klinických projevů, proto nemá u všech infikovaných pacientů 

stejný klinický průběh (Steere, 1989). Za tuto rozmanitost klinických projevů může také odlišné 

geografické zastoupení jednotlivých patogenních druhů rodu Borrelia. Z tohoto důvodu 

se některé klinické projevy liší napříč kontinenty (Stanek et Strle, 2008). Dle jednotlivých 

klinických projevů se lymeská borelióza rozděluje do tří stádií. 

Prvním z nich je stádium časné lokalizované (Steere, 1989). Pro toto stádium 

je nejtypičtějším prvotním projevem kožní léze tzv. erythema migrans (EM), která se objevuje 

po 3 až 30 dnech v oblasti přisátí infikovaného klíštěte. Obvykle se však objevuje mezi 

7. a 10. dnem po přisátí klíštěte (Nadelman et Wormser, 1995; Stanek et al., 2002; Honegr, 

2009). EM se nejdříve projevuje jako nesvědivá červená okrouhlá skvrna mající v průměru 

alespoň 5 cm a u níž může být přítomný i centrální výbled (Honegr, 2009; Stanek et al., 2012). 

Toto stádium LB je také často doprovázeno nespecifickými, chřipce podobnými příznaky, jako 

je subfebrilie (Honegr, 2009), únava, bolest hlavy, kloubů, svalů atd. (Nadelman et Wormser, 

1995). U přibližně 20 % infikovaných pacientů se EM neprojeví nebo zůstane pacientem 

nepovšimnuta (Nadelman et Wormser, 1995). Je pak těžší nákazu prokázat a bez patřičné 

imunitní odpovědi nebo bez vhodné antibiotické léčby se spirochety mohou rozšířit 



 

 

 

 

5 

hematogenně či lymfogenně do okolních míst organismu a infekce tak může přejít do druhého 

tzv. časně diseminovaného stádia (Steere, 1989; Stanek et al., 2012). 

Druhé stádium následuje po několika týdnech až měsících od nakažení infikovaným 

klíštětem a může se projevit různými klinickými projevy od kožních (mnohočetná či sekundární 

EM a boreliový lymfocytom, který se vyskytuje jen v Evropě, a to zejména u dětí na ušním 

lalůčku, skrotu či prsní bradavce), neurologických (periferní paréza n. facialis, meningitidy, 

encefalitidy, akutní meningoradikuloneuritidy…), revmatologických (migrující artralgie, 

myalgie a akutní artritidy, které jsou častější u severoamerických pacientů), tak až po vzácné 

kardiální (lymeské karditidy a atrioventrikulární bloky), či zánětlivé oční projevy (Stanek 

et Strle, 2008; Honegr, 2009; Stanek et al., 2012). Během tohoto stádia jsou výše zmíněné 

klinické projevy také často doprovázeny subfebriliemi, celkovou slabostí a únavou (Steere, 

1989). 

K propuknutí třetího stádia (tzv. pozdního diseminovaného) dochází jen u malého počtu 

infikovaných pacientů (Stanek et al., 2012). Projevuje se po několika měsících až letech 

od propuknutí infekce. K typickým projevům patří acrodermatitis chronica atrophicans (ACA), 

která se projevuje na akrálních částech končetin tím, že se kůže začíná zbarvovat  

do modro-červena a postižená místa nabývají těstovitého charakteru. V těchto postižených 

částech dochází také k postižení kloubů a periferních nervů. Následně v případě neléčení tyto 

léze atrofují a získávají vzhled papírové kůže (Honegr, 2009; Stanek et al., 2012). ACA se však 

vyskytuje velmi zřídka u severoamerických pacientů, a to zejména proto, že je způsobena 

převážně spirochetami druhu B. afzelii, které se v Severní Americe nevyskytují (Stanek et Strle, 

2008). Dalšími klinickými projevy pozdního diseminovaného stádia jsou chronické artritidy 

postihující především velké klouby, kardiomyopatie a pozdní neuroboreliózy zahrnující 

encefalomyelitidy, encefalopatie a presenilní demenci (Honegr, 2009). 

Diskutovaným a někdy i velmi kontroverzním tématem nadále zůstávají chronické 

obtíže spjaté s LB označované souhrnně jako tzv. post-Lyme disease syndrom, který 

se objevuje u 10 % až 20 % nakažených pacientů zhruba rok po terapii adekvátními antibiotiky 

proti LB. Jedná se o perzistenci či relaps nespecifických klinických příznaků, jako je bolest 

hlavy a kloubů, únava, kognitivní poruchy a parestezie (Marques, 2008; Adrion et al., 2015). 
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3.2.2 Diagnostika 

Mezi vysoce specifický klinický projev patří erythema migrans, která je sama o sobě 

dostačující ke stanovení diagnózy LB (Nadelman et Wormser, 1998). U ostatních klinických 

projevů, které nejsou natolik specifické, je nutné potvrdit diagnózu LB pomocí odpovídajících 

laboratorních metod. V klinické praxi se nejčastěji užívají metody nepřímé, lze však použít 

i metod přímých (Roháčová, 2012). K základním nepřímým sérologickým metodám patří 

ELISA rozpoznávající specifické protilátky IgM a IgG proti jednotlivým boreliovým 

antigenům. Tuto metodu je však nutné při výsledné pozitivitě anebo při získání mezních hodnot 

ověřit imunoblotem (Nadelman et Wormser, 1998; Honegr, 2009). 

K přímým metodám patří kultivace v živném médiu Barbour-Stoenner-Kelly (BSK), 

mikroskopické metody – imunofluorescence, imunoelektronová mikroskopie (Wilske et al., 

2007; Honegr, 2009); dále pak často využívanou je PCR metoda prokazující DNA borelií 

v tělních tekutinách pacienta (Roháčová, 2012). Nevýhodou této metody je nemožnost rozlišit 

mezi živými a mrtvými spirochetami v organismu pacienta (Nadelman et Wormser, 1998) 

a zároveň i nižší citlivost této diagnostiky z krevních vzorků (Křupka et al., 2008).  

3.2.3 Terapie a prevence 

Léčba LB je založena na podávání antibiotik, která jsou účinná pro všechna stádia 

onemocnění a typy manifestace. Nejefektivnější jsou však v případě stádií časných. Volba 

vhodných antibiotik se odvíjí od diagnostikovaného stádia LB, klinických projevů, věku 

pacienta a také od jeho případných alergií a dalších faktorů (např. těhotenství). U časně 

lokalizovaných a časně diseminovaných stádií je volbou antibiotikum doxycyklin, u dětí 

do 8 let a těhotných žen je indikován amoxicilin (Steere, 2001; Honegr, 2009). U kardiálních 

a neurologických projevů je indikován cefotaxim, ceftriaxon a případně penicilin G podávaný 

nitrožilně (Roháčová, 2012). Po léčbě je doporučeno pacienta dispenzarizovat po dobu 2 let 

(Vaňousová et Hercogová, 2008; Honegr, 2009). 

Nejúčinnější prevence je vyhnutí se styku s klíštětem (Rizzoli et al., 2011). 

3.3 Bakteriální komplex Borrelia burgdorferi sensu lato (Bbsl) 

Bakteriální komplex Bbsl dnes zahrnuje nejméně dvacet jedna různých druhů rodu 

Borrelia jak patogenních pro člověka, tak i nepatogenních. Některé druhy se striktně vyskytují 

pouze v Eurasii, jsou to B. afzelii, B. garinii, B. valaisiana, B. spielmanii, B. finlandensis, 

B. bavariensis, B. yangtzensis, B. japonica, B. sinica, B. tanukii a B. turdi. Druhy nacházející 
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se striktně pouze na severoamerickém kontinentě jsou B. americana, B. kurtenbachii, 

B. andersonii, B. californiensis a B. carolinensis (Margos et al., 2009; Rudenko et al., 2009; 

Margos et al., 2010; Casjens et al., 2011; Ivanova et al., 2014; Margos et al., 2015; Pritt et al., 

2016a). Za hlavní a prokazatelné patogenní druhy pro člověka jsou považovány druhy 

B. burgdorferi sensu stricto (Bbss), B. garinii, B. afzelii a B. bavariensis. Z později objevených 

druhů rodu Borrelia mají pro člověka patogenní potenciál druhy B. valaisiana, B. spielmani, 

B. lusitaniae a také B. mayonii (Rudenko et al., 2011; Pritt et al., 2016b). V Evropě je lymeská 

borelióza zapříčiněna hlavně gramnegativními spirochetami B. garinii, B. afzelii 

a B. bavariensis přenášené zejména klíštětem druhu Ixodes ricinus (Rizzoli et al., 2011; Pritt 

et al., 2016b). 

3.3.1 Morfologie spirochet  

Borrelia burgdorferi s. l. patří mezi gramnegativní mikroaerofilní spirochety. Mají tedy 

spirálovitě stočené tělo a ke svému růstu potřebují pouze nízké koncentrace přítomného kyslíku 

(ve větších koncentracích kyslíku nepřežívají). Nicméně Bbsl mají významné odlišnosti 

od jiných gramnegativních bakterií, např. postrádají lipopolysacharidy ve vnější membráně 

(Takayama et al., 1987) a naopak disponují lipoproteiny ve vnější membráně, které mají stejně 

jako přítomné glykolipidy imunogenní charakter (Eiffert et al., 1991; Křupka et al., 2007; 

Kenedy et al., 2012). Jejich délka se pohybuje v rozmezí 4–30 µm a tloušťka od 0,18 µm 

do 0,25 µm. Na každém konci buněk se nachází v průměru 7–14 periplazmatických bičíků 

(endoflagel), které jsou dostatečně dlouhé a překrývají se ve střední části bakterie. Bičíky jsou 

tak napnuty přes celou buňku bakterie (Hovind-Hougen, 1984; Johnson et al., 1984; Yano et al., 

1997, Křupka et al., 2007). Tyto bičíky jsou uvnitř tvořeny proteinem flagellinem B (FlaB) 

a vnější vrstvu bičíku tvoří protein flagellin A (FlaA). U B. burgdorferi se molekulová 

hmotnost proteinu FlaA rovná 38 kDa a proteinu FlaB 41 kDa (Ge et al., 1998). Bičíky jsou 

ukotveny v cytoplazmatické membráně, obvíjí se kolem tzv. protoplazmatického cylindru 

a udávají tak bakterii tvar, ale hlavně ji umožňují pohyb (Rosa, 1997). Spirochetám 

je tak umožněna velmi dobrá pohyblivost ve vysoce viskózním prostředí (např. v extracelulární 

matrix či v pojivové tkáni) a zároveň jsou schopné unikat nejrychlejším fagocytujícím buňkám 

v těle, a to neutrofilům, jelikož jsou Bbsl několikanásobně rychlejší. Díky těmto schopnostem 

je jim také umožněno překonávat jak epiteliální, tak i hematoencefalickou bariéru (Kimsey 

et Spielman, 1990; Křupka et al., 2008; Malawista et de Boisfleury Chevance, 2008). 
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Nad cytoplazmatickou membránou se nachází vrstva peptidoglykanová tvořící 

buněčnou stěnu, která je fluidní povahy. Na samotném povrchu bakterie se nachází vnější 

membrána, která ohraničuje spolu s buněčnou stěnou periplazmatický prostor, kde se vinou 

bičíky (Johnson et al., 1984). Tato vnější buněčná membrána Bbsl obsahuje více než 100 druhů 

polypeptidů (Luft et al., 1989). Nejstudovanějšími z nich jsou lipoproteiny nazývané outer 

surface proteins (OspA–OspF), decorin binding proteins (DbpA a DbpB), variable major 

protein E (VlsE) a další. Některé z nich slouží v dnešní době pro detekci Bbsl při sérologických 

diagnostikách (Rosa, 1997; Kenedy et al., 2012). Tyto povrchové lipoproteiny hrají klíčovou 

roli při prostupu Bbsl ze zažívacího traktu vektora (primárně se jedná o klíště rodu Ixodes) 

do jeho slinných žláz a odtud do hostitele (savce či ptáka), kde v závislosti na své proměnlivé 

expresi (závislé na době sání klíštěte, na teplotě a na fázi infekce hostitele) mohou zabránit 

vzniku imunitní reakce a rozšířit se tak až do cílových tkání (Anderson, 1989; Schwan et al., 

1991; Schwan et al., 1995; Křupka et al., 2007; Kenedy et al., 2012). Souhrnná morfologie 

spirochet B. burgdorferi je demonstrována níže – viz Obrázek 1. 

 
Obrázek 1: Morfologická stavba B. burgdorferi (Bb); A – snímek ultrastruktury příčného průřezu 
Bb z transmisního elektronového mikroskopu, B – schématický nákres struktury Bb na podélném 
průřezu (upraveno dle Singh et Girschick, 2004). 

Lipoproteiny OspA (31 kDa), OspB (34 kDa) a OspC (22 kDa), které jsou plazmidově 

kódované, se nenachází pouze ve vnější buněčné membráně, ale nachází se i na vnitřní 

cytoplazmatické membráně, a to dokonce ve větším množství (Howe et al., 1985; Fuchs et al., 

1992; Cox et al., 1996; Kenedy et al., 2012). OspA spolu s OspB jsou exprimovány 

při kolonizaci a perzistenci B. burgdorferi v zažívacím traktu nepřisátého klíštěte. OspA 

se specificky váže v zažívacím traktu klíštěte ke glykoproteinovému receptoru TROSPA (tick 

receptor for OspA). Tato vazba je nutná pro kolonizaci klíštěte boreliemi, tedy k adhezi 
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B. burgdorferi k epiteliálním buňkám zažívacího traktu klíštěte. Během sání na hostiteli 

dochází ke snižování exprese OspA, OspB a zároveň se zvyšuje exprese OspC. Díky tomuto 

dochází k přestupu B. burgdorferi ze zažívacího traktu do slinných žláz klíštěte (Pal et al., 

2004; Neelakanta et al., 2007; Kenedy et al., 2012). OspC je tedy exprimován recipročně vůči 

OspA a OspB po několika hodinách od přisátí klíštěte. Tento lipoprotein je faktorem virulence, 

který je nezbytný při časném stádiu infekce obratlovců a dle novějších výzkumů OspC není 

potřebný při migraci B. burgdorferi ze zažívacího traktu klíštěte do jeho slinných žláz (Grimm 

et al., 2004; Křupka et al., 2007; Kenedy et al., 2012). 

OspE a OspF (spolu s dalšími proteiny kódovanými různými erp geny) patří do skupiny 

tzv. OspEF related proteins (Erps) (Stevenson et al., 1996). Dále bylo prokázáno, že do této 

skupiny proteinů patří i některé proteiny ze skupiny označující se jako CRASPs (complement 

regulator-acquiring surface proteins). Obě tyto výše zmíněné skupiny proteinů umí vázat lidský 

sérový faktor H či faktor H-like protein 1 (FHL-1), které jsou inhibičními proteiny C3b složky 

komplementu (Kraiczy et al., 2004). Vazbu faktoru H či faktoru H-like protein 1 využívají tělu 

vlastní buňky pro svou ochranu před nespecifickou aktivací komplementu a zabraňují 

tak svému autoimunitnímu poškození komplementem. Tento stejný mechanismus patří 

k jednomu z mnohých, které Bbsl využívají pro únik před imunitním systémem hostitele. Díky 

tomuto je umožněna delší doba perzistence Bbsl v hostiteli a přechod do pozdního stádia 

LB (Hellwage et al., 2001; Kraiczy et al., 2001; Křupka et al., 2007; Kenedy et al., 2012). 

K další strategii, která umožňuje Bb uniknout imunitnímu systému hostitele, je možnost 

opakovaných genových konverzí na lokusu vls genu probíhajících v konkrétním plazmidu Bb, 

kdy dochází k expresi variabilních antigenních proteinů VlsE (variable major protein-like 

sequence E) během infekce hostitele (Zhang et al., 1997; Kenedy et al., 2012). 

DbpA a DbpB jsou tzv. decorin binding proteins A a B, které se účastní specifické 

adheze Bbsl k hostitelské buňce, konkrétně k proteoglykanu dekorinu asociovaného 

s kolagenem (Guo et al., 1995). Bylo také prokázáno, že DbpA a DbpB hrají významnou roli 

při pozdních chronických stádiích lymeské boreliózy, ale že nejsou nezbytné pro propuknutí 

infekce u savců (Blevins et al., 2008; Kenedy et al., 2012). 

K dalším adhezivním molekulám Bbsl patří tzv. fibronectin binding protein (konkrétně 

BBK32), který se v hostitelích váže na extracelulární protein fibronektin (Szczepanski et al., 

1990; Kenedy et al., 2012) a glykosaminoglykany (Fischer et al., 2006). 
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3.3.2 Genom spirochet Bbsl 

První genetická mapa kmene B. burgdorferi sensu stricto B31 byla získána v roce 1997 

(Fraser et al., 1997; Křupka et al., 2007) a kompletně byla doplněna v roce 2000 o další 

nukleotidové sekvence deseti plazmidů (Casjens et al., 2000). Genom Bbsl je druhově 

jedinečný. Liší se jak strukturálně, organizačně, tak i v počtu kopií jednotlivých genů (Rosa, 

1997). Genom Bb je velký 1,5 Mb a je zastoupený jediným unikátním lineárním chromozomem 

přibližné délky 1 Mb a devíti lineárními (lp) a kruhovými plazmidy (cp), kterých je dvanáct 

(Fraser et al., 1997; Casjens et al., 2000). Na obou koncích lineárního chromozomu a lineárních 

plazmidů se nachází kovalentně uzavřené vlásenky (Barbour et Garon, 1987; Casjens et al., 

1997). Lineární chromozom obsahuje převážně kódující sekvence genů zabezpečující správnou 

vitální funkčnost spirochety a homology známých housekeeping genů. Plazmidy mají naopak 

menší počet kódujících sekvencí, ale i toto malé množství kódujících sekvencí kóduje velmi 

důležité proteiny, které se účastní během různých fází životního cyklu Bb (Iyer et al., 2003; 

Rosa et al., 2005; Margos et al., 2009). Tyto bakterie ovšem nekódují všechny potřebné 

proteiny s buněčnou biosyntetickou aktivitou, tudíž se z nich stávají organismy na hostiteli 

či vektoru závislé. To je také důvod, proč jsou při kultivaci spirochet Bb v in vitro podmínkách 

potřeba komplexní kultivační média doplněná savčím krevním sérem (Fraser et al., 1997). 

3.3.3 Další morfologické formy Bbsl 

Již od roku 1905 se předpokládalo, že Borrelia burgdorferi má i odlišné formy, 

než jen formu spirální (Miklossy et al., 2008). Dnes je již známo, že je spirocheta Bb schopna 

vlivem nevhodných podmínek prostředí transformovat svou morfologii pohyblivé spirochety 

do různých nepohyblivých sférických tělísek (RBs – „round bodies“), které jsou vůči těmto 

nevhodným podmínkám odolnější (Brorson et al., 2009; Meriläinen et al., 2016). 

Při fyziologické in vitro kultivaci se B. burgdorferi vyskytuje nejčastěji jako spirocheta. 

V malém množství lze však najít i formy odlišné, nejčastěji membránové vezikuly a agregáty 

Bb – „biofilm-like“ kolonie (Meriläinen et al., 2015). 

Kvůli nesjednocené klasifikaci a názvosloví je obtížné rozdělit jednotlivé formy 

do určitých skupin a je velmi matoucí přiřazovat jednotlivé hovorové pojmy k daným formám. 

V této práci se tedy budu držet souhrnného rozdělení, které uveřejnil se svými spolupracovníky 

výzkumník Lantos v roce 2014 (viz Tabulka 1 níže). V další části se tak zaměřím především 

na formy cystické, granulární vezikuly označované jako „blebs“, či sférické formy bez buněčné 
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stěny – tzv. L-formy (Lantos et al., 2014). A v neposlední řadě se také zmíním o agregátech Bb 

(„biofilm-like“ koloniích). 

Tabulka 1: Souhrnná terminologie jednotlivých morfologických variant Borrelia burgdorferi 
(upraveno dle Barbour et Hayes, 1986; Lantos et al., 2014; Meriläinen et al., 2015). 

Název morfologické formy Další užívané pojmy 

„Blebs“ 

„coccoid bodies“ 
„gemmae“ 

granula 
vezikuly 

L-forma 
„cell wall-deficient form“ 

 „round bodies“ 
sféroplast či protoplast 

Cysta „round bodies“ 

Nevhodné podmínky pro spirochety Bb mohou nastat například při změně pH prostředí 

(Murgia et Cinco, 2004), při osmotických změnách (Brorson et Brorson, 1998a), při expozici 

různým antibiotikům (Kersten et al., 1995), či při depleci potřebných metabolitů. Také ale může 

docházet k morfologickým změnám v důsledku stáří spirochet nezávisle na podmínkách 

prostředí (Burgdorfer et Hayes, 1989). Kromě toho byla prokázána indukce morfologických 

změn spirochet také v mozkomíšním moku a v lidském krevním séru (Brorson et Brorson, 

1998b; Meriläinen et al., 2015). V in vitro, ale i v in vivo podmínkách byla také dokázána 

návratnost sférických forem do původní spirochetální podoby (Brorson et Brorson, 1998a; 

Brorson et Brorson, 1998b; Gruntar et al., 2001). Tyto sférické formy Bb jsou odlišně 

fagocytovány diferencovanými makrofágy, a tudíž indukují jinou imunitní odpověď (produkci 

jiných cytokinů a chemokinů) než spirochety při in vitro kultivaci (Meriläinen et al., 2016). 

Bylo také potvrzeno, že jednotlivé morfologické formy spirochet Bb se liší v expresi 

membránových proteinů, a tak mají i odlišné antigenní vlastnosti (Alban et al., 2000; 

Meriläinen et al., 2016).  

I přes málo informací o přesném průběhu transformace spirochet Bb do sférických 

forem bylo pomocí elektronové mikroskopie zjištěno, že změna do cystických tvarů probíhá 

počátečním vypoulením membrány a následným složením protoplazmatického cylindru uvnitř 

vnější membrány (Murgia et Cinco, 2004). Prokázáno také bylo, že bičíky spirochet 

s deficientním hlavním proteinem FlaB nijak neovlivnily tvorbu sférických forem (Al-Robaiy 

et al., 2010). 
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Jelikož je známo velmi málo o jednotlivých sférických formách Bb, existuje mnoho 

kontroverzních názorů týkajících se významu jednotlivých pleomorfních forem Bb 

v patogenezi LB (Lantos et al., 2014; Meriläinen et al., 2015).  

Jedním z dnes uvažovaných názorů je, že díky morfologickým změnám disponují 

Bb dalším možným mechanismem, který jim umožňuje uniknout imunitnímu systému hostitele 

a prodlužuje tak jejich perzistenci v hostitelově těle i během nevhodných podmínek (Miklossy 

et al., 2008; Meriläinen et al., 2016). Mohou tedy být jednou z možných příčin chronických 

infekcí (Kersten et al., 1995; Brorson, 2009). I když nejsou závěry jednotlivých výzkumu ještě 

zcela přijaty, je však již dnes evidentní, že určitou roli v patogenezi LB tyto sférické formy 

zastávají (Meriläinen et al., 2016). 

„Blebs“ 

Jedná se o různě velké extracelulární vezikuly, které Bbsl produkuje v nevhodných 

kultivačních podmínkách ve velkém počtu (jak in vitro, tak i in vivo), např. při osmotických 

a teplotních změnách, při změnách pH, při expozici anti-boreálním protilátkám, komplementu 

a antibiotikům. Tato tvorba je taky závislá na stáří boreální kultury (Barbour et Hayes, 1986; 

Garon et al., 1989; Dorward et al., 1991; Radolf et al., 1994). Tyto formy Bb byly nalezeny 

jak v mozkomíšním moku, tak i ve vzorcích krve pacientů (Hulínská et al., 1994). Jsou 

to odškrcované vezikuly ze spirochetální formy (viz Obrázek 2B níže), kdy každá vezikula 

disponuje vnější membránou a některé mohou obsahovat i cytoplazmatickou membránu 

(Radolf et al., 1994). Uváděnou průměrnou velikostí vezikul je 1,3 µm (Meriläinen et al., 

2015). Dalšími výzkumy bylo také prokázáno, že žádná z indukovaných vezikul neobsahovala 

41kDa FlaB (Dorward et al., 1991; Bergström et al., 2002). Naopak obsahovaly jak lineární, 

tak i kruhovou plazmidovou DNA, a to převážně tu, která obsahovala geny osp (Garon et al., 

1989; Persing et al., 1994; Radolf et al., 1994; Bergström et al., 2002). V jejich membráně 

tak byly detekované jak OspA, OspB, adhezivní molekuly k endoteliím hostitele, tak i další 

nízkomolekulární lipoproteiny neznámé funkce (Dorward et al., 1991; Katona et al., 1992; 

Shoberg et Thomas, 1993; Shoberg et Thomas, 1995). Nelze tedy popřít možnou úlohu vezikul 

Bb v procesu výměny genetické informace (Garon et al., 1989; Alban et al., 2000). 

V prvotních studiích byla tato sférická forma mylně považována za jedno z vývojových 

stádií Bb (Barbour et Hayes, 1986). Dnes je již známo, že se o žádné vývojové stádium Bb 

nejedná, ale že jsou to subcelulární formy schopné vyvolat imunitní odpověď (Miklossy et al., 

2008). Jsou považovány za silné B-lymfocytové mitogeny (látky indukující buněčnou 
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proliferaci polyklonálních B-lymfocytů) a indukují sekreci IgM protilátek (Whitmire et Garon, 

1993; Meriläinen et al., 2015). Jedním z uvažovaných důvodů tvorby je i ochrana spirochet 

před jejich detekcí imunitním systémem, jelikož se část antigenů nachází ve vezikulách 

(Hulínská et al., 1994). 

I dnes však není zcela jasné k čemu tyto vezikuly slouží (Meriläinen et al., 2015). 

Na rozdíl od cystických forem však nejsou vezikuly metabolicky aktivní a jsou tudíž neschopné 

další kultivace či přeměny zpět do spirochetální podoby (Alban et al., 2000). 

Cysty 

Cysty B. burgdorferi vznikají změnou buněčné integrity a následnou změnou tvaru 

spirochet do (nejčastěji nepravidelné) sférické formy, která je nepohyblivá (Brorson et Brorson, 

1997; Alban et al., 2000). Tyto cystické formy jsou opět indukovány při nepříznivých 

podmínkách prostředí (např. při vystavení antibiotikům, protilátkám, oxidativnímu stresu, 

depleci metabolitů, změně pH a teploty), ale i stáří bakteriální kultury hraje roli (Kersten et al., 

1995; Brorson et Brorson, 1997; Brorson et Brorson, 1998b; Alban et al., 2000; Murgia 

et Cinco, 2004). Významnou studií byla práce P. S. Albana, který se svými spolupracovníky 

indukoval cysty při in vitro podmínkách v médiu RPMI-1640 bez přídavku králičího krevního 

séra. Spirochety tak neměly žádný zdroj mastných kyselin a tuků. Docházelo tak tedy k tvorbě 

cyst (transformováno přibližně 90 % spirochet během prvních 48 hodin), která mohla být 

zastavena přídavkem antibiotika tetracyklinu. Po přidání králičího krevního séra či BSK II 

média ke kultuře došlo k přeměně cystické formy do formy spirochetální (během 2 dnů 

přibližně u poloviny cyst). V průběhu hladovění došlo k syntéze více než 20 proteinů, 

z nichž některé byly antigenní pro savčího hostitele. Tyto proteiny byly označeny jako  

„serum-starvation proteins“ (SSPs) a některé z nich byly identifikovány jako homology 

k spirochetálnímu VlsE a OspA proteinu. Hladovění tak indukovalo změny v syntéze proteinů 

a došlo ke změně tvaru spirochety (Brorson et Brorson, 1998b; Alban et al., 2000).  

Tvorba cyst začíná stočením spirochety do uzlů. Uvnitř cysty se pak nachází 

buď stočený protoplazmatický cylindr s bičíky a makromolekuly (může také docházet 

ke vzniku cyst z více spirochet), nebo uvnitř cysty vzniká zfúzovaná jednolitá hmota („jádro“) 

tvořící se u starších cyst. Velikost jednotlivých cyst se odvíjí od počtu obsažených spirochet 

v této cystě. Stočený protoplazmatický cylindr má obvyklou trilaminární membránu (neztrácí 

tak ani vrstvu peptidoglykanovou) (Brorson et Brorson, 1997; Brorson et Brorson, 1998b; 

Miklossy et al., 2008; Meriläinen et al., 2015), ačkoliv má zároveň odlišnou architekturu. 
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Postrádá některé povrchové lipoproteiny nacházející se u spirochetální formy. Na povrchu 

živých cyst se nachází OspA, naopak u mrtvých cyst se OspA nachází uvnitř buňky (Hulínská 

et al., 1994; Hulínská, 2013; Meriläinen et al., 2015). Tento OspA je v případě cyst exprimován 

ve větší míře (Alban et al., 2000). Na Obrázku 2 viz níže je pomocí transmisní elektronové 

mikroskopie zaznamenán obecný tvar transformované spirochety po 48hodinové kultivaci 

v RPMI-1640 médiu bez přítomného krevního séra. Tímto typickým tvarem je tedy okrouhlá 

částice s často jedním koncem stočené spirochety vyčnívajícím z povrchu této sférické formy. 

U některých cyst je také patrné odškrcování vezikul označujících se jako „blebs“ (Alban et al., 

2000; Al-Robaiy et al., 2010). 

 
Obrázek 2: Zachycení morfologických struktur B. burgdorferi (Bb) pomocí transmisní elektronové 
mikroskopie po dvoudenní kultivaci v RPMI-1640 médiu bez přídavku krevního séra; A – snímek 
spirochet a cystických forem Bb, B – detailní struktura cystické formy Bb s odškrcujícími se váčky 
označenými šipkami (upraveno dle Alban et al., 2000). 

Tvorba cystických forem je pomalý, ale aktivní proces vyžadující syntézu proteinů 

a nejedná se tedy o degenerativní formy spirochet bez metabolické aktivity (Alban et al., 2000). 

Návratnost do mobilní spirochetální formy byla prokázána jak in vitro, tak i in vivo. Cysty  

se po vystavení vhodným in vitro podmínkám navracejí během 10 sekund do neporušených 

nepohyblivých spirochet, které svou pohyblivost získávají po 12–15 hodinách po rozbalení. 

Množství retransformovaných spirochet a doba trvání konverze se liší dle délky kultivace 

v nevhodných podmínkách. Cystické formy byly nalezeny v určitých tkáních a nachází se tedy 

jak extracelulárně, tak i intracelulárně. Intracelulární výskyt v neuronech a gliových buňkách, 

tedy v imunologicky privilegovaných tkáních, by mohl vysvětlit dlouhou perzistenci 

Bb v hostiteli (Hulínská et al., 1994; Brorson et Brorson, 1997; Brorson et Brorson, 1998b; 

Alban et al., 2000; Miklossy et al., 2008). 
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Mělo se za to, že cystické formy nejsou patogenními, ale že se jedná jen o degenerativní 

formy spirochet a jsou rezistentní vůči antibiotikům (Brorson et Brorson, 1997). Dnes 

se již jejich patogenita připouští, a to hlavně díky výsledkům studie in vivo konverze cyst 

do původní spirochetální formy (Gruntar et al., 2001). Toto stádium je považované za stádium 

„klidové“ s nízkou metabolickou aktivitou, které umožňuje spirochetě přečkat nepříznivé 

podmínky. Tyto formy tak mohou vysvětlit relapsující problémy pacientů s LB (Brorson 

et Brorson, 1997).  

Někteří autoři se také zmiňují o spojitosti výskytu cystických forem Bb v mozkomíšním 

moku s neurodegenerativními onemocněními (Allan et al., 2009). Tento výskyt cystických 

forem byl prokázán jak u čtyř pacientů s Alzheimerovou chorobou, tak i u osmi pacientů 

s roztroušenou sklerózou. Z těchto studií však nebylo patrné, zdali tito pacienti prodělali LB 

bez nebo s vhodnou antibiotickou léčbou. Další studie pacientů s těmito neurodegenerativními 

poruchami tuto spojitost nepotvrdily a tato teorie je stále diskutabilní (Marques et al., 2000; 

Miklossy et al., 2008; Lantos et al., 2014). 

V dnešní době je také hodně diskutovaným onemocněním Baggio-Yoshinari syndrom 

(Brazilian LD-like illness – dle místa původu identifikace), který je přenášen klíštětem rodu 

Amblyomma, Dermacentor a Rhipicephalus. Toto onemocnění se vyskytuje převážně v Brazílií 

a možná je přítomné i v dalších zemích Jižní Ameriky. Za původce tohoto onemocnění 

je pokládána atypická morfologická forma spirochety B. burgdorferi sensu stricto. 

Baggio-Yoshinari syndrom má totožné klinické příznaky jako lymeská borelióza. 

Odlišuje se pouze svou velmi častou rekurencí, a to i po vhodné antibiotické terapii, tedy 

reaktivací symptomů, které jsou často obtížně diagnostikovatelné a léčitelné. Odlišnost tohoto 

onemocnění od LB je vysvětlována odlišným vektorem, podnebím i odlišnou biodiverzitou 

(Yoshinari et al., 2010; Mantovani et al., 2012; Miziara et al., 2018). 

L-forma bakterií Borrelia burgdorferi 

Jedná se o transformované spirochetální formy bez buněčné stěny, které poprvé popsal 

roku 1993 Margulis se svými spolupracovníky. První zprávou o provedené transformaci 

spirochet Bb do sféroplastických forem byla roku 1995 práce výzkumníka Davida Brucka 

a jeho spolupracovníku, kteří ve svém výzkumu popsali průběh transformace a také 

ultrastrukturu vzniklých sféroplastů. Z těchto sféroplastů na konci transformace vyčnívaly 

shluky bičíku, nejspíše kvůli minimálnímu mechanickému narušení spirochety. Touto studií 

se jim tedy také nabídl pohled na možný mechanismus imunitního systému hostitele, který 
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se tyto bičíky snaží vystavit vně bakterie, kvůli přítomnosti velmi imunogenních epitopů 

(Bruck et al., 1995). 

Rok poté Preac-Mursic se svými kolegy uveřejnila výsledky své studie věnující 

se indukci a kultivaci L-forem Bb (Preac-Mursic et al., 1996; Stricker et Johnson, 2011). 

Výsledkem tedy bylo, že tyto L-formy jsou bez či s částečně zachovalou buněčnou stěnou 

a k jejich indukci může docházet jak enzymatickým trávením, tak i částečnou či úplnou inhibicí 

syntézy bakteriální buněčné stěny. Při in vitro kultivaci se tyto L-formy tvoří za výše zmíněných 

nevhodných podmínek, tedy v nevhodném kultivačním médiu, při změnách pH, při vystavení 

spirochet enzymatické aktivitě, komplementu či účinkům antibiotik. Významným objevem 

bylo, že tyto L-formy mohou být nejsilněji indukovány in vivo při terapii penicilinem, tedy 

po podání b-laktamových antibiotik. Díky tomuto mechanismu by Bb mohly přispívat 

k chronickým obtížím. 

Tyto nemotilní L-formy jsou považovány za geneticky identické spirochétám a bylo 

prokázáno, že sféroplasty Bb jsou jak metabolicky, tak i translačně aktivní, jsou odolnější vůči 

změnám prostředí, ale zároveň postrádají funkci se dělit. Proto jejich návrat zpět 

do spirochetální formy při kultivaci ve vhodném médiu je často velmi dlouhodobý či úplně 

nemožný. Význam tvorby těchto L-forem je opět velmi kontroverzním tématem diskuzí. 

Jedním z názoru je, že díky tomuto mechanismu Bb mohou déle perzistovat v hostiteli a mít 

určitou roli v patogenezi LB. Tento názor podporuje i výskyt těchto L-forem v odebraných 

vzorcích pacientů léčených adekvátními antibiotiky (Bruck et al., 1995; Preac-Mursic et al., 

1996; Allan et al., 2009). 

„Biofilm-like“ kolonie (BFL) 

Mnoho bakterií se shlukuje do tzv. biofilmů (spleť bakterií obalené vlastní 

vyprodukovanou polymerní matrix), které bakterie chrání před účinky nepříznivého prostředí 

(Costerton et al., 1999; Sapi et al., 2012). První studie, která se zabývala koloniemi 

B. burgdorferi, byla studie výzkumníka T. J. Kurttiho, který se svými spolupracovníky 

pozoroval kolonie dvou kmenů Bb kultivovaných na BSK mediu s příměsí agarózy (Kurtti 

et al., 1987). Pozdějšími studiemi bylo potvrzeno, že Bb je schopná tvořit biofilmu-podobné 

kolonie (BFL; viz Obrázek 3 níže), a to jak na biotických i abiotických substrátech, 

tak je schopná tvořit i disperzní agregáty (Sapi et al., 2012). U Bb byly tyto struktury prokázány 

nejen při in vitro kultivaci, ale byly přítomny i v klíštěti během a po sání krve hostitele 

(Srivastava et de Silva, 2009). Nejedná se tedy o pouhé agregáty buněk, ale jsou to shluky 
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bakterií s charakteristickou buněčnou architekturou pro mnoho bakteriálních biofilmů. V tomto 

případě jsou tedy kolonie tvořeny různými morfologickými formami Bb (spirochetami, cystami 

a vezikulami), což bylo prokázáno jak v in vitro, tak i v in vivo podmínkách (Sapi et al., 2012; 

Meriläinen et al., 2015). 

 

Obrázek 3: Snímek „biofilm-like" kolonie kmene B. burgdorferi B31 v časné fázi vývoje 
(po dvoudenní in vitro kultivaci) pozorované pomocí světelné mikroskopie v temném poli, zvětšení 
400x (upraveno dle Sapi et al., 2012). 

Vysoká odolnost těchto agregátu je zprostředkována unikátní ochrannou vrstvou 

extracelulárních polymerních látek (EPS), které jsou vylučovány agregovanými buňkami (Sapi 

et al., 2012; Meriläinen et al., 2015). Tvorba BFL je podporována vysokou hustotou buněk 

při in vitro kultivaci, není to však jediný faktor, který tuto tvorbu podporuje. Tvorba je dále 

pozitivně ovlivněna také vyšší teplotou a nízkým pH (Srivastava et de Silva, 2009; Meriläinen 

et al., 2015). V in vitro podmínkách bylo také prokázáno, že zvýšená exprese OspC nemá vliv 

na agregaci Bb (Srivastava et de Silva, 2009). Suspendované biofilmy disponují stejnými 

vlastnostmi jako biofilmy přisedlé k povrchu. Mají tedy ochranou extracelulární polymerní 

vrstvu, která obsahuje především polysacharid alginát s přítomným vápníkem a nepostrada-

telnou extracelulární DNA. Extracelulární DNA v tomto případě zastává několik funkcí, jednou 

z nich je počáteční substrátové upevnění a stabilizace extracelulární matrix (Whitchurch et al., 

2002; Sapi et al., 2012; Di Domenico et al., 2018). Bylo také prokázáno, že součástí EPS 

suspendovaných kolonií Bb jsou proteiny podobné kolagenu (Meriläinen et al., 2015). Součástí 

biofilmů jsou i struktury podobné kanálkům, které dle autorů nejspíše slouží k přísunu živin 

a kyslíku k agregovaným buňkám a zároveň také odvádí metabolity (Costerton et al., 1999; 

Sapi et al., 2012; Di Domenico et al., 2018). 

Není mnoho prací zabývajících se biofilmy Bb a jejich klinickými důsledky. Obecně 

však lze říci, že mnohé bakteriální biofilmy (například biofilmy tvořené bakteriemi 
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Pseudomonas aeruginosa, E. coli a dalšími) s jejich rezistencí k antibiotikům a imunitním 

reakcím hrají nemalou roli v chronických a perzistentních infekcích (Costerton et al., 1999). 

U Borrelia burgdorferi ovšem není úplně objasněna funkce těchto agregátu. Je například možné 

přemýšlet, že díky tvorbě těchto biofilmů Bb dochází ke zlepšení přilnavosti bakterie 

k hostitelské buňce a vyvarování se tak fagocytózy, v čem by mohla dopomoci právě přítomnost 

kolagenu-podobných proteinů v EPS (Barbour, 1984; Srivastava et de Silva, 2009; Meriläinen 

et al., 2015). 

Pro sjednocení jednotlivých informací ohledně výše zmíněných morfologických 

formách Bb jsem níže zařadila jejich přehlednou charakteristiku (viz Tabulka 2).  

Tabulka 2: Souhrnný popis jednotlivých morfologických forem B. burgdorferi (upraveno 
dle Meriläinen et al., 2015). 

Název morfologické formy Popis morfologie Průměrná velikost 

Spirocheta podlouhlý spirální tvar 20 µm (= průměrná délka) 

„Blebs“ malé, sférické váčky nebo 
na spirochetě přisedlé 1,3±0,43 µm* 

Cystické formy („round bodies“) větší, sférický tvar 2,8±0,46 µm* 

„Biofilm-like“ kolonie 
agregát spirochet (často 

i vezikul a cystických forem) 
chráněný EPS 

obsahuje více než 10 
spirochet/vezikul/„RBs“ 

* znamená ± směrodatná odchylka (SD) 
RBs – „round bodies“ 
EPS – extracelulární polymerní vrstva 

Terapie odlišných forem spirochet Borrelia burgdorferi 

 Jelikož zatím neexistují přesvědčivé důkazy, které by naprosto vyvracely úlohu 

například cystických forem v patogenezi lymeské boreliózy, je tedy nutné připustit i možnost, 

že by tyto morfologické formy mohly být zodpovědné za chronické obtíže pacientů. 

Pro nejefektivnější eradikaci všech morfologických forem B. burgdorferi je tedy nezbytné 

studovat účinnost různých antibiotik na jednotlivé morfologické formy Bb. Zároveň také 

pozorovat vliv jednotlivých antibiotik na indukci těchto morfologických změn a předcházet 

jim. Různá senzitivita odlišných morfologických forem k jednotlivým antibiotikům 

by tak mohla odůvodnit delší perzistenci Bb v hostiteli. V roce 2011 byla provedena studie 

v in vitro podmínkách na nejvíce rezistentních formách Bb, a to na biofilmech a na cystických 

formách. Tato studie pozorovala účinek pěti antibiotik (doxycyklinu, amoxicilinu, tigecyklinu, 

metronidazolu a tinidazolu) na třech různých morfologických formách bakterie B. burgdorferi 

(spirochetálních, cystických a na biofilmech). Výsledky byly překvapující, jelikož v dnešní 



 

 

 

 

19 

době se lymeská borelióza léčí především doxycyklinem či amoxicilinem. Doxycyklin 

eradikoval přibližně 90 % spirochet Bb, zároveň však dvojnásobně zvyšoval výskyt sférických 

forem Bb. Amoxicilin naproti tomu eradikoval přibližně 85 % až 90 % spirochet a účinnost 

eradikace sférických forem byla přibližně 68%. Metronidazol snížil počet spirochet o 90 % 

a sférických forem až o 80 %. Tigecyklin a tinidazol vykazovaly 80% až 90% eradikační 

účinnost, a to jak na spirochetální, tak i sférickou formu Bb. Tinidazol však jako jediný snížil 

až 90 % životaschopných Bb v biofilmech. U ostatních čtyř antibiotik se účinnost pohybovala 

mezi 30 % až 55 % (Brorson et Brorson, 1999; Honegr, 2009; Sapi et al., 2011). Je však nutné 

vzít v úvahu, že některá z výše jmenovaných antibiotik jsou antibiotika bakteriostatická a nelze 

tak předpokládat 100% eliminaci Bb při in vitro kultivaci. Efektivnost eradikace Bb těmito 

antibiotiky při in vivo podmínkách je totiž zvýšena imunitním systémem hostitele. 

 Při porovnání těchto výsledků s in vivo antibiotickou terapii provedenou na myších však 

jednotlivé výsledky spolu nesouhlasí. Například antibiotikum tigecyklin bylo neúčinné 

v pozdních fázích LB při in vivo kultivaci. Existují ale mnohá vysvětlení, která by tento 

nesoulad mohla ozřejmit. Například intracelulární výskyt Bb či výskyt rezistentních biofilmů 

v pozdních fázích LB na které toto antibiotikum příliš účinné není (Brorson et al., 2009; Sapi 

et al., 2011). 

V následujících letech byla provedena další studie, která pozorovala účinek různě 

kombinovaných antibiotik na odlišné morfologické formy Bb. Tato studie poskytuje dalších 

23 kandidátních léčiv, které jsou účinnější na spirochetální formu než amoxicilin či doxycyklin. 

A jedenáct z nich bylo také účinnějších proti RBs než metronidazol a tinidazol (Feng et al., 

2016).  
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4 Materiál a metody 

4.1 Biologický materiál 

4.1.1 Bakteriální kultura použitá v experimentu 

Bakteriální kultura kmene Borrelia burgdorferi sensu stricto B31 (ATCC 35210) byla 

poskytnuta paní doktorkou M. J. Caimano, UConn Health, Farmington, Connecticut, USA. 

Tyto bakterie se uchovávaly zamražené při -80 °C. Po rozmražení se spirochety Bb kultivovaly 

v komplexním médiu BSK-H complete, které již obsahuje 6 % králičího krevního séra. Bylo 

tedy jen nutné do něj přidat před každou kultivací antibiotický roztok obsahující rifampicin, 

fosfomycin a amfotericin B v poměru 1:100 (k BSK-H médiu). Bakteriální kultura pak byla 

kultivována v termostatu při 34 °C.  

Nárůst bakteriální kultury bylo možné vizuálně hodnotit dle změny barvy kultivačního 

média díky tomu, že BSK-H complete médium obsahuje fenolovou červeň, což je acidobazický 

indikátor. Při neutrálním pH je kultivační médiu zbarveno do červeno-oranžova při acidifikaci 

kultivačního média dochází ke změně barvy, a to do žluté. Tato změna indikuje, že bakteriální 

kultura se rozrůstá (Rosa et al., 2010). Potvrzení však musí být provedeno mikroskopickými 

metodami. 

4.1.2 Buněčná linie použitá v experimentu 

Suspenzní lidská (Homo sapiens sapiens L.) buněčná linie U937 (Human Caucasian 

histiocytic lymphoma cell line; ECACC 85011440). Tato buněčná linie byla poprvé izolována 

v roce 1976 z difúzního histiocytárního lymfomu 37letého kavkazského pacienta. Jedná se tedy 

o nediferenciované nádorové buňky monocytárního typu. Tyto buňky se mohou diferencovat 

do fagocyticky aktivní monocyto-makrofágové linie (Sundström et Nilsson, 1976). Buněčná 

linie byla zakoupena z firmy Sigma-Aldrich, USA. 

Buňky se uchovávaly zamražené v tekutém dusíku (-196 °C). Po rozmražení byly tyto 

eukaryotické buňky převedeny do kultivační láhve pro suspenzní buňky obsahující 

předpřipravené kultivační médium RPMI-1640 s 10% fetálním bovinním sérem (FBS) 

a roztokem streptomycinu s penicilinem v poměru 1:100 (ke kultivačnímu médiu s FBS). 

Buňky se poté kultivovaly v inkubátoru při 37 °C a v atmosféře s 5 % CO2. Tyto buňky bylo 

také nutné pasážovat nejlépe 2x týdně. 
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4.2 Použité chemikálie, soupravy a roztoky 

4.2.1 Použité chemikálie 

o Deionizovaná voda 

o Complete BSK-H médium (Sigma-Aldrich) 

o RPMI-1640 médium (Biosera) 

o 5 mmol×l-1 roztok CFSE – fluorescenční barvivo karboxyfluorescein sukcinimidyl 

ester (Sigma Aldrich) 

o Fetální bovinní krevní sérum – FBS (Gibco) 

o Roztok antibiotik pro kultivaci eukaryotických buněk – Penicillin-Streptomycin 

(Sigma-Aldrich) – označen jako antibiotický roztok A 

o Rifampicin (Serva) 

o Amfotericin B (Sigma-Aldrich) 

o Fosfomycin (Sigma–Aldrich) 

o Chlorid sodný (Lach-Ner) 

o Chlorid draselný (Lach-Ner) 

o Hydrogenfosforečnan disodný dodekahydrát (Lach-Ner) 

o Dihydrogenfosforečnan draselný (Lach-Ner) 

o Trypanová modř (Sigma-Aldrich) 

o Roztok paraformaldehydu (Electron Microscopy Sciences) 

o Lak na nehty (běžně dostupný) 

4.2.2 Použité soupravy 

o LIVE/DEADâ BacLightä Bacterial Viability Kit (Molecular Probes, L7007) 

o VECTASHIELDâ Mountig Medium for Fluorescence with DAPI (Vector 

Laboratories, Inc., H-1200) 

4.2.3 Použité roztoky a jejich příprava 

o 10x PBS pufr (zásobní roztok): 

– 240 g chloridu sodného 

– 6 g chloridu draselného 

– 40 g hydrogenfosforečnanu disodného dodekahydrátu 

– 6 g dihydrogenfosforečnanu draselného 

Rozpustit ve 3 l deionizované vody.  
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o 1x PBS pufr (pracovní roztok): 

Na přípravu 1 l tohoto roztoku je potřeba důkladně smíchat 900 ml deionizované 

vody se 100 ml zásobního roztoku 10x PBS. 

o antibiotický roztok pro kultivaci Bb – označen jako antibiotický roztok B: 

– 5 mg rifampicinu 

– 2 mg fosfomycinu 

– 250 µg amfotericinu B 

Rozpustit v 5 ml BSK-H média. Řádně promíchat a ke kultivaci Bb ředit v poměru 

1:100 (ke kultivačnímu médiu). 

4.3 Seznam použitých přístrojů a zařízení 

Z důvodu modernizace prostor a zařízení v laboratoři Ústavu imunologie Lékařské 

fakulty Univerzity Palackého v Olomouci jsou některé zařízení níže zmíněné dvakrát 

(jak původní, tak i přístroj nově pořízený): 

o laminární box biohazard LC2.12 (Jouan) 

o laminární box biohazard SafeFAST Top (FASTER) 

o laminární box aura-VF48 (EuroCloneâ BioAirâ) 

o termostat mikrobiologický BT 120M (Laboratorní přístroje Praha) 

o inkubátor pro eukaryotické buňky – CO2 Incubator MCO-19AIC (SANYO) 

o CO2 inkubátor MCO-170AIC-PE CO2 Incubator (PANASONIC) 

o centrifuga stolní chlazená – MIKRO 22 R ZENTRIFUGEN (HETTICH) 

o běžné počítačové vybavení 

o fluorescenční mikroskop Axioskop (Opton) s kamerou DP70 (Olympus) 

o mikroskop inverzní DMIL (Leica) 

o chladnička (LIEBHERR) 

o kompaktní cytocentrifuga s 12 pozicemi – StatSpin Cytofuge 12 (Iris)  

o sada jednokanálových automatických mikropipet s různými objemovými rozsahy 

(minimální rozsah 0,2 µl a maximální 1000 µl) – Thermo Scientificä Finnpipetteä 

o výrobník deionizované vody – AQUALâ 29 (Aqual s.r.o.) 
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4.4 Použité experimentální a vyhodnocovací postupy 

Všechny praktické úkony provádět za aseptických podmínek (v laminárních boxech), 

kromě centrifugování a mikroskopování. Samozřejmostí je také dodržování postupů a zásad 

práce s infekčním a biologickým materiálem. 

4.4.1 Kultivace a barvení bakterií B. burgdorferi s. s. pro pozorování 
ve fluorescenčním mikroskopu 
K barvení vzorku bakteriální kultury bylo použito dvou technik. První z nich využívala 

fluorochrom CFSE a při druhé technice fluorescenčního barvení byla využita souprava 

LIVE/DEADâ BacLightä Bacterial Viability Kit (Molecular Probes, L7007). 

Barvení za použití fluorochromu CFSE je univerzální fluorescenčně barvící metodou 

pro intracelulární značení živých buněk. Principem tohoto barvení je využití nepolární látky 

5(6)-karboxyfluorescein diacetát N-sukcinimidyl esteru (CFDA-SE), který proniká přes 

cytoplazmatickou membránu všech buněk do cytosolu, kde je v živých buňkách deacetylován 

intracelulárními esterázami. V živých buňkách tak vzniká polární karboxyfluorescein 

sukcinimidyl ester (CFSE), který minimálně prostupuje cytoplazmatickou membránou 

a dochází tak k hromadění CFSE v cytosolu buněk, kde má čas se kovalentně navázat k volným 

aminoskupinám proteinů. Dává tak vzniknout velmi stabilním amidovým vazbám. CFSE 

vykazuje fluorescenci na rozdíl od CFDA-SE. Vlnová délka potřebná k excitaci tohoto 

fluorochromu je 491 nm, emisní vlnová délka je pak 518 nm. Fluorochrom CFSE tedy vykazuje 

ve fluorescenčním mikroskopu zelený signál (Parish, 1999).  

Barvení za použití soupravy LIVE/DEADâ BacLightä Bacterial Viability Kit 

(Molecular Probes, L7007) je vhodné pro rychlé kvantitativní určení bakteriální viability. Tato 

souprava obsahuje totiž dvě fluorescenční sondy, které mají různou prostupnost do bakterií, 

afinitu k nukleovým kyselinám a různé spektrální vlastnosti. Jedním z nich je interkalační 

barvivo propidium jodid (PI), které penetruje pouze do bakterií s porušenou plazmatickou 

membránou a interkaluje se mezi báze nukleových kyselin. Jeho fluoresccence 

se v mikroskopu jeví jako červený signál (maxima lex = 490 nm a lem = 635 nm). Druhé 

interkalační barvivo, které je součástí tohoto kitu, je barvivo SYTOâ 9. Tento fluorochrom 

prostupuje jak do buněk s porušenou, tak i do buněk s intaktní cytoplazmatickou membránou. 

PI však disponuje větší afinitou k nukleové kyselině, proto dochází v mrtvých bakteriích 

k redukci fluorescence barviva SYTOâ 9. SYTOâ 9 vykazuje zelený fluorescenční signál, 
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maxima lex = 480 nm a lem = 500 nm (Boulos et al., 1999; Molecular Probes, 2004).  Při mém 

experimentu byla použita směs těchto dvou fluorochromů v poměru 1:1. 

Postup barvení Bb za použití fluorochromu CFSE 

1. Kultivovat bakteriální suspenzi při 34 °C v BSK-H médiu s přídavkem 

antibiotického roztoku B (roztok rifampicinu, fosfomycinu a amfotericinu B). 

2. Poté připravit dvě mikrozkumavky obsahující každá 2 ml takto kultivované 

bakteriální suspenze, následně zcentrifugovat při 6000 rpm a 26 °C po dobu 10 min.  

3. Po zcentrifugování slít supernatant z obou mikrozkumavek a sedimenty promýt 

od zbytků BSK-H média resuspendováním v 500 µl 1x PBS pufru.  

4. Takto resuspendované sedimenty spojit do jedné 2ml mikrozkumavky a opět 

vzorek centrifugovat za stejných podmínek popsaných výše, viz 2. krok tohoto 

postupu (v případě nutnosti opakovat znovu promytí vzorku 1 ml 1x PBS pufru 

viz 3.–4. krok). 

5. Po řádném promytí supernatant opět slít a sediment resuspendovat v 1 ml PBS 

pufru. 

6. K takto připravenému vzorku přidat ještě 2 µl fluorochromu CFSE (5 mmol×l-1), 

ten je nutno před použitím rozmrazit na pokojovou teplotu. Poté obarvený vzorek 

inkubovat ve tmě po dobu 30 min. 

7. Po 30min kultivaci si připravit mikroskopický preparát s 10 µl tohoto obarveného 

vzorku a pozorovat jej ve fluorescenčním mikroskopu při 400x zvětšení. 

Postup barvení Bb za použití LIVE/DEADâ BacLightä Bacterial Viability Kit (Molecular 

Probes, L7007) 

Postup tohoto barvení je shodný s postupem barvení Bb za použití fluorochromu CFSE 

(viz výše 1.–7. krok) s tím rozdílem, že se místo 2 µl fluorochromu CFSE přidávají 2 µl směsi 

fluorochromů SYTOâ 9 a propidium jodidu (1:1) z výše jmenované soupravy (nutno směs před 

použitím rozmrazit na pokojovou teplotu). Po 30min kultivaci výsledky opět vyhodnotit 

pomocí fluorescenční mikroskopie. 
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4.4.2 Osmotická indukce odlišných morfologických forem B. burgdorferi  

1. Kultivovat bakteriální suspenzi při 34 °C v BSK-H médiu s přídavkem 

antibiotického roztoku B. 

2. Poté připravit dvě mikrozkumavky obsahující každá 2 ml takto kultivované 

bakteriální suspenze, následně centrifugovat 10 min při 6000 rpm a 26 °C. 

3. Po centrifugaci slít supernatant z obou mikrozkumavek a sedimenty promýt 

od zbylého BSK-H média resuspendováním v 500 µl 1x PBS pufru.  

4. Takto resuspendované sedimenty spojit do jedné 2ml mikrozkumavky a opět 

vzorek centrifugovat za stejných podmínek popsaných výše, viz 2. krok (v případě 

nutnosti opakovat znovu promytí vzorku 1 ml 1x PBS pufru). 

5. Následně po řádném promytí supernatant opět slít, sediment resuspendovat ve 2 ml 

deionizované vody a nechat 30 min kultivovat při pokojové teplotě. 

6. Po 30 min dobře promíchat tuto bakteriální kulturu a odebrat 30 µl do nové 

mikrozkumavky. Do této mikrozkumavky přidat ještě 1,5 µl směsi fluorochromů 

z výše jmenovaného kitu a inkubovat 15 min ve tmě. 

7. Poté mikroskopovat ve fluorescenčním mikroskopu při 400x zvětšení. 

4.4.3 Kultivace spirochet B. burgdorferi s. s. společně s buňkami buněčné linie 
U937 

Kultivace spirochet Bb v koncentračním gradientu 2 různých médií ke stanovení jejich 

vhodného poměru. 

1. Přepasážovat 1 ml bakteriální suspenze do 12 ml BSK-H média s přídavkem 

antibiotického roztoku B 1:100 (do média tedy přidat 120 µl tohoto roztoku). 

2. Kultivovat v inkubátoru 10 dní při 34 °C. 

3. Po 10denní kultivaci si připravit jedenáct 1,5ml mikrozkumavek s postupně 

rostoucím koncentračním gradientem BSK-H média k RPMI-1640 médiu 

a do každé mikrozkumavky přidat 10 µl antibiotického roztoku B. V první 

mikrozkumavce tak bude 0 µl BSK-H média, 1000 µl RPMI-1640 média 

a 10 µl antibiotického roztoku B (v jedenácté mikrozkumavce pak bude 1000 µl 

BSK-H média, 0 µl RPMI-1640 média a 10 µl antibiotického roztoku B). 

4. Do každé takto připravené mikrozkumavky s narůstající koncentrací BSK-H média 

napipetovat 50 µl Bb, které byly kultivované 10 dní.  

5. Nechat kultivovat 5 dnů v inkubátoru při 34 °C. 
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6. Po 5denní kultivaci vizuálně zhodnotit změnu barvy kultivačního média a poté 

všechny mikrozkumavky s bakteriální suspenzí zcentrifugovat při 6000 rpm 

po dobu 10 min. Supernatanty slít a sedimenty promýt v 500 µl 1x PBS pufru a opět 

zcentrifugovat za stejných podmínek. 

7. Po promytí opět supernatanty slít a sedimenty resuspendovat ve 250 µl 1x PBS 

pufru a do každé mikrozkumavky připipetovat 1 µl směsi fluorochromů z výše 

jmenovaného kitu. 

8. Kultivovat ve tmě po dobu 30 min, poté připravit z jednotlivých vzorků 

mikroskopické preparáty (10 µl vzorku na sklíčko) a následně mikroskopovat 

jednotlivé vzorky ve fluorescenčním mikroskopu při 200–400x zvětšení. 

Kultivace lidské buněčné linie U937 ke stanovení vhodného poměru kultivačních médií 

1. Po rozmražení eukaryotické buňky převést do kultivačního média RPMI-1640 

obsahující 10% fetálním bovinním sérum (FBS) s přídavkem antibiotického 

roztoku A 1:100 (roztok streptomycinu s penicilinem). Nechat kultivovat 4 dny 

při 37 °C v atmosféře s 5 % CO2. 

2. Po 4denní kultivaci buněčnou kulturu promíchat a odebrat 20 µl do mikrozkumavky 

s 20 µl trypanové modři (1:1) pro stanovení koncentrace buněčné kultury 

v Bürkerově komůrce. Buňky počítáme v inverzním mikroskopu při 100–200x 

zvětšení. 

3. Koncentraci buněk v 1 ml bakteriální suspenze (P) pak vypočteme na základě 

tohoto vzorce: 

P = 2,5 ∙ 10$ ∙ %&'()*ý	-)č&/	00	*	1	č/*&2%í%4
5

∙ ředění 

P – počet buněk v 1 ml, n – počet počítaných čtverců, ředění (1:1) = 2 

4. Připravit si v mikrotitrační destičce s 24 jamkami 5 jamek s koncentračním 

gradientem 2 médií a to tak, že v první jamce bude 1000 µl RPMI-1640 média 

s 10 µl antibiotického roztoku A, ve druhé jamce bude 800 µl RPMI-1640 média, 

200 µl BSK-H média a 10 µl antibiotického roztoku A atd. V poslední jamce 

pak bude 200 µl RPMI-1640 média, 800 µl BSK-H média a 10 µl antibiotického 

roztoku A (získání ředicí řady 100% RPMI-1640 až 20% RPMI-1640). 

5. Do každé jamky pak napipetovat odpovídající množství důkladně promíchané 

buněčné kultury tak, aby bylo přibližně 5000 buněk na jednu jamku (100 µl, pokud 

má buněčná kultura koncentraci 50 000 bb×ml-1). 
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6. Nechat kultivovat 7 dnů (při 37 °C v atmosféře s 5 % CO2) a poté vyhodnotit nárůst 

buněk v jednotlivých jamkách v inverzním mikroskopu při 100–200x zvětšení 

ke stanovení nejvhodnějšího poměru kultivačních médií. 

Kultivace lidské buněčné linie U937 a bakteriální kultury Bb ve shodných kultivačních 

podmínkách 

1. Do mikrotitrační destičky s 96 jamkami napipetovat 2 stejné řady koncentračního 

gradientu 2 médií pod sebe. Celkově tedy 11 jamek ve dvou řadách (do prvních 

jamek napipetovat 200 µl RPMI-1640, do druhých jamek napipetovat 180 µl 

RPMI-1640 média a 20 µl BSK-H média, v jedenácté jamce pouze 200 µl BSK-H). 

2. Do jamek první řady koncentračního gradientu médií napipetovat vždy 10 µl 

buněčné kultury U937 a do jamek druhé řady koncentračního gradientu napipetovat 

20 µl bakteriální kultury spirochet Bb. 

3. Do každé jamky (22 jamek celkově) pak připipetovat 2 µl antibiotického roztoku 

B používaného při kultivaci Bb. 

4. Takto kultury kultivovat 7 dní při 37 °C a v kontrolované atmosféře s 5 % CO2. 

Po 7 dnech experiment vyhodnotit na základě nárůstu a zvolit nejvhodnější poměr 

jednotlivých médií pro obě kultury. 

Společná kultivace lidské buněčné linie U937 s bakteriální kulturou Bb 

1. Obarvit 4 ml bakteriální suspenze Bb fluorescenčním barvivem CFSE dle návodu 

výše (Postup barvení Bb za použití fluorochromu CFSE). 

2. Během 30min kultivace Bb s CFSE zcentrifugovat 5–10 ml eukaryotické kultury, 

supernatant slít a sediment resuspendovat v 1 ml média složeného z 50 % BSK-H 

média a z 50 % RPMI-1640 média (poměr ředění médií 1:1). 

3. Z takto naředěné eukaryotické kultury poté odebrat 20 µl do nové mikrozkumavky 

s 20 µl trypanové modři. Po řádném promíchání aplikovat na Bürkerovu komůrku 

a v inverzním mikroskopu spočítat 20 velkých čtverců Bürkerovy komůrky. 

4. Vypočítat potřebnou koncentraci bb×ml-1 dle výše zmíněného vzorce (viz Kultivace 

lidské buněčné linie U937 ke stanovení vhodného poměru kultivačních médií). 

5. Poté napipetovat odpovídající množství neobarvené euk. kultury do kultivační 

láhve tak, aby ve výsledném vzorku bylo přibližně 1,1×106 bb×ml-1. A toto množství 

eukaryotické kultury doplnit do výsledných 6 ml kombinovaným médiem BSK-H 

s RPMI-1640 (1:1). 
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6. Obarvené Bb po 30min kultivaci zcentrifugovat a promýt 2x za sebou ve 2 ml 

1x PBS pufru (nutné k vymytí CFSE). Tedy supernatant odlít, sediment 

resuspendovat ve 2 ml 1x PBS pufru a zcentrifugovat při 6000 rpm, 26 °C po dobu 

10 min a provést ještě jednou. 

7. Po druhém promytí sediment resuspendovat v 1 ml média složeného z BSK-H 

a RPMI-1640 (1:1). 

8. Z takto zředěného vzorku obarvených Bb poté odpipetovat 0,5 ml do kultivační 

láhve s 6 ml eukaryotických buněk v kombinovaném médiu (z 5. kroku tohoto 

postupu). 

9. K takto připravenému 6,5ml vzorku připipetovat 65 µl antibiotického roztoku B 

a nechat kultivovat 3 dny v inkubátoru při 37 °C a kontrolovanou atmosférou 

s 5 % CO2. 

10. Po 3denní kultivaci zcentrifugovat 4 ml (2 mikrozkumavky každá po 2 ml) této 

kultury při 1620 rpm, 21 °C a po dobu 10 minut (dojde k usazení pouze 

eukaryotických buněk s adherovanými Bb). 

11. Po centrifugaci supernatant odlít a sediment resuspendovat ve 2 ml 1x PBS pufru 

za stejných podmínek jako výše (viz 10. krok tohoto postupu). Toto promytí 

zopakovat ještě jednou. 

12. Po druhém promytí supernatant slít a sediment resuspendovat ve 2 ml 1x PBS pufru. 

13. Takto resuspendovaného vzorku aplikovat vždy 200 µl na podložní sklíčko pomocí 

filtrových koncentrátorů s klipsou a cytocentrifugy (StatSpin Cytofuge 12). Vzorky 

nanášet při 1000 rpm a po dobu 3 min. Takto připravit 8 mikroskopických 

preparátů. 

14. Po cytocentrifugaci vzorky zakápnout 200 µl paraformaldehydu a nechat fixovat 

po dobu 15 min. Poté preparáty opláchnout v 1x PBS pufru a usušit. 

15. V posledním kroku preparáty zakápnout montovacím médiem VECTASHIELDâ 

Mountig Medium for Fluorescence with DAPI (Vector Laboratories), který byl 

ředěn 1:2 s 1x PBS pufrem. Preparáty přikrýt krycími sklíčky, otřít jejich okraje 

a ty pak obtáhnout lakem na nehty. 

16. Mikroskopovat ve fluorescenčním mikroskopu při 400x zvětšení a určit 

procentuální zastoupení Bb, které byly buňkami fagocytovány (spočítat 10 zorných 

polí).  
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5 Výsledky 

Všechny praktické úkony byly provedeny za aseptických podmínek (v laminárních 

boxech), kromě centrifugování a mikroskopování, v laboratořích Ústavu imunologie Lékařské 

fakulty Univerzity Palackého v Olomouci. Samozřejmostí také je, že jsem vždy pracovala 

v souladu s postupy a zásadami práce s infekčním a biologickým materiálem. 

Kultivace a barvení bakterií B. burgdorferi s. s. pro pozorování ve fluorescenčním 

mikroskopu 

V první části svého experimentu jsem se věnovala správnému zvládnutí kultivačních 

a barvicích metod, které mi v další části umožnily pozorovat odlišné morfologické formy 

bakterií B. burgdorferi ve fluorescenčním mikroskopu.  

Bakterie B. burgdorferi disponují velmi malým genomem, který nekóduje všechny 

potřebné proteiny s biosyntetickou aktivitou, je tedy nutné metabolity dodávat v komplexním 

živném médiu BSK-H, zároveň je také nutné do média přidat kombinovaný antibiotický roztok 

obsahující rifampicin, fosfomycin a amfotericin B proto, aby nedocházelo ke kontaminaci 

kultury jinými bakteriemi. 

K barvení vzorku bakteriální kultury jsem používala dvou různých metod barvení. První 

z nich využívala fluorochrom CFSE u druhé pak byla použita souprava LIVE/DEADâ 

BacLightä Bacterial Viability Kit (Molecular Probes, L7007).  

Výsledky byly vyhodnoceny za využití fluorescenčního mikroskopu Opton Axioskop 

při 400x zvětšení a snímky byly poté pořízeny kamerou Olympus DP70 (viz Obrázek 4 níže). 

 
Obrázek 4: Snímky spirochet rodu Borrelia pořízené z fluorescenčního mikroskopu při zvětšení 400x. 
A – barveno fluorochromem CFSE, B – barveno za využití soupravy LIVE/DEADâ BacLightä Bacterial 
Viability Kit (foto: Adéla Rubešová). 

A B 
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Jak již bylo zmíněno výše v metodice, fluorochrom CFSE barvil pouze bakterie, které 

byly metabolicky aktivní (viz Obrázek 4A výše). Naproti tomu propidium jodid, který 

je součástí výše zmíněného kitu, barví pouze bakterie s porušenou plazmatickou membránou 

(červená fluorescence). Druhý fluorochrom, který je součástí tohoto kitu, je barvivo SYTOâ 9. 

Tento fluorochrom vyzařuje zelenou fluorescenci a značí buňky s neporušenou buněčnou 

membránou (viz Obrázek 4B výše). Výhodou obou těchto barvících technik je nenáročnost 

a velmi rychlé provedení. Nevýhodou je pak poměrné rychlé vysvícení fluorochromů. 

Osmotická indukce odlišných morfologických forem B. burgdorferi s. s.  

V mém experimentu jsem osmoticky indukovala změny morfologických forem 

spirochet B. burgdorferi s. s. Bb byly po ovlivnění změnou vnějších podmínek fluorescenčně 

obarveny za využití soupravy LIVE/DEADâ BacLightä Bacterial Viability Kit. Bylo tak možné 

rovnou vyhodnotit viabilitu jednotlivých morfologických forem Bb indukovaných osmoticky. 

Při osmotické indukci byla patrná tvorba sférických forem Bb, které se shlukovaly spolu 

se spirochetami s neporušenou buněčnou membránou do mikrokolonií. Sférické formy měly 

ve větší míře porušenou buněčnou membránu, což značí, že se již jedná o mrtvé bakteriální 

formy (viz Obrázek 5 níže). 

 
Obrázek 5: Snímek osmoticky indukovaných morfologických forem bakterie B. burgdorferi (Bb) 
pořízený z fluorescenčního mikroskopu při 400x zvětšení. Barveno za použití soupravy 
LIVE/DEADâ BacLightä Bacterial Viability Kit. Šipka 1: mikrokolonie spirochet s neporušenou 
cytoplazmatickou membránou (CM), šipka 2: cystické formy s porušenou CM součástí 
mikrokolonie, šipka 3: cystická forma Bb s neporušenou CM (foto: Adéla Rubešová). 
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Společná kultivace spirochet B. burgdorferi sensu stricto s buňkami buněčné linie U937 

V druhé části tohoto experimentu jsem se věnovala zavedení nové kultivační metody 

pro sledování chování patogenní bakterie Bb vůči lidským leukemickým buňkám (U937). 

Cílem tedy bylo vytvořit nenáročnou metodu (jak finančně, tak i časově), která by umožňovala 

společnou kultivaci těchto buněk pro využití při dalších studiích. U kultivace Bb bylo důležité, 

aby nedocházelo k indukci jiných morfologických forem vlivem nevhodných kultivačních 

podmínek. Proto bylo nutností určit vhodný poměr médií a vhodné kultivační podmínky 

pro růst obou kultur zároveň, jelikož jsou obě kultury kultivované v jiných živných médiích 

a za jiných kultivačních podmínek.  

K vyhodnocení nejvhodnějšího poměru kultivačních médií pro Bb jsem brala jako 

kritérium tvorbu mikrokolonií (mikrofilmů) těchto bakterií, při kterém mi sloužila jako kontrola 

kultivace ve 100% komplexním BSK-H médiu (viz Obrázek 7 níže). Nárůst mikrokolonií 

byl nejdříve zhodnocen vizuálně na základě změny barvy kultivačních médií (viz Obrázek 6 

níže).  

 
Obrázek 6: Výsledky 5denní kultivace B. burgdorferi v koncentračním gradientu 2 kultivačních médií, 
a to BSK-H a RPMI-1640 (foto: Adéla Rubešová). 

Součástí obou kultivačních médií (BSK-H i RPMI-1640) je acidobazický indikátor 

(fenolové červeně), který při změně pH mění barvu. Okyselením tedy z červeného neutrálního 

kultivačního média vzniká nažloutlé. Lze tak rychle vizuálně vyvodit, zdali k nárůstu bakterií 

došlo. Z Obrázku 6 je patrné, že viditelné snižování pH kombinovaného kultivačního média 

nastalo od 40% BSK-H. Z Obrázku 6 je také patrné, že pod 20% BSK-H nedošlo ke změně 

barvy média a dá se tedy odvodit, že bakteriální nárůst bude minimální či žádný. Tyto závěry 

však musely být potvrzeny pomocí fluorescenční mikroskopie (viz Tabulka 3 a Obrázek 7 níže). 
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Za využití směsi fluorochromů ze soupravy LIVE/DEADâ BacLightä Bacterial 

Viability Kit, fluorescenčního mikroskopu Opton Axioskop při 200x a 400x zvětšení a kamery 

Olympus DP70, byl stanoven nárůst Bb v jednotlivých koncentracích BSK-H média 

(viz Tabulka 3 a Obrázek 7 níže). 

Tabulka 3: Nárůst mikrokolonií Bb v jednotlivých koncentracích BSK-H k RPMI-1640 médiu. 

Koncentrace 
BSK-H média  

100% 
BSK 

90% 
BSK 

80% 
BSK 

70% 
BSK 

60% 
BSK 

50% 
BSK 

40% 
BSK 

30% 
BSK 

20% 
BSK 

10% 
BSK 

0 %  
BSK 

Nárůst Bb 
(mikrofilmů) ++ ++ ++ ++ ++ ++ + + – – – 

++ tvorba shodných mikrofilmů s kontrolními mikrofilmy vytvořenými ve vhodných podmínkách (ve 100% 
komplexním BSK-H médiu, kultivace při 34 °C), ++ určeno jako nejvhodnější poměr médií pro Bb 
+ tvorba menších mikrofilmů, než jsou mikrofilmy kontrolní či výskyt suspendovaných cystických forem 
– nedošlo k tvorbě žádných mikrofilmů 

Na Obrázku 7 (viz níže) lze tyto nárůsty vidět na mikroskopických snímcích (A–H). 

Obrázek 7A zastupuje koncentraci 0% BSK-H (100% RPMI-1640) ve které je patrné, 

že dochází k úhynu borelií a tvorbě cystických forem. Podobně na tom byla i kultivace v 10% 

BSK-H médiu (viz Obrázek 7B), došlo k tvorbě mrtvých cystických forem a velmi malé 

množství borelií bylo s neporušenou membránou, ale na těchto již byla patrná tvorba cystických 

forem. První koncentrací, kde docházelo k tvorbě mikrokolonií, byla koncentrace 20% BSK-H 

média. Tvořily se mikrokolonie, které však byly tvořeny především mrtvými cystickými 

formami a jen velmi malým počtem živých spirochet (viz Obrázek 7C). Tvorba srovnatelných 

mikrokolonií (ne však velikostně) se nacházela v kultivaci s 30% BSK-H kombinovaným 

médiem. Byly zde viditelné mikrokolonie stočených spirochet Bb, které neměly porušenou 

plazmatickou membránu (Obrázek 7D). Na Obrázku 7E je znázorněn nárůst mikrokolonie 

ve 40% BSK-H médiu do srovnatelných velikostí s mikrokoloniemi vytvořenými ve 100% 

BSK-H médiu (viz Obrázek 7H). Odlišností však je, že při kultivaci ve 40% BSK-H médiu bylo 

viditelné větší množství cystických forem a bakterií s porušenou buněčnou membránou. 

Mikrokolonie srovnatelné jak velikostně, tak i životaschopností bakterií tvořících 

příslušné kolonie s mikrokoloniemi vytvořenými ve 100% BSK-H médiu, byly kolonie narostlé 

při kultivaci v 50% BSK-H médiu (viz Obrázek 7F níže). Při kultivaci v takto kombinovaném 

médiu (1:1) nedocházelo ani ke tvorbě cystických forem, proto byl tento poměr médií zvolen 

jako nejvhodnější. Na obrázku 7G je zaznamenána kultivace v 60% BSK-H médiu, bez tvorby 

cystických forem a na Obrázku 7H pak tvorba mikrokolonií při kultivaci ve 100% BSK-H 

médiu (0% RPMI-1640). Tvorba mikrokolonií v 70% až 90% BSK-H médiu byla srovnatelná 

s mikrokoloniemi vytvořenými ve 100% BSK-H médiu (nejsou zde znázorněny). 
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Obrázek 7: Snímky nárůstu B. burgdorferi po 5denní kultivaci v koncentračním gradientu 2 médií 
(BSK-H a RPMI-1640), barveno propidium jodidem a SYTO® 9. Snímky pořízené fluorescenčním 
mikroskopem při zvětšení 200x (E, F a H) a 400x (A–D a G) (foto: Adéla Rubešová). 
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Na základě jednotlivých výsledků, jak vizuálních, tak i mikroskopických, byl jako 

nejvhodnější poměr médií BSK-H a RPMI-1640 pro kultivaci Bb při 34 °C stanoven poměr 1:1 

(BSK-H k RPMI-1640 médiu). 

Pro stanovení nejvhodnějšího poměru živných médií pro kultivaci lidské buněčné linie 

U937 byla opět využita kultivace ve společném koncentračním gradientu obou médií, ale nyní 

při 37 °C a v atmosféře s 5 % CO2. Před napipetováním kultury eukaryotických buněk do jamek 

s postupně vzrůstající koncentrací RPMI-1640 média bylo nutné stanovit počet buněk v 1 ml 

bakteriální kultury. Pro stanovení koncentrace eukaryotických buněk nám posloužila buněčná 

kultura obarvena trypanovou modří v poměru 1:1 a Bürkerova komůrka. Trypanová modř 

proniká jak do živých, tak i do mrtvých buněk. Živé buňky ji však aktivně transportují vně přes 

buněčnou membránu, jsou tedy průhledné, zatímco mrtvé buňky se jeví jako modré. Spočítala 

jsem tedy jen neobarvené buňky (živé) a stanovila jejich počet v 1 ml původní buněčné 

suspenze pomocí níže uvedeného vzorce: 

P = 2,5 ∙ 10$ ∙ %&'()*ý	-)č&/	00	*	1	č/*&2%í%4
5

∙ ředění = 2,5 ∙ 10$ ∙ ?
?@
∙ 2 = 50000 bb×ml-1 

P – počet buněk v 1 ml, n – počet počítaných čtverců, ředění (1:1) = 2 

Výsledná koncentrace tedy byla 50000 buněk v 1 ml buněčné kultury. Já ve svém 

experimentu potřebovala koncentraci 5000 buněk v jedné jamce, proto jsem do jednotlivých 

jamek pipetovala 100 µl. Eukaryotické buňky byly kultivované po dobu 7 dnů při 37 °C 

v atmosféře s 5 % CO2. Poté jsem vyhodnotila nárůst buněk v jednotlivých jamkách 

pomocí inverzního mikroskopu při 100–200x zvětšení, abych mohla stanovit nejvhodnější 

poměr kultivačních médií tak, aby nedocházelo k přerůstání. Po porovnání výsledků i z předešlé 

kultivace Bb byl za nejvhodnější poměr BSK-H a RPMI-1640 média zvolen poměr 1:1. 

Následně již stačilo obě kultury kultivovat při shodných kultivačních podmínkách a potvrdit 

tyto závěry.  

Kultivovala jsem tedy obě kultury ve shodných koncentračních gradientech 

a při stejných kultivačních podmínkách, tedy po dobu 7 dní při 37 °C a v kontrolované 

atmosféře s 5 % CO2. Po 7 dnech jsem experiment vyhodnotila na základě nárůstu obou kultur 

a potvrdila závěry předešlých kultivací. 

Pro stanovení nárůstu eukaryotických buněk jsem znova stanovila koncentraci buněk 

v 1 ml kultury, kdy jsem se zaměřila pouze na stanovení nárůstu ve 100% koncentraci  

jak BSK-H, tak i RPMI-1640 média. 
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P100% BSK = 2,5 ∙ 10$ ∙ %&'()*ý	-)č&/	00	*	1	č/*&2%í%4
5

∙ ředění = 2,5 ∙ 10$ ∙ AB
A@
∙ 2 = 700000 bb×ml-1 

P100% RPMI = 2,5 ∙ 10$ ∙ %&'()*ý	-)č&/	00	*	1	č/*&2%í%4
5

∙ ředění = 2,5 ∙ 10$ ∙ ?C
A@
∙ 2 = 475000 bb×ml-1 

Po stanovení nárůstu eukaryotických buněk v BSK-H médiu a RPMI-1640 je patrné, 

že na podmínkách společné kultivace bude nejvíce záležet na výsledcích kultivace Bb, jelikož 

eukaryotické buňky rostou v obou médiích, a dokonce v BSK-H médiu ještě lépe. Při tomto 

stanovení se tedy kladl větší důraz na výsledky kultivací spirochet Bb v kombinovaných 

médiích. 

Pro další krok bylo tedy zvoleno médium 1:1 (BSK-H k RPMI-1640) a kultivační 

podmínky odpovídající kultivaci euk. buněk (37 °C a kontrolovaná atmosféra s 5 % CO2). 

Posledním krokem experimentu pak byla společná kultivace bakteriální kultury 

B. burgdorferi s lidskou buněčnou linií U937. Nejdříve jsem obarvila bakteriální kulturu 

fluorochromem CFSE a nechala 30 min inkubovat, během této doby jsem si stanovila 

koncentraci buněčné linie U937 opět vystavením kultury trypanové modři a počítáním 

neobarvených buněk v Bürkerově komůrce. Koncentrace buněk v 1 ml buněčné kultury byla 

stanovena výpočtem (viz níže) na 1,575×106 bb×ml-1. K další kultivaci však byla nutná přibližná 

koncentrace 1,1×106 bb×ml-1. Proto bylo napipetováno 0,7 ml (viz výpočet níže) této buněčné 

kultury U937 do kultivační láhve s 5,3 ml kombinovaného média (1:1). 

PU937 = 2,5 ∙ 10$ ∙ %&'()*ý	-)č&/	00	*	1	č/*&2%í%4
5

∙ ředění = 2,5 ∙ 10$ ∙ DE
A@
∙ 2 = 1,575×106 bb×ml-1 

1,575×106 bb………1 ml 

1,100×106 bb………x ml ® x = 0,698 ml @ 0,7 ml 

K 6 ml této buněčné kultury byla poté připipetována fluorescenčně obarvená bakteriální 

kultura (0,5 ml) a antibiotický roztok B 1:100 (65 µl). Takto se kultury nechaly společně 

kultivovat 3 dny při 37 °C v kontrolované atmosféře s 5 % CO2. Po 3denní kultivaci jsem 

si připravila mikroskopické preparáty a eukaryotická jádra byla obarvena fluorochromem 

DAPI, který byl součástí montovacího média VECTASHIELDâ Mountig Medium 

for Fluorescence with DAPI (Vector Laboratories). Výsledky kultivace jsem pozorovala 

ve fluorescenčním mikroskopu Opton Axioskop při 400x zvětšení a snímky byly poté pořízeny 

kamerou Olympus DP70 (viz Obrázek 6 níže).  

Eukaryotická linie U937 je odvozená od histiocytárního lymfomu a jedná se tak o nedi-

ferenciované nádorové buňky monocytárního typu. Při mém experimentu však došlo 

u některých buněk této monocyto-makrofágové linie k diferenciaci do aktivovaných buněk 
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schopných fagocytózy (viz Obrázek 6A–C níže). Spirochety Bb při kultivaci s eukaryotickými 

buňkami začaly tvořit shluky stočených spirochet a ty adherovaly k eukaryotickým buňkám. 

U některých mikrokolonií došlo k adherenci bez zjevné fagocytózy (viz Obrázek 6D), další 

mikrokolonie pak byly eukaryotickou buňkou fagocytovány (viz Obrázek 6A–C níže). Zelená 

cytoplazma eukaryotických buněk tedy značí, že dochází k fagocytóze bakterií Bb. 

  

  

  
Obrázek 8: Snímky adherovaných morfologických forem bakterie B. burgdorferi (barveno za využití 
CFSE) k eukaryotickým buňkám linie U937 (barveno za využití DAPI) pořízené pomocí 
fluorescenčního mikroskopu při 400x zvětšení. Šipky označují formy adherované, hvězdičkou je pak 
označena extracelulární cystická forma (foto: Adéla Rubešová – A, D a E; Michal Křupka – B, C a F). 
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Na Obrázku 6E a 6F je viditelná další forma Bb tvořící se při kultivaci s eukaryotickými 

buňkami linie U937, a to forma cystická. Na Obrázku 6E je patrná adherence cystických forem 

k eukaryotickým buňkám, na rozdíl od mikrokolonií však tyto cysty nejsou fagocytovány. 

Z tohoto experimentu nelze s úplnou určitostí říci, že se spirocheta transformovala do cystické 

formy až po navázání k eukaryotické buňce, jelikož se tvořily i cystické formy, které 

adherované k těmto buňkám nebyly (viz Obrázek 6E označeno ⋆). Na Obrázku 6F je však 

patrné, že nejdříve dochází k adherenci spirochety k eukaryotické buňce a poté k transformaci 

v cystickou formu Bb. 

Při odečítání výsledků z mikroskopických preparátů bylo určeno procentuální 

zastoupení jak eukaryotických buněk, které bakterie fagocytovaly, tak i procentuální zastoupení 

eukaryotických buněk, ke kterým byly bakterie Bb navázané (adherované) a nebyly zjevně 

fagocytovány. Tyto jednotlivé eukaryotické buňky byly počítány v 10 zorných polích 

(viz Tabulka 4 níže). 

Tabulka 4: Počet jednotlivých eukaryotických buněk linie U937 vzhledem k lokalizaci bakterií 
B. burgdorferi (Bb) po 3denní kultivaci s touto bakteriální kulturou. Počítáno v 10 zorných polích. 

 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10. Součet 

Počet všech euk. buněk 17 20 13 12 9 18 15 13 16 10 143 

Počet fagocytujících 
euk. buněk (x1) 

1 4 3 4 0 1 4 0 3 2 22 

Počet euk. buněk 
s adherovanými Bb (x2) 

0 1 0 0 2 3 1 2 0 1 10 

Výpočet procentuálního zastoupení: 

 x1 = AA∙?@@
?GE

 = 15,38 @  15,4 % 

 x2 = ?@∙?@@
?GE

 = 6,99 @ 7,0 % 

Ze získaných výsledků lze tedy shrnout, že více než 15 % eukaryotických buněk linie 

U937 bakterie Bb fagocytovalo, a to hlavně ve formě mikrokolonií (viz Obrázek 6A–C výše).  

Menší procento eukaryotických buněk (přesněji 7 %) bakterie Bb nefagocytovalo, ale bakterie 

byly k eukaryotickým buňkám adherované (viz Obrázek 6D–F výše).  
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6 Diskuze 

Bakterie druhové komplexu B. burgdorferi sensu lato disponují mnohými mechanismy, 

které jim umožňují vyhýbat se imunitnímu systému hostitele. Mezi tyto mechanismy patří 

například antigenní variabilita, která umožňuje boreliím tvořit neustále hostiteli neznámé 

antigeny. Bb také využívají molekulární mimikry, pomocí kterých se snaží napodobit hostiteli 

vlastní molekuly a tyto molekuly poté vystavit na svůj povrch. Dalším z mechanismů 

je intracelulární lokalizace těchto bakterií v imunologicky privilegovaných buňkách. 

V neposlední řadě je také jedním z možných mechanismů tvorba odlišných morfologických 

forem, které disponují různými antigenními vlastnostmi a různou rezistencí k podmínkám 

organismu hostitele. Všechny tyto mechanismy dle některých autorů vedou k delší perzistenci 

Bb v organismu hostitele (Schwan et al., 1991; Miklossy et al., 2008). 

Transformace spirochet Bb byly již v minulosti studovány experimenty při kultivaci 

bakteriální kultury v neoptimálních kultivačních podmínkách pro růst (Gilmore, 2012). Byla 

také potvrzena návratnost těchto sférických forem zpět do původní spirochetální podoby 

jak při in vitro kultivacích, tak i in vivo (Brorson et Brorson, 1998a; Brorson et Brorson, 1998b; 

Gruntar et al., 2001). 

V mém experimentu jsem využila jednu z nejrychlejších metod indukce odlišných 

morfologických forem Bb, a to transformaci vyvolanou osmoticky (Brorson et Brorson, 1998a). 

Při srovnání mých výsledků s výsledky publikovaných studií lze říci, že při osmotické indukci 

došlo ke shodným morfologickým změnám jako ve studii publikované v roce 2008 (Miklossy 

et al., 2008), kde je popsán vznik agregátních forem tvořených cystickými formami a stočenými 

spirochetami. V mém experimentu však bylo zároveň patrné díky použití soupravy 

LIVE/DEADâ BacLightä Bacterial Viability Kit (Molecular Probes, L7007), které z těchto 

forem mají, či nemají porušenou cytoplazmatickou membránu a jsou tudíž živými, či mrtvými 

formami Bb (viz Obrázek 5 výše). Tato část mého experimentu mi tedy umožnila rozeznat 

jak formy cystické, tak i mikrokolonie tvořené z cystických i spirálních forem Bb. 

Při in vitro kultivaci eukaryotických buněk linie U937 s Bbss byl viditelný 

jak extracelulární výskyt neadherovaných, tak i výskyt adherovaných cystických forem Bb 

k těmto eukaryotním buňkám (viz Obrázek 8E výše). Při využití fluorochromu CFSE bylo 

patrné, že minimálně některé cystické formy mají aktivní intracelulární esterázy a nejedná 

se tak pouze o degenerativní formy spirochet Bb (viz Obrázek 4A a 8 výše), což již bylo jinými 

výzkumníky i potvrzeno (Alban et al., 2000).  
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Optimální teplotní podmínky pro růst bakterie B. burgdorferi sensu stricto jsou 

v rozmezí 30 °C až 34 °C. Bylo však prokázáno, že i při vyšších teplotách rostou velmi dobře, 

a to hlavně při 37 °C (Veinović et al., 2016), což jsem mohla pozorovat i při svém experimentu. 

Otázkou, která však již dlouho dobu zůstává nezodpovězena navzdory probíhajícím 

výzkumům, je, zdali jsou cystické formy Bb příčinou přetrvávajících infekcí, které se vyskytují 

u 10 % až 20 % pacientů i po odpovídající antibiotické léčbě. Tyto chronické potíže, někdy 

označované také jako post-Lyme disease syndrom, se projevují ospalostí, slabostí, bolestí 

kloubů či svalů a narušením kognitivních funkcí (Feng et al., 2016). Díky malému počtu studií 

zabývajících se jednotlivými morfologickými formami spirochet Bb in vivo není zcela jasné, 

jakou roli jednotlivé morfologické formy této bakterie zastávají v patogenezi LB, nebo zdali 

vůbec nějakou roli v patogenezi LB mají. Například studie publikována v roce 2010 naznačuje, 

že sférické formy opravdu roli v perzistentních infekcích mají (Al-Robaiy et al., 2010). 

U již tak málo publikovaných studií zabývajících se in vivo výskytem sférických forem 

B. burgdorferi také nelze opomenout, že v jednotlivých studiích byla použita jiná terminologie 

jednotlivých sférických forem. Nelze tak jednoznačně vyvodit jednotné závěry z těchto dílčích 

studií (Lantos et al., 2014). Další významným krokem by v této oblasti tedy bylo sjednocení 

názvosloví a zavedení přesných charakteristik různých morfologických forem Bb. Zároveň 

by bylo vhodné provést další studie i na jiných patogenních druzích rodu Borrelia (Křupka 

et al., 2007). 

Z těchto závěrů je tedy patrné, že je víc než důležité dále tyto odlišné morfologické 

formy spirochet Bb studovat, a to hlavně v in vivo podmínkách. Zároveň je taky potřeba 

se zaměřit na zefektivnění eradikace veškerých morfologických forem Bb v organismu 

hostitele již v počáteční fázi infekce, a to nejen forem spirochetálních. Při léčbě lymeské 

boreliózy také zamezit možné indukci morfologických změn spirochet v těle pacienta (Sapi 

et al., 2011; Feng et al., 2016). 

Dosavadní studie zatím neprokázaly významný vliv jak kombinované, tak i prodloužené 

antibiotické léčby při terapii chronických obtíží pacientů (Feng et al., 2016). Studie, které 

se zaměřují především na léčbu chronických obtíží prodlouženou aplikací antibiotik, 

a to po dobu nejméně 6 nepřetržitých měsíců, doposud zcela neprokázaly účinnost této léčby 

jako klinicky přínosnou pro pacienta s chronickými obtížemi (Klempner et al., 2001; Feder 

et al., 2007; Berende et al., 2016). Některé studie však u pacientů „údajné“ zlepšení 

nespecifických symptomů uvádí. Toto zlepšení ovšem u pacientů netrvalo po vysazení 

několikaměsíční antibiotické léčby dlouho a došlo k relapsům dřívějších obtíží (Krupp et al., 
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2003; Stricker, 2007; Fallon et al., 2008). Za pozornost také stojí i ti pacienti, kteří si díky 

dlouhodobé antibiotické terapii přihodily symptomy nové, způsobené příslušnou antibiotickou 

léčbou (Ettestad et al., 1995; Feder et al., 2007; Ljøstad et al., 2008). 

Na závěr je ještě vhodné zmínit, že díky vzniku různých morfologických forem Bb 

je také obtížnější diagnostika lymeské boreliózy (Brorson et Brorson, 1997), kdy by opět lepší 

porozumění těmto odlišným morfologickým formám mohlo vést ke zlepšení diagnostických 

metod lymeské boreliózy, například založených na základě rozdílnosti produkovaných 

cytokinů či rozdílné antigenicitě těchto odlišných morfologických forem Bb (Cerar et al., 2013; 

Meriläinen et al., 2016).  
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7 Závěr 

Přestože je původce lymeské boreliózy znám více než 30 let zůstává tento patogen 

zahalen mnohými nejasnostmi. Jednou z nich je klinický význam jednotlivých morfologických 

forem této bakterie. Proto jsem se ve své bakalářské práci na tuto problematiku zaměřila 

a snažila jsem se jí co nejlépe porozumět. 

V teoretické části své práce jsem se ze začátku krátce zmínila o obecné historii, kde jsem 

se zaměřila pouze na pro mne významné mezníky ve výzkumu jak už lymeské boreliózy, 

tak především spirochet Borrelia burgdorferi. Na tuto kapitolu jsem následně navázala popisem 

onemocnění, které je těmito spirochetami zapříčiněno. Popsala jsem tedy patogenezi, 

diagnostiku, léčbu a samotnou prevenci lymeské boreliózy. V poslední teoretické kapitole jsem 

se věnovala bakteriálnímu komplexu B. burgdorferi sensu lato, u kterého jsem popsala 

charakteristickou morfologii spirochety B. burgdorferi s. l. a poté jsem charakterizovala 

jednotlivé formy, které je tato spirocheta schopna vytvářet. 

V praktické části své bakalářské práce jsem za využití několika fluorochromů 

a fluorescenční mikroskopie byla schopna detekovat různé morfologické formy gramnegativní 

bakterie B. burgdorferi s. s., která dokáže za nepříznivých podmínek změnit svou spirochetální 

formu do odolnějších morfologických forem. 

Ve svém experimentu jsem se tak soustředila na indukci těchto odolnějších 

morfologických forem vystavením bakteriální kultury osmotickým vlivům a eukaryotickým 

buňkám buněčné linie U937. Posledním krokem mého experimentu bylo zavedení nové 

metody, která by umožnila společnou kultivaci spirochet B. burgdorferi s. s. s eukaryotickými 

buňkami linie U937 a mohla by tak sloužit při dalších studiích v laboratoři Ústavu imunologie 

Lékařské fakulty Univerzity Palackého v Olomouci ke kultivaci bakterií rodu Borrelia 

s eukaryotickými buňkami. 

Shrnu tedy, že významným krokem, který by mohl ulehčit objasnění této problematiky, 

by bylo sjednocení názvosloví a zavedení přesných charakteristik různých morfologických 

forem bakterie Borrelia burgdorferi. Zároveň by také bylo vhodné provést další studie  

i na jiných patogenních druzích rodu Borrelia než jen na druhu B. burgdorferi s. s. (jediný 

patogenní druh severoamerického kontinentu). V neposlední řadě by se další studie měly 

rovněž zaměřit na klinický význam odlišných morfologických forem a věnovat pozornost léčbě 

lymeské boreliózy kombinovanými antibiotiky v časné fází tohoto onemocnění, a to za účelem 

eradikace veškerých forem B. burgdorferi s. l. v organismu hostitele. 
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