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1. ÚVOD 

Lymeská borelióza je infekční onemocnění, která se vyskytuje v Americe, Evropě a 

některých částech Asie. Pro každou oblast je charakteristický určitý druh bakterie a její 

přenašeč. Onemocnění Lymeská borelióza je způsobeno komplexem bakterií Borrelia 

burgdorferi sensu lato (Bbsl). V Evropě se nejčastěji vyskytujícími se bakteriemi z toho 

komplexu jsou Borrelia afzelii a Borrelia garinni a primárním přenašečem je klíště 

obecné (Ixodes ricinus). 

V literárním přehledu své bakalářské práce se budu zabývat biologií rodu Borrelia, 

dále povrchovými proteiny bakterie Borrelia burgdorferi a komplexním popisem 

samotného onemocnění. Pokusím se charakterizovat a blíže přiblížit přetrvávající potíže 

po léčbě, možné příčiny těchto potíží a také popis nespirálních forem bakterií rodu 

Borrelia.  

V praktické části se budu zabývat produkcí a purifikací rekombinantních antigenů, 

konkrétně OspA, OspC a DbpA, následným využitím těchto proteinů pro přípravu 

vakcinačních dávek a provedením metody Western blot pro vyhodnocení produkce 

protilátek a jejich detekce. V další části poté budou pořízeny fotografie z fluorescenční 

mikroskopie vzorku bakterií B. burgdorferi a bude proveden test Imunoblot na detekci 

protilátek. 

 V návaznosti na tento experiment budou provedeny výzkumy zabývající se typizací a 

expresí proteinů OspA a OspC v bakteriích rodu Borrelia. 
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2. SOUČASNÝ STAV ŘEŠENÉ PROBLEMATIKY 

2.1. Biologie borélií 

Rod Borrelia patří společně s rody Treponema a Leptospira do kmene Spirochety. Tyto 

rody jsou důležité zejména pro mikrobiologii (Votava, 2010). 

 Bakterie rodu Borrelia jsou spirálovitého tvaru bez pevné buněčné stěny. Stavba celé 

buňky je vyobrazena na obr. 1. Délka těchto mikroorganismů se pohybuje v rozmezí 10–

30 µm a jejich průměr činí 0,2 – 0,3 µm. Na obou jejich koncích se může nacházet 7–14 

bičíků (amfitricha), které jsou zodpovědné za pohyb buňky. Obecně jsou bičíky 

lokalizovány v periplasmatickém prostoru. Výjimečná je ale v tomto ohledu bakterie 

stejného rodu, konkrétně B. sinica, což je bakterie, která podle dostupných informacích 

obsahuje v periplasmě pouze 2–4 bičíky, jež jsou s největší pravděpodobností 

zodpovědné za její omezenou mobilitu (Masuzawa, 2001). 

Co se týče struktury bičíků, tak jsou složeny převážně ze dvou typů proteinů – 

minoritně se jedná o FlaA, což je protein, jehož molekulová hmotnost je 38 kDa 

(Mr=38 000), a majoritně zastoupeném FlaB o molekulové hmotnosti 41kDa 

(Mr=41 000) (Ge, 1998).  

Samotný tvar bakterií rodu Borrelia je dán bičíky, jež jsou stočené kolem 

protoplasmatického válce. Ve srovnání s ostatními bakteriemi buněčná stěna bakterií rodu 

Borrelia nemá aktivní roli ve tvarové rozdílnosti. Inaktivace genů pro FlaB indukuje 

snížení mobility a tyčinkovou formu mutovaných bakterií (Motaleb, 2000). 

 Struktura celé bakteriální buňky (Obr. 1) je podobná struktuře Gram negativních buněk 

(G-), což znamená, že obsahují periplasmatický prostor, který se nachází mezi 

cytoplasmatickou membránou a buněčnou stěnou. Celá buněčná stěna je u takovýchto 

bakterií poté tvořena dvouvrstvým fosfolipidovým filmem. Na vnější straně jsou poté 

navázány lipopolysacharidy. Detailní popis struktury buněčné stěny je vyobrazen na Obr. 

2. U buněk rodu Borrelia se ale vyskytují určité anomálie, které jsou pro tuto skupinu i 

charakteristické. Například se jedná o absenci lipopolysacharidů a také nadbytek 

lipoproteinů ve vnější membráně (Fraser, 1997; Bergstrom, 2002).  

Jako dvě hlavní lipidické složky membrán těchto bakterií byly identifikovány dva 

fosfolipidy, konkrétně se jedná o fosfatidylcholin a fosfatidylglycerol a také dva atypické 

glykolipidy, konkrétně 1-O-palmitoyl-2-O-oleyl-3-O-α-D-galaktopyranosyl-sn-glycerol 

a cholesterol 6-O-palmitoyl-β-D-galaktopyranosid. Oba výše zmíněné glykolipidy jsou 

schopné vyvolat produkci specifických protilátek při imunizaci myší (Krupka, 2007). 
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Obr. 1: Struktura buňky B. burgdorferi z elektronového transmisního mikroskopu. A-

transverzální řez. 1 – vnitřní membrána, 2 – vnější membrána, 3 – periplasmatický prostor. B. 1 

– cystická forma Borrélií, 2 – transversální řez, spirální forma, 3 – podélný řez, spirální forma 

(Krupka, 2007).  

 

 

Obr. 2: Stavba buněčného bičíku a struktura buněčné stěny bakterií. Vlevo buněčná stěna G-

bakterie, vpravo buněčná stěna G+ bakterie (Prescott, 1996, upraveno). 
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Struktura genomu 

Spirochety rodu Borrelia jsou velice unikátní bakterie i co se genomu týče. Jeden za 

základních charakteristických znaků těchto mikroorganismů je mimořádně složitý genom 

obsahující jeden lineární chromozom s velikostí přibližně jedné mega báze a několik 

cirkulárních i lineárních plasmidů (Krupka, 2007). 

 Chromozom Borrelií je relativně malý, pokud jeho velikost budeme porovnávat s 

ostatními bakteriálními chromozomy, jejichž velikost genomu se pohybuje v rozmezí 

580-9 300 kpb (Brisson, 2012). 

 

2.1.1. Outer surface proteins (Osp) 

Outer surface protein A (OspA) 

Tento protein byl prvním popsaným proteinem ze skupiny Osp u Borrelií (Barbour, 

1983). OspA je protein, jehož relativní molekulová hmotnost je podle literatury 31 kDa 

(Mr=31 000). Gen pro tento protein je součástí bicistronního operonu na plasmidu lp54 a 

je exprimován společně s geny pro další povrchový protein – OspB (Howe, 1985). 

Exprimování těchto proteinů probíhá například ve střední části gastrointestinálního traktu 

klíštěte a jejich exprese je regulována během přenosu do vnímavého hostitele (Templeton, 

2004). 

 Hlavní funkce OspA spočívá ve vazbě ke glykoproteinům TROSPA, které se vyskytují 

se střevním epitelu klíštěte. Biologická funkce tohoto glykoproteinu v klíštěti ale zatím 

nebyla objasněna (Lähteenmäki, 2001).  

 Garcia ve svém článku z roku 2005 dokázal, že OspA a OspB se přímo váží 

komplementový receptor CR 3 (CD11b/CD18) u hostitelů (obratlovců), čímž vyvolávají 

aktivaci buněk imunitního systému (Garcia, 2005). OspA aktivuje imunitní systém tím, 

že se přichytí k vhodným receptorům (Singh, 2006). To může být jeden z důvodů snížené 

exprese OspA/OspB během přenosu na hostitele (obratlovce), což minimalizuje 

zánětlivou imunitní reakci v časném stádiu infekce. Na druhou stranu ale Crowley objevil, 

že exprese OspA v hostiteli je stimulována v zánětlivém prostředí, částečně po 

zymosanem indukovaném zánětu (Crowley, 2003).  

 Není zcela jasné, zda zvýšení exprese OspA během chronické infekce je pouze 

odpověď bakterií na zánětlivou imunitní odpověď proti těmto bakteriím, nebo zda exprese 

OspA je pro bakterie Borrelií nutná k vytvoření chronické infekce. Jedno z vysvětlení na 
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aktivaci exprese OspA u Borelií během chronické fáze infekce je takové, že OspA může 

mít potenciální ochrannou funkci buněk Borrelie (Orndorff, 1999). 

 

Outer surface protein B (OspB) 

Molekulová hmotnost tohoto lipoproteinu je podle literatury 31 kDa (Mr=31 000), avšak 

jeho zdánlivá hmotnost podle SDS-PAGE elektroforézy je 34 kDa (Mr=34 000). Tento 

protein je kódován jedním operonem lokalizovaným na 54-kb lineárním plasmidu B. 

burgdorferi. OspA i OspB jsou syntetizovány bakterií B. burgdorferi v infikovaných 

nenakrmených klíšťatech a regulace jejich syntézy probíhá během sání klíštěte (Becker, 

2005).  

Sigma faktory jsou iniciované faktory, které podporují vazby RNA polymeras ke 

specifickým iniciačním pozicím a následně jsou uvolněny. RpoS (σ(S)) faktor je hlavní 

transkripční regulátor hlavní stresové odpovědi. Řídí pozitivně nebo negativně expresi 

několika stovek genů, které jsou většinou zapojeny do metabolismu, transportu, 

regulačním a stresovém řízení. Druhým sigma faktorem je RpoN (σ (54)), který je 

zodpovědný za expresi enzymů zapojených v argininovém metabolismu (RpoS, 2020; 

RpoN, 2020).  

Exprese OspA a OspB v bakterii B. burgdorferi započne následně po vstupu a usídlení 

spirochet v přenašečích.  Během transmise z přenašeče do hostitele B. burgdorferi se 

snižuje exprese OspA a OspB a zároveň se zvýší exprese jiných proteinů, jako OspC nebo 

DbpA. Tato selektivní a časová exprese OspA a OspB v klíštěti předpokládá, že tyto dva 

proteiny mohou fungovat během časné spirochetální kolonizace a pobytu spirochet v 

klíštěti. Je ale málo informací o roli tohoto proteinu a jeho životním cyklu v samotné 

bakterii B. burgdorferi (Neelakanta, 2007).  

 

Outer surface protein C (OspC) 

Dalším vnějším proteinem je OspC (dříve pC) s molekulovou hmotností 23 kDa 

(Mr=23 000). Geny pro tento protein jsou lokalizovány na plasmidu cp26. Tento protein 

je syntetizován během pozdní fáze infekce u savců (Marconi, 1993). Pochopení funkce 

tohoto proteinu nastalo s objevem Salp15, což je ligand pro OspC a je to imunosupresivní 

protein (Zhang, 1997).  

 Salp15 je rozpustný protein ve slinách přenašeče (klíštěte) a potlačuje imunitní 

odpověď hostitele proti komponentám z klíštěcích slin. Salp15 inhibuje proliferaci CD4+ 

T lymfocytů tím, že se naváže na extracelulární doménu CD4+ molekuly a inhibuje 
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vápenaté kanály. Tyto kanály jsou nutné k aktivaci transkripčních faktorů NF-kB a NF-

AT během doby, kdy receptory T lymfocytů zprostředkovávají signalizaci (Garg, 2006; 

Anguita, 2002). 

 

Outer surface protein D (OspD) 

OspD je dalším povrchově exprimovaným proteinem bakterie B. burgdorferi a jeho 

molekulová hmotnost je 28 kDa (Mr=28 000). Gen, který kóduje tento protein se nachází 

na lineárním plasmidu 38 (lp38) (Li, 2007). Je zajímavé, že při změně teploty, konkrétně 

z 23℃ na 35℃ exprese OspD v bakterii B. burgdorferi klesne asi 13x (Ojaimi, 2013). 

Existuje několik hypotéz o roli tohoto proteinu, například že nemusí být zásadní pro 

samotný přenos spirochet během sání klíštěte. Všechny tyto exitující hypotézy je nutné 

blíže ověřit (Xi, 2007).  

 

Outer surface protein E/F (OspE/F) 

Gen pro syntézu proteinu OspE se nachází na 5´-konci operonu a obsahuje 513 nukleotidů 

kóduje protein o 171 aminokyselinách s vypočítanou molekulovou hmotností 19,2 kDa 

(Mr=19 200). Gen pro OspF se nachází na genu pro syntézu proteinu OspE, skládá se z 

690 nukleotidů a kóduje protein o 230 aminokyselinách s molekulovou hmotností 26,1 

kDa (Mr=26 100) (Barbour, 1984). Většina paralogů OspE se váže na FH (faktor H), což 

je jeden z regulátorů alternativních drah (Zipfel, 1999).  

 Díky výše zmíněným podobnostem a také podobností k vazbě na faktor H jsou 

proteiny OspE a OspF řazeny pod termín Erps (Brissette, 2008). Jejich role v přežití 

spirochet během infekce není ještě zcela známá (Siegel, 2010; Hammerschmidt, 2012). 

 

2.1.2. Dekorin vážící proteiny (Dbp) 

Dekorin je proteoglykan, který se skládá z jádra o molekulová hmotnosti je 36 kDa 

(Mr=36 000), obvykle substituovaného jedním GAG řetězcem chondroitin dermatan 

sulfátového typu. GAG jsou dlouhé, nerozvětvené, disacharidové opakující se řetězce, 

které jsou extrémně heterogenní skupinou. Dermatan sulfát, heparin, heparin sulfát a 

chondroitin sulfát jsou různé třídy GAG vyznačující se jejich částečnou disacharidovou 

opakující se jednotkou a/nebo rozdílností v jejich stupni modifikace. GAG a 

proteoglykany jsou také základními stavebními kameny savčích tkání a jsou cílem mnoha 

bakteriálních patogenů (Rostand, 1997).  
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DbpA a DbpB jsou lipoproteiny o molekulové hmotnosti 20 kDa (Mr=20 000), 

respektive 18kDa (Mr=18 000). Jsou kódovány operonem na lp54 a byly identifikovány 

jako dekorin vazebné proteiny v gelových testech. Navzdory jejich 56 % sekvenční 

podobnosti, DbpA se od DbpB v některých vlastnostech liší: 

1. schopností účinněji vázat dekorin 

2. schopností inhibovat vazby bakterie B. burgdorferi k imobilizovanému dekorinu 

3. schopností vyvolat obrannou imunitní odpověď proti B. burgdorferi kultivované in 

vitro 

4. vysokým stupněm polymorfismu se sekvenční podobností tak nízkou jako 58 % mezi 

alelami (Feng, 1998) 

Zdá se, že DbpA a DbpB zřejmě nejsou exprimovány v přenašeči také to vypadá, že 

jejich exprese se zvýší během infekce více než při kultivaci in vitro (Hagman, 2000).  

Přestože DbpA/DbpB není zásadní pro schopneost B. burgdorferi způsobit infekci u 

laboratorních myší, zakódované proteiny mají role, které je třeba blíže zkoumat (Leong, 

2010). 

 

VlsE 

Tento protein má molekulovou hmotnost rovnu 36 kDa (Mr=36 000) a vyskytuje se na 

povrchu vnější buněčné stěny pro člověka patogenních Borrelií. Transkripční část tohoto 

lipoproteinu je lokalizována v místě vls, které obsahuje šest různých (VRs) oblastí se 

střídajícími se sedmi oblastmi nízké variability (IR). Předpokládá se, že nepřerušovaný 

rekombinant v regionu vysoké variability výrazně brání efektivní odpovědi hostitelského 

imunitního systému, což umožňuje vznik chronických infekcí a přežití samotných 

spirochet v savcích (Bubeck-Martinez, 2005). Protein VlsE je kódovaný vlsE genem, 

který tvoří část tak zvané vls lokusu, a je lokalizován blízko telomeru lineárního plasmidu 

lp28-I (Vink, 2012). 

Navzdory přítomnosti variabilních regionů (VR) a přizpůsobení terciárních proteinů, 

což částečně potlačí neměnné oblasti, vykazuje protein VlsE vysokou imunogenitu a 

proto je také běžně užíván při serologických testech na onemocnění Lymeská borelióza. 

Podle novějších studií, je tento protein silně exprimován pouze v podmínkách in vivo, 

takže jedinou cestou, jak získat pravý antigen pro konstrukci diagnostických testů, je 

spolehnout se na genetické inženýrství (Sung, 2001).  
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Jak bylo ale prokázáno v několika nezávislých studiích, obohacení diagnostických 

testů na přítomnost protilátek proti B. burgdorferi proteinem VlsE značně zvyšuje 

citlivost a spolehlivost prováděného sérologického testu (Krzemień, 2017).  

 

2.2. Lymeská borelióza 

2.2.1. Charakteristika onemocnění 

Lymeská borelióza je nemoc, která je způsobena bakteriemi náležícími do druhového 

komplexu Borrelia burgdorferi sensu lato (Bbsl), což je komplex 10 druhů bakterií 

patogenních pro člověka - B. afzelii, B. bavariensis, B. bissettii, B. burgdorferi sensu 

stricto, B. garinii, B. kurtenbachii, B. lusitaniae, B. mayonii, B. spielmanii a B. valaisiana. 

U dalších 12 druhů, které patří do stejného komplexu, zatím patogenita prokázána nebyla. 

Jedná se o B. americana, B. andersonii, B. californiensis, B. carolinensis, B. chilensis, B. 

finlandensis, B. japonica, B. lanei, B. tanukii, B. turdi, B. sinica a B. yangtzensis (Krupka, 

2007; Rudenko, 2011).  

Onemocnění je rozšířeno v Americe, Evropě a částečně i v Asii. Mezi přenašeče tohoto 

onemocnění patří klíšťata rodu Ixodes. V USA se jedná nejčastěji o druhy I. scapularis a 

I. pacificus, v Evropě je typickým přenašečem tohoto onemocnění I. ricinus (Obr. 3), 

přičemž nejvíce zamořené jsou oblasti Střední a Severovýchodní Evropy (Mead, 2015). 

 

Obr. 3: Vlevo samice, vpravo samec I. ricinus (převzato z: scalibor.cz; 2020) 
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2.2.2. Klinické příznaky onemocnění 

2.2.2.1. První časná lokalizovaná fáze 

V této fázi je charakteristický výskyt erythremy migrans, jež bude blíže popsána dále. Ta 

se objevuje u většiny pacientů v prvních týdnech od napadení přenašečem (různé druhy 

klíšťat) (Borchers, 2015)  

 

Erytrema migrans 

Mezi nejčastěji vyskytující se kožní projevy patří erytrema migrans (Obr. 4), která se 

projevuje asi u 70-95 % pacientů během prvních tří týdnů po nákaze a prezentuje se jako 

červená, kulatá nebo oválná skvrna s centrálním vyblednutím. Některé léze mají 

terčovitou morfologii. Může měřit 5 nebo i více centimetrů, ačkoliv maximum se může 

měnit. Co se týče výskytu, tak se erytrema migrans u dětí nachází nejčastěji na hlavě a 

krku. U dospělých je napadenou částí těla například okolí pánve (Borchers, 2015). 

 

 

Obr. 4: Erytrema migrans (Cardenas-de la Garza, 2019). 
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2.2.2.2. Druhá časná diseminovaná forma 

Jedná se o druhou fázi, která nastupuje týdny až měsíce po vystavení nákaze a jejím 

projevem je například celotělový výskyt erytremy migrans, dále Lymeská artritida, 

Lymeská neuroborelióza a vzácněji Lymeská karditida (Borchers 2015). 

 

Lymeská artritida 

Je to druhý nejběžnější příznak u amerických pacientů. Artritida je asymetrická, 

monoartikulární (postižení jednoho kloubu) nebo oligoartikulární a může být současně v 

přerušované nebo trvalé formě. Nejčastěji postiženým kloubem je koleno (Arvikar, 

2015). Zánět drobných kloubů nemoc přímo nevylučuje, i když se v tomto případě může 

jednat o revmatologické onemocnění. Typicky jsou klouby oteklé, mohou být i zarudlé, 

synoviální tekutina obsahuje leukocyty, především polymorfonukleární buňky (Pícha, 

2013). 

 

Lymeská neuroborelióza  

Lymeská borelióza postihuje nervový systém u 10–15 % infikovaných pacientů, jak v 

Evropě, tak i v USA. Pokud bychom se na tento příznak podívali z patofyziologického 

hlediska, tak zjistíme, že infekce způsobuje multifokální zánět periferních nervů, zánět 

pavučnice a ojediněle může zasáhnout mozek, či míšní parenchym. Mnohem běžněji ale 

dochází k postižení kraniálních a periferních nervů. Zdaleka nejčastěji ale způsobuje 

kraniální neuropatii – obrna IV. obličejového nervu – slabost jedné části obličeje, 

zahrnující ztížené zavírání očí a sevření rtů. Dlouho se předpokládalo, že radikulární 

symptomy způsobují dermatom na místě, kde došlo ke kousnutí klíštětem, novější práce 

ale ukázaly, že to bylo mylné (pojmem radikulitida se myslí zánět míšních nervů) (Ogrinc, 

2016).  

 Pokud Lymeská neuroborelióza (LNB) zasáhne CNS, pak je pro ni typická 

cerebrospinální fluidní pleocytóza a snížená hladina CSF proteinu (až 100krát nižší). CSF 

glukóza se pohybuje v rozmezí normálních hodnot, nebo může být lehce snížená. Studie 

předpokládají, že spirochety vstupují do CNS brzy po infekci, stimulují lokální produkci 

CXCL1, chemokinu přitahujícího B-buňky, což vede k migraci a následné proliferaci pro 

B. burgdorferi specifických buněk. Dalším diagnostickým markerem, který se zkoumá, 



19 

 

je koncentrace CXCL13 v CSF. Tento marker je také využíván při diagnostice. (Halperin, 

2019). 

Lymeská karditida 

Klinické projevy jsou nejasné, respektive nespecifikované, odpovídající širokému 

spektru srdečních obtíží. Obvykle ale zahrnuje mdloby, ztrátu vědomí, slabost, dýchací 

obtíže, bušení srdce anebo i bolest na hrudi (Krause, 2014). Podle dostupných dat v 

literatuře je Lymeská karditida obvykle spojována s vyrážkou, neurologickými symptomy 

nebo artritidou (Scheffold, 2015). 

O tomto příznaku se začalo poprvé psát již v roce 1980 a představuje velmi vzácný 

projev Lymeské boreliózy (Stanek, 2011). Odhaduje se, že k postižení srdce dochází, v 

případě evropských pacientů, u 0,3-4 % pacientů infikovaných Lymeskou boreliózou. V 

Americe se tento příznak vyskytuje u 1,5-10 % pacientů bez odpovídající antibiotické 

léčbě (Rostoff, 2010).  

 

2.2.2.3. Třetí pozdní/chronická fáze 

Třetí fáze onemocnění je spojena s chronickým kožním onemocněním, Lymeskou 

artritidou a neurologickými symptomy (Borchers, 2015). 

 

Další dermatologické projevy 

Jinou formou erytremy migrans je tzv. druhotná erytrema migrans, která se dá popsat 

jako erytrema migrans s rozdílnou morfologií. Nejvíce zasaženou oblastí bývá obličej. 

Šíření spirochetální infekce probíhá přes krevní oběh a lymfu (Vasudevan, 2013).  

Acrodermatitis chronica atropicans (ACA) je vzácné kožní onemocnění spojené s 

pozdní fází Lymeské boreliózy. Většinou se vyskytuje v Evropě, a to asi jen u 10 % všech 

infikovaných pacientů (Steere, 2016). 

 

2.2.2. Diagnostika 

Podle Hulínské (2013) je možné diagnostické metody rozdělit do dvou kategorií:  

1. Přímé diagnostické metody 

2. Nepřímé diagnostické metody 

Mezi nepřímé diagnostické metody průkazu tohoto onemocnění patří zjišťování 

specifických antiboreliových protilátek metodou ELISA, nepřímou imunofluorescencí 

IFA a dále Westernblot. Tyto metody slouží k průkazu protilátek IgG a IgM.  
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K přímým diagnostickým metodám zase patří například světelná mikroskopie v 

zástinu, kultivace Borrelií pomocí Barbour-Stoenner-Kellyho kultivační média (BSK), 

histologický průkaz (roztěry po barvení Giemsou a toluidinovou modří nebo stříbrem s  

1-2 % dusičnanem stříbrným po natrávení amylázou), DNA-hybridizace či PCR. Níže 

budou popsány jen vybrané metody. 

 

Blotové metody 

Principem této metody je nejdříve provést diskontinuální SDS-PAGE elektroforézu 

vzorku proteinů, následně blotting proteinů z gelu na membránu a poté detekce proteinů. 

Přítomnost daných proteinů je na membráně detekována použitím primární protilátky, na 

kterou se v dalším kroku váže značená sekundární protilátka (fluorescenčně, 

chemiluminiscenčně). (převzato z: labguide.cz) 

Jako příklad uvádím složení detekční sady Anti-Borrelia EUROLINE-RN-AT (IgG) 

firmy EUROIMMUN. Obsah balení kitu je zachycen na Obr. 5. Všechny roztoky jsou 

připraveny k okamžitému použití.  

 

 

Obr. 5: Komerčně zakoupená sada na provedení testu Wetsern blot. A – zabalená destička na 

provedení testu, B – pufr 10x, C – substrát, D – konjugát 10x, E – pozitivní kontrola 50x; autor: 

Stanislav Čikl 
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ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay)  

Tato metoda patří vedle metody RIA a Luminiscenční imunoanalýzy do skupiny 

heterogenních imunoanalýz. Metoda využívá jako značku sekundární protilátky enzym 

(nejčastěji křenová peroxidasa, alkalická fosfatasa).  

Pro tento test se využívají mikrotitrační destičky potažené protilátkou. K detekci se 

používá vertikální fotometr pro mikrotitrační destičky (reader). Jedna z nevýhod této 

metody je použití vícebodové kalibrační závislosti při každém měření (Beňovská, 2011). 

Obsah kitu firmy EUROIMMUN na provedení této metody je vyobrazen na Obr. 6 a 7. 

 

 

Obr. 6: Vybavení komerčně dostupného kitu na provedení ELISA. A – pufr na promytí vzorků, 

B – substrát, C – promývací pufr 10x, D – konjugát, E – protilátka 200 RU/ml, F – protilátka 20 

RU/ml, G–2 RU/ml, H – negativní kontrola, CH – pozitivní kontrola; autor: Stanislav Čikl 
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Obr. 7: Obsah balení komerčního kitu obsahujícího testovací desku na provedení metody ELISA. 

Autor: Stanislav Čikl 

 

PCR (Polymerase Chain Reaction) 

Při této metodě je využíváno podobného principu, na jakém dochází k syntéze DNA 

během replikace v buňce. Dříve se používal enzym DNA polymerasa izolovaná z bakterie 

Thermus aquaticus, což je termostabilní bakterie. Dnes nachází využití široké spektrum 

reakčních rekombinantních polymeras (i DNA polymerasa z T. aquaticus). Jednotlivé 

fáze zahrnují denaturaci, nasednutí primerů (annealing) a polymeraci DNA. Všechny tyto 

kroky probíhají při jiných teplotách. Produkty PCR se mohou analyzovat jednoduchou 

elektroforézou, nebo značenými oligonukleotidy, nebo pomocí značené protilátky (PCR, 

2019).  

 

2.2.3. Nespirální formy a Post boreliový syndrom 

Termín post-treatment Lyme disease syndrome (PTLDS) byl vytvořen pro klasifikaci 

pacientů, u kterých i přes léčbu přetrvávaly nějaké z výše uvedených příznaků. Společnost 

IDSA (Infectious Diseases Society of America) popisuje subjektivní symptomy PBS jako 

únavu, rozšíření muskuloskeletální bolesti a kognitivní obtíže, které mají za následek 

snížení pracovních, studijních nebo jiných aktivit (Wormser, 2006).  
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Podle nejrůznějších odhadů se míra těchto příznaků pohybuje v rozmezí 0-23,4 % 

(evropské studie) či 0-40,8 % (americké studie) u všech nakažených pacientů (Cerar, 

2010). 

 Konkrétní příčiny přetrvávajících potíží nejsou zatím známy, ale uvažuje se o několika 

možnostech. 

1. Perzistence bakterií, živých, nebo neživotaschopných forem, v organismu, které 

si ale mohou zachovat imunogenní potenciál. Silně je ale v dnešních dnech 

diskutována možnost, že určitou úlohu mohou mít atypické morfologické formy 

borélií. Přechod mezi možnými formami je vidět na Obr. 8. Tyto formy mohou za 

nepříznivých podmínek přecházet v různé nespirální formy. U stárnoucích 

struktur byl in vitro pozorován vznik agregátů. Je možné, že by tyto formy mohly 

například stimulovat imunitní systém, avšak důkaz této myšlenky není (Křupka, 

2019). 

 

 

 Obr. 8: Přechod mezi spirálními a nespirálními formami borélií indukovaný hypotonickým 

prostředím; spirální formy; přechodné formy; nespirální kulovité formy, občas nepřesně nazývané 

jako cysty. Vitální barvení karboxyfluoresceinem sukcinimidyl esterem. Foto: Mgr. Michal 

Křpuka, Ph.D., použité zvětšení 400x. Převzato z Křupka, 2019. 
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2. Autoimunitní reakce. U pacientů s dlouhodobými potížemi byla pozorována 

zvýšení hladiny protilátek, například růstovému faktoru ECGF, apolipoproteinu 

B-100 nebo annexinu A2 (Křupka, 2019). 

3. Koinfekce dalšími infekce přenášenými klíšťaty, kam patří například infekce 

bakteriemi rodu Anaplasma, Bartonella nebo Babesia (Horowitz, 2013).  

 Existují i další možné příčiny jako například poškození tkání, nebo aktivace 

imunitního systému přetrvávající i po eliminaci kauzálních bakterií. Žádná z těchto 

hypotéz ale nebyla potvrzena a není ani jasnou, do jaké míry se tyto mechanismy podílejí 

na přetrvávajících potížích. Dá se ale počítat i s tím, že se tyto mechanismy kombinují 

(Křupka, 2019).  

Termín chronické Lymeské boreliózy (CLD) byl obecně předmět debat napříč 

vědeckou literaturou, lékařskou obcí a společností. CLD byla klinicky popsána jedním 

zdrojem jako přetrvávající bolest, únava a neurokognitivní zhoršení u pacientů, kteří 

neměli předchozí záznamy o Lymeské borelióze (Feder, 2007). V dnešní době je ale CLD 

nejvíce využívána jako všeobecný pojem, který popisuje jedince trpící zdlouhavou 

nemocí s podezřením či důkazem na Lymeskou boreliózu, kteří nespadají do jiné 

kategorie. V různých článcích byla navrhována i jiná označení pomáhající analyzovat 

komplexnost případů CLD. Tyto popisy také prokázaly rozsáhlé možné pohledy na 

klasifikaci CLD. Jedná se například o ADCLS (alternatively diagnosed CLD), což jsou 

pacienti, kteří byli diagnostikováni na klinickém základě a také měli pozitivní výsledků 

testů z neakreditované laboratoře. Další skupinou je například skupina seronegativní 

Lymeská borelióza, která zahrnuje pacienty s diagnostickými příznaky, ale onemocnění 

nebylo prokázáno kvůli teprve propukající infekci (Patrcik, 2015). Obecně se ale tento 

termín nedoporučuje (Nemeth, 2016). 

Aby mohla být potvrzena diagnóza PTLDS, tak podle švýcarské společnosti musí být 

splněna tato kritéria:  

• klinicky a laboratorně dokumentované prodělání Lymeské boreliózy 

• absolvování dokumentované a kompletní antibiotické terapie adekvátní ke konkrétní 

fázi onemocnění  

• perzistentní či rekurentní potíže, jako jsou únava artralgie, myalgie, kognitivní 

dysfunkce či kořenová bolest po dobu delší než 6 měsíců po prodělání terapie 

• pravděpodobná časová návaznost mezi dokumentovanou boreliovou infekcí a 

nástupem symptomů PTLDS – potíže přetrvávající, nebo nastupující do 6 měsíců od 

ukončení antibiotické terapie a jsou přítomny po dobu delší než 6 měsíců 
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• objektivní klinický nález není požadován 

 

Vylučující kritéria jsou podle stejného článku: 

• průkaz aktivní infekce 

• souběh jiného onemocnění, jako jsou aktivní revmatologické, neurologické nebo 

psychiatrické choroby (Křupka, 2019).  

Dle dostupných informací a poznatků jsou spekulace, že pleomorfismus hraje roli v 

patologii Lymeské boreliózy a tyto různé morfologické formy mohou přispět nebo 

prodloužit trvání v lidském hostiteli (Bamm, 2019). 

Jedním z relativně běžných způsobů indukce kulovitých tělísek bakterií B. burgdorferi 

je nedostatek živin, zvláště pak chybění sérových faktorů v kultivačním mediu. Borrelia 

spp je známá tím, že má nedostatek potřebných požadavků pro de novo synthesu 

aminokyselin. Tyto aminokyseliny poté tvoří z látek obsažených ve vektorech nebo 

hostitelích (Groshong, 2017; Fraser, 1997). Mechanismus transformace do kulovitých 

tělísek zahrnuje v prvním kroku expanzi vnější membrány a následně ve druhém kroku 

obtočení protoplasmatického cylindru a na Obr. 9 je výše popsané schéma vzniku těchto 

struktur (Schwarzbach, 2015). 

 

 

Obr. 9: Schéma vzniku kulovitých tělísek bakterie B. burgdorferi. Převzato z Bamm, 2019. 
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Pleomorfické formy Borrelie spp byli detekovány během enzootického životního 

cyklu spirochet, konkrétně ve středním střevu klíšťat (Dunham-Ems, 2012). Tyto formy 

byly volně popsány jako sferuly, granuly, cysty, kokoidy nebo kulovitá tělíska (Bamm, 

2019). 

Borrelie se mohou vyskytovat také ve formě klastrů nebo agregátů. Tyto klastry jsou 

zodpovědné za formování mnoha biotických a abiotických povrchů a existují informace, 

že obsahují extracelulární DNA, alginát a kalcium. To jsou známé komponenty extra 

polymerických substancí (EPS). Následně vyvstaly dohady, zda forma biofilmu může být 

mechanismem, jakým spirochety mohou odolávat v hostiteli. (Bamm, 2019). 

 

2.3.  Epidemiologie 

Jako hlavní přenašeč Lymeské boreliózy se uvádí klíště obecné (Ixodes ricinus), které 

dokáže tuto nemoc přenést na člověka i na zvířata. Bakterie rodu Borelia přežívají ve 

střevě infikovaného klíštěte a v okamžiku přisátí klíštěte k postiženému objektu se 

přemisťují do slinných žláz. Riziko přenosu infekce se tedy zvyšuje s dobou přisátí 

klíštěte (Lymeská borelióza, 2015). 

Ixodes ricinus má čtyřstupňový vývojový cyklus, který zahrnuje stádia vajíčka, larvy, 

nymfy a dospělého jedince. Délka tohoto cyklu se pohybuje mezi třemi a šesti lety a závisí 

na klimatických podmínkách. Pro nalezení hostitele si klíště vybralo strategii přepadení, 

které zahrnuje to, že klíště vyleze na vrcholek rostliny a čeká na vhodného hostitele. 

(Randolph, 2004). 

Pár dní po nasycení se klíště pustí hostitele a spadne na zem. Několik měsíců trvá, než 

klíště přejde do své další vývojové fáze, nebo, jedná-li se o dospělou samičku, začne klást 

několik tisíc vajíček a následně zemře. Jen malá část klíšťat dokončí svůj vývojový 

cyklus: okolo 10 % larev se vyvine do nymfy a pouze kolem 10 % nymf je schopno 

dosáhnout stupně dospělého jedince (Hofmeester, 2016). 

Klíště tráví většinu svého života ve vegetaci. Teplota a relativní vlhkost jsou klíčové 

předpoklady pro vývoj, přežití a aktivitu klíštěte. Panuje shoda, že právě to jsou limitující 

faktory geografického rozšíření klíšťat (Sprong, 2018). Klimatické změny posledních 

dekád pak mají za důsledek prodloužení aktivity klíšťat (Sprong, 2012). 

Výše zmíněné předpoklady implikují, že klíště je více rozšířené v oblastech opadavých 

lesů, kde žijí malí savci a vysoká zvěř, nicméně i v některých oblastech s dostatečnými 

srážkami, se může vyskytnout velká populace I. ricinus na otevřených stanovištích jako 
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například: na loukách a v rašeliništích (Van Duijvendijk, 2015). Nicméně některá ohniska 

nízké intensity byla zaznamenána i v městské zeleni, jako třeba v parcích či na zahradách 

(Guy, 1991). 

Epidemiologickou situaci v Česku vystihuje Obr. 10. Na něm zřetelné, že červené 

oblasti znázorňují nejvyšší míru infikovanosti přenašečů onemocnění. Naopak bíle a 

zeleně jsou vyznačeny relativně bezpečné zóny. V těchto oblastech je riziko onemocnění 

menší, avšak nemusí být nulové.  

 

 

Obr. 10: Mapa výskytu I. ricinus k 29.1.2020. Převzato z: Www.web.natur.cuni.cz 
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Státní zdravotnický ústav (SZÚ) nepravidelně vydává data o výskytu infekčního 

onemocnění Lymeská borelióz na území ČR. Nejaktuálnější data jsou z roku 2016. Ve 

zprávě z května roku 2017 je možné sledovat vývoj a počet pacientů nakažených daným 

infekčním onemocněním. Počet infikovaných obyvatel byl vyšší v roce 2016 než v roce 

2015. Co se týče věkových skupin, tak nejvíce zasaženou skupinou jsou malé děti ve věku 

5/9 let a také starší lidé ve věku 55/64 a 65/74 let.  

Dále jdou vysledovat další informace, jako například že nejvyšší hodnoty výskytu 

tohoto onemocnění se vyskytují v letech 2015 a 2016 v 16–37 kalendářním týdnu. Toto 

období odpovídá i aktivitě přenašečů a také teplým počasím. Do tohoto období ale mohou 

spadat i případy, které jsou chronické, či identifikované v pozdějších stádiích onemocnění 

(Kříž, 2017). 

 

2.4. Léčba a vakcinace 

V poslední třetině 20. století proběhl v Severní Americe pokus porovnávající penicilin G, 

erytromycin a tetracyklin, léčivé látky běžně předepisované k léčbě Lymeské boreliózy. 

Z tohoto pokusu vyplynulo, že penicilin a tetracyklin jsou vhodné k potlačení trvání 

erytremy migrans (Steere, 1980). Pacienti s Lymeskou boreliózou byli léčeni antibiotiky 

(primárně penicilinem G) s různým stupněm úspěchu. Tento způsob se využívá i dnes 

(Steere, 1985).  

 

Tabulka 1a Shrnutí léčby vybraných příznaků onemocnění Lymeská borelióza (Stanek, 2018, 

upraveno) 

 

Klinické 

projevy 

Antibiotikum Aplikace Délka 

(dny) 

Erytrema 

migrans, 

Boreliový 

lymfocytom 

Doxycyklin Orální 10-14 

Amoxicilin Orální 14 

Cefuroxim Orální 14 

Fenoxymethyl 

penicilin 

Orální 14 

Azitromycin Orální 1/4/6 

Eritromycin Orální 14 

Ceftriaxon I.v. 14 

Penicilin G I.v. 14 
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Tab. 1b Shrnutí léčby vybraných příznaků onemocnění Lymeská borelióza (Stanek, 2018, 

upraveno) 

 

Neuroborelióza 

a srdeční 

problémy 

Ceftriaxon I.v. 14-28 

Penicilin G I.v. 14-28 

Doxycyklin Orální 14-28 

Acrodermatitis 

chronica 

atropicans 

Doxycyklin Orální 21 (21-28) 

Amoxicilin Orální 21 (14-28) 

Ceftriaxon I.v. 21 (14-28) 

Penicilin G I.v. 21 (14-28) 

 

Jak je možné vidět v Tab. 1, tak pro různá stádia Lymeské boreliózy se používají různé 

léčivé látky, které zvyšují úspěšnost vyléčení pacientů. Je ale důležité uvést, že například 

antibiotikum doxycyklin se nesmí podávat dětem, těhotným ženám a také lidem s alergií 

na dané antibiotikum, penicilin G je nevhodný pro pacienty s alergií na betalaktamová 

antibiotika (Stanek, 2018). 

 

Vakcinace  

Úplně první vakcína proti Lymeské borelióze LYMErix byla registrována roku 1998 

v USA, ale o 5 let později byla stažena z trhu pro nedostatek zájmu (Plotkin, 2011; 

Poland, 2011). Tato vakcína byla založena na rekombinantním povrchovém proteinu A 

(OspA) bakterie B. burgdorferi (kmen ZS7) a byla vyvíjena evropskou společností 

GlaxoSmithKline (Fikrig, 1992).  Na vývoji druhé vakcíny ImmuLyme se podíleli 

Pasteur Mérieux Connaght (Nesich, 2020). 

 Vakcína LYMErix byla určena pacientům ve věku 15–70 let, ale ImmuLyme pro 

pacienty ve věku 18–92 let. Tyto vakcíny byly ale nevhodné jak pro těhotné ženy, tak pro 

pacienty s nízkým věkem. Obecně byla vakcína určena zejména pro osoby žijící nebo 

pracujících v lesích nebo travnatých oblastech. Samozřejmě ale mohla být vakcína 

využita i pro pacienty, kteří se nějakým způsobem pohybovali v rizikových oblastech 

(Hughes, 1999).  

Přesto ale musíme zmínit, že tato vakcína byla testována a dostupná pouze v USA, kde 

byl zaznamenán jeden konkrétní patogenetický poddruh. Z tohoto důvodu jsou vakcíny 

vyrobené v USA pravděpodobně neefektivní pro použití v Evropě. Mezi kmeny bakterií 

vyskytujících se v různých geografických oblastech byly nalezeny významné serologické 

rozdíly, které mohou mít mnoho příčin. Vakcína vyvíjená pro použití v Evropě by měla 
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obsahovat směs proteinů B. burgdorferi majících antigenní vlastnosti, které byly získány 

na základě izolace materiálu z kmenů B. burgdorferi vyskytujících se v Evropě 

(Skotarczak, 2015). 
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3. EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

3.1.  Biologický materiál 

Byly použit bakteriální kmeny Escherichia coli BL21, které obsahovaly rekombinantní 

geny pro produkci výše zmíněných antigenů (OspA, OspC, DbpA). Pro vakcinaci byly 

použity myši kmene Balb/C (kvalita SPF). 

 

3.2.  Chemikálie a roztoky 

Albumin (Calbiochem) 

Antibiotikum ampicilin (Sigma) 

Bromfenolová modř (Roth) 

CGSE (Sigma) 

Deionizovaná voda 

FBS (Fetal bovine serum) (SERVA) 

IPTG (isopropyl β-D-1-thiogalactopyranosid) (OmniPur) 

LB-Médium (modifikace média Barbour-Soner-Kelly pod komerčním názvem BSK-H) 

(VWR) 

Methanol (VWR) 

n-butanol (Lach-Ner) 

Nikel-trioctová agarosa (Ni-NTA) (Quiagen) 

10 % roztok Sava  

Standard používaný pro elektroforézu: PageRuler Plus Prestained Protein Ladder 250 µl 

Tween 20 (SERVA) 

 

Barvící roztok 

Coomasie briliant blue v 50% ethanolu (VWR) a 10% kyseliny octové (VWR) 

 

Elektrodový pufr: 

45,3 g Tris (AMRESCO) 

216 g glycinu (VWR) 

15 g SDS (Roth) 

doplnit destilovanou vodou do 3 l 
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Eluční pufr: 

Základní roztok: 500 ml 

3,9 g dihydrátudihydrogenfosforečnanu sodného (VWR) 

8,77 g chloridu sodného (Lach-Ner) 

17,02 g imidazolu (Calbiochem) 

 

Přídavky: 10 ml 

20 µl phenylmethylsulfonylfluoridu (SERVA) 

4 µl leupeptinu (SERVA) 

5,25 µl aprotininu (SERVA) 

Úprava na pH 8 

 

Fixační roztok: 

750 ml isopropanolu (VWR) 

300 ml kyseliny octové (VWR) 

doplnit destilovanou vodou do 3 l 

 

Gely pro elektroforézu  

Dělící gel (15 %) 

7, 5 ml 30 % A/B (akrylamid-bisakrylamid) (SERVA) 

3,75 ml 4xTris pufr pH 8,8 

3,75 ml ddH2O 

75 µl 10 % vodného roztoku persíranu amonného (SERVA) 

15 µl N, N, N´, N´-tetramethylendiamin (TEMED) (SERVA) 

Zaostřovací gel (4 %) 

1,3 ml 30 % A/B (akrylamid-bisakrylamid) (SERVA) 

2,5 ml 4xTris pufr pH 6,8  

6,2 ml ddH2O 

50 µl 10 % vodného roztoku persíranu amonného (SERVA) 

10 µl N, N, N´, N´-tetramethylendiamin (TEMED) (SERVA) 

 

Loadovací pufr pro elektroforézu 

0,755 g Tris (AMRESCO) 

7,95 ml glycerolu (VWR) 
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2,3 g SDS (Roth) 

5 ml 2-merkaptoethanolu (Calbiochem) 

rozpustit v 37,5 ml deionizované vody 

obarvit bromfenolovou modří (Roth) 

upravit na pH 6,8 

doplnit deionizovanou vodou na 50 ml 

 

Lyzační roztok 

Základní roztok: 100 ml 

0,780 g Tris (AMRESCO) 

1,754 g chloridu sodného (mikroChem) 

0,068 g imidazolu (Calbiochem) 

Přídavky: 10 ml 

Phenylmethylsulfonylfluoride (SERVA) 

20 µl EtOH 11,14 g/250 ml (VWR) 

4 µl leupeptinu (SERVA) 

5,25 µl aprotininu (SERVA) 

+ 

10 µl Triton X100 (Sigma) 

5 mg lysozymu (SERVA) 

10 µl EDTA (Sigma-Aldrich) 

Úprava na pH 8 – cca 2,5 ml konc. kyseliny chlorovodíkové (36 %) (VWR) 

 

Očkovací dávka (na 100 ml) 

 10 mg proteinu (rekombinantní antigen OspA/OspC) 

 Hydroxid hlinitý (VAC 20) 

 rozpustit v PBS 

 

Odbarvovací roztok: 

150 ml metanolu (VWR) 

210 ml kyseliny octové (VWR) 

doplnit destilovanou vodou do 3 l 

 

 



34 

 

Pracovní roztok 1x PBS 

 900 ml deionizované vody 

 100 ml zásobního roztoku 10x PBS 

 

Towbinův transferový pufr 

9 g Tris (AMRESCO) 

43,2 g glycinu (VWR) 

600 ml methanolu (VWR) 

doplnit destilovanou vodou do objemu 3 l 

 

Tris promývací pufr: 

Základní roztok: 1 l 

6,06 g Tris (AMRESCO) 

17,54 g chloridu sodného (MikroChem) 

1,36 g imidazolu (Calbiochem) 

 

Přídavky: 10 ml 

20 µl phenylmethylsulfonylfluoridu (SERVA) 

4 µl leupeptinu (SERVA) 

5,25 µl aprotininu (SERVA) 

Úprava na pH 8 

 

Zásobní roztok PBS 10x: 

240 g chlorid sodný (MikroChem) 

6 g chlorid draselný (Lach-Ner) 

40,08 g dodekahydrátu hydrogenfosforečnanu sodného (VWR) 

6 g dihydrogenfosforečnanu draselného (Lach-Ner) 

doplnit do 3 l deionizovanou vodou  
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3.3.  Materiál a přístroje 

Blotovací papír 

Centrifuga sálová (Jouan) 

Centrifuga stolní chlazená (Hettich Mikro 22 R) 

Dialyzační střívko (Spectra Por) 

Digitální váhy (KERN EMB200-2) 

Drtič ledu   

Elektroforetická nádoba (Bio-Rad) 

Elektroforetická skla (Bio-Rad) 

Erlenmayerovy baňky skleněné (2 l) 

Filtrační papír 

Fluorescenční mikroskop (Opton) 

Hřebínek na jamky (Bio-Rad) 

Kádinky 

Kity 

 Kit pro Imunoblot (LYMECHECK Optima IgG a IgM)  

 Kit pro vyvolání chemiluminiscence u Westernblot: Supersignal WestPico PLUS 

Chemiluminiscent Substrate 

Kolona (SIGMA) 

Kyvety (250 ml) 

Laminární box (TRIGON-PLUS) 

Lednice 

Magnetická míchačka (HOTPLATE STIRRER SB 162-3) 

Mikrozkumavky plastové (2 ml, 5 ml, 50 ml) 

Petriho misky 

pH-metr (HANNA pH210) 

Pipety a pipetovací špičky  

Rovnoramenné váhy (CHIXARA) 

Sonikátor (Hielscher UP200S) 

Spektrofotometr (Lasany) 

Stojánek na skla pro elektroforézu (Bio-Rad) 

Termoblok (HOEFER TE77X) 

Třepačka na gely (IKA KS 130 BASIC) 
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Třepačka při 4℃ (HEIDOPLH TITPA MAX) 

Třepačka včetně inkubátoru (Edmund Buhler) 

Ultrazvukový homogenizátor pro sonikaci 

Zdroj napětí (Bio-Rad) 
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3.4.  Metodika 

3.4.1. Kultivace a purifikace 

1. Napipetovat 1000 µl bakteriální kultury do 100 ml zkumavky s LB médiem a nechat 

inkubovat přes noc. Poté přelít celý obsah zkumavky do 1000 ml LB média v 2 l 

Erlenmayerovy baňky. Následně inkubovat při teplotě 37 ℃ a třepat do dosažení 

O.D.600 = 0,6. Následně přidat IPTG a nechat 4 hodiny 

2. Následně postupně roztoky z Erlenmayerových baněk slévat do předem označených 

kyvet o objemu 250 ml. Kyvety vyvážit proti sobě buď na lékárnických vahách, nebo 

pomocí vah digitálních. Vyvážené kyvety centrifugovat 15 min při 4℃ a 9000xg. 

Získaný supernatant odlít do přichystané nádoby s desinfekčním roztokem Sava. 

3. Po posledním zcentrifugování supernatant odlít do nádoby s roztokem Sava, 

rozmíchat pelety v roztoku 1x PBS. Všechny takto rozmíchané pelety slít do jedné 

kyvety a vyvážit pomocí lékárnických vah nebo vah digitálních proti destilované 

vodě. Tyto kyvety poté centrifugovat 15 min při 4℃ a 9000xg. 

4. Vzniklý pelet rozsuspendovat v lyzačním pufru, kdy na 1 gram peletu připadá 10 ml 

lyzačního pufru 

5. Po zcentrifugování odlít supernatant do připravené mikrozkumavky o objemu 50 ml.  

6. Nadrtit ledové kostky pomocí drtiče a vytvořit ledové šupiny. Na tyto šupiny v 

kádince umístit mikrozkumavky s připraveným supernatantem.  

7. Provést sonikaci při 15 opakování po dobu 15 sekund s pauzami 2-3 minuty mezi 

jednotlivými opakováními. Po ukončení sonikace směs vyvážit proti destilované vodě 

pomocí lékárnických vah nebo vah digitálních a centrifugovat 15 min při 4℃ a 

9000xg.  

8. Supernatant po centrifugaci slit do vyautoklávované a uzavíratelné nádoby. Přidat Ni-

NTA agarosu v poměru 1:10. Takto připravenou směs inkubovat na třepačce 10 min 

při 4℃.  

9. Mezitím upevnit malou kolonu pomocí svorek na stojan do chladničky při 4℃. Do 

kolony nejdříve nalít 10 ml destilované vody.  

10. Po uplynutí doby pro navázání Ni-NTA agarosy tuto směs vlít do připravené kolony. 

Roztok poté jímat do připravené kádinky o objemu 100 ml. Po protečení celého 

roztoku, roztok vrátit zpět do nádoby a poté opět nechat protéct přes kolonu.  

11. Po protečení směs vrátit zpět do nádoby. Kolonu promýt pomocí 100 ml Tris 

promývacího pufru. Poté kolonu promýt 100 ml elučního pufru a jímat frakce 1–5, 
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kdy frakce č. 1-4 jímat do mikrozkumavky o objemu 2 ml a frakci č. 5 do 

mikrozkumavky o objemu 5 ml.  

12. Získané frakce poté umístit do chladničky a přejít k přípravě skel pro diskontinuální 

SDS-elektroforézu. 

 

3.4.2. Diskontinuální SDS-PAGE elektroforéza 

1. Připravit si stojan na umístění skel, která je nutné důkladně umýt ethanolem a 

destilovanou vodou a osušit. 

2. Správně umístit skla do stojanu a připravit si dělící gel podle návodu. 

3. Dělící gel nalít 1 cm pod vrchní okraj a převrstvit n-butanolem. 

4. Po ztuhnutí gelu n-butanol vylít a převrstvit destilovanou vodou. Destilovanou vodu 

poté odsát pomocí proužků filtračního papíru. 

5. Připravit zaostřovací gel podle návodu a převrstvit dělící gel. Poté vložit hřebínek tak, 

aby nevznikly bublinky. 

6. Vzorky pro elektroforézu smíchat v poměru 1:1 s SDS loadovacím pufrem. Takto 

připravené vzorky umístit do termostatu (95℃) po dobu 10 minut. 

7. Do elektroforetické komůrky vložit připravená skla, vyjmout hřebínek a nalít 

elektrodový pufr. 

8. Vzorky dávkovat podle pořadí: 14 µl barvivo, 4 µl standard, 10 µl vzorek (frakce 1-

5), 14 µl barvivo. 

9. Poté elektroforetickou komůrku uzavřít, nastavit 180 V po dobu 60 minut. 

10. Po uplynutí 60 minut zhodnotit průběh elektroforézy a podle potřeby čas upravit. 

11. Vypnout elektroforetickou komůrku, vyjmout skla a připravit fixační roztok. 

12. S největší opatrností převést gel do fixačního roztoku a umístit na rolující třepačku na 

dobu 30 minut. 

13. Poté přenést gel do barvícího roztoku na dobu 30 minut a opět umístit na rolující 

třepačku. 

14. Následně gel přenést do odbarvovacího roztoku, kde gel ponechat přes noc na 

třepačce v chladové místnosti přes noc. 

15. Poté provést dialýzu a to tak, že dialyzační střevo nejprve namočit do vody na dobu 

10 minut. Poté napipetovat získané vzorky, střevo uzavřít a ponechat v roztoku PBS 

po dobu 6 hodin. Poté celý postup provést znovu, jen s novou dávkou pufru. 
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3.4.3. Příprava očkovací dávky, aplikace a odběr vzorku 

1. Připravit očkovací dávku podle výše zmíněného návodu. 

2. Aplikaci provést na vzorku myší subkutánně při dodržení všech bezpečnostních 

opatřeních. 

3. Po 14 dnech odebrat první vzorek krve z myšího ocasu. Myší ocas umístit pod 

infralampu a poté ocas naříznout sterilním skalpelem. Vzorek krve poté jímat do 

označené mikrozkumavky, další potřebné vozky odebrat stejným postupem, ale 

v jiných časových intervalech. 

 

3.4.4. Imunoblot LYMECHECK Optima IgG a IgM 

1. Nejdříve všechny reagencie 30 minut ponechat temperovat při laboratorní teplotě  

2. Mezitím diagnostické proužky umístit do plastové nádoby, jež byla součástí balení a 

proužky přelít 2 ml ředícího pufru. 

3. Poté přidat 20 µl neředěného vzorku (krevné sérum z vakcinovaných myší)  na každý 

testovaný proužek a inkubovat 1 hodinu na třepačce. 

4. Po 1 hodině plastovou nádobu odstranit z třepačky, opatrně sejmut plastový kryt a 

roztok odpipetovat do odpadu. 

5. Následně přidat 2 ml připraveného promývacího roztoku A, plastovou nádobu opět 

uzavřít plastovým víkem a po dobu 5 minut ponechat na třepačce, tento postup 

zopakovat ještě dvakrát. 

6. Mezi tím připravit 2 ml konjugátu, kdy na jeden proužek připadá 20 µl konjugátu IgG 

a 2 ml promývacího roztoku A. 

7. Po třetím promytí promývacím roztokem A, který byl odpipetován do odpadu, přidat 

2 ml připraveného konjugátu, které byly za stejných podmínek inkubovány 45 minut. 

8. Po uplynutí 45 minut byl roztok konjugátu odpipetován do odpadu a podle výše 

zmíněného postupu proužek promýt třikrát 2 ml promývacího roztoku A 

9. Po promytí přidat 1,5 ml roztoku substrátu a celou směs inkubovat 8 minut na 

třepačce. 

10. Po 8 minutách roztok substrátu odpipetovat do odpadu a celou reakci zastavit třemi 

promytími celé směsi destilovanou vodou. 

11. Následně proužky vyjmout z plastové nádoby, vysušit mezi filtračními papíry a 

vyhodnotit. 
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3.4.5. Western blot 

1. Nejdříve odebrat vzorky pro celý experiment. Jedná se o vzorky OspA, OspC, 

konstrukt 09 a Bb. 

2. Provést elektroforézu podle výše zmíněného postupu (3.4.2). Vzorky aplikovat podle 

schématu: mezera – standard – vzorek (1:1 s bromfenolovou modří) – mezera – 

standard – vzorek– mezera – standard – vzorek– mezera – standard – vzorek – mezera. 

3. Mezitím aktivovat membránu sestřiženou do tvaru gelu ponořením do roztoku 

methanolu na 2 minuty. 

4. Po ukončení elektroforézy přenést gel do vaničky s Towbinovým transferovým 

pufrem. Do druhé vaničky se stejným pufrem dát dva blotovací papíry vystřižené do 

stejného tvaru jako je tvar gelu a aktivovanou membránu. V roztoku nechat 20 minut 

5. Následně poskládat všechny části do přístroje podle schématu: blotovací papír – gel 

– membrána – blotovací papír. Přístroj připojit ke zdroji napětí při vstupních údajích 

20 V a 400 mA po dobu 1 hodiny 

6. Vytaženou membránu ponořit na chvíli do roztoku 1 x PBS a nechat v barvicím 

roztoku 

 

3.4.6. Vyhodnocení Westernblotu 

1. Připravit 1 l PBS v poměru 9: 1, tzn. 450 ml ddH2O a 50 ml 10x PBS. Poté přidat 

Tween 20 0,5 ml na 1 l roztoku  

2. Membránu sestřihnout skalpelem tak, aby vznikly 4 proužky. Tyto proužky přemístit 

pinzetou do 4 označených Petriho misek. Označení A, C, 09, Bb 

3. K nastříhaným membránám přidat na 2 minuty methanol a slít. 

4. Membrány poté promýt v pomocí připraveného roztoku PBS, umístit na vířivou 

třepačku a po 10 minutách slít. Celý postup zopakovat ještě jednou. 

5. Mezitím připravit blokovací roztok, kdy na 100 ml připraveného roztoku PBS přidat 

1 g albuminu. Petriho misky s proužky sundat z třepačky. 

6. Do Petriho misek přidat 7 ml připraveného roztoku albuminu na ponechat na třepačce 

po dobu 1 hodiny. 

7. V mezičase naředit protilátky v poměru 1:1000 (10 µl roztoku protilátky na 10 ml 

roztoku albuminu), napipetovat do Petriho misek a umístit na třepačku po dobu 1,5 

hodiny. 
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8. Odsát protilátky, 3x promýt roztokem PBS-Tween 20 po dobu 5 minut a umísťovat 

na třepačku. 

9. Přidat 10 ml sekundární protilátky (antimyší IgG protilátka – konjugát s SHRP; poměr 

1:5000) a nechat inkubovat přes noc v chladničce 

10.  Odsát roztok protilátek a 4x promýt roztok PBS-Tween 20 10 ml po 10 minutách na 

třepačce. 

11. Poté 2x promýt 100 ml zředěného roztoku 10x PBS, tzn. 90 ml ddH2O na 10 ml 10x 

PBS po dobu 10 minut. 

12. Pro vyvolání chemiluminiscence použít zakoupený komerční kit. 

13. Membrány z Petriho misek pomocí pinzety přenést do jedné vaničky. 

14. Podle návodu výše zmíněného kitu připravit 8 ml pracovního roztoku v poměru 1:1 a 

přidat k membránám. Roztok se skládá ze stabilního peroxidového roztoku a roztoku 

luminolu. Takto připravený roztok přidat k nastříhaným částem membrány do 

vaničky. 

15. Pomocí přístroje pořídit příslušné fotografie a vyhodnotit. 

 

3.4.7. Fluorescenční mikroskopie 

1. 1 ml bakteriální kultury centrifugovat v 1,5 ml zkumavce při laboratorní teplotě, při 

2500xg 10 minut 

2. Pelet promýt 1 ml PBS o laboratorní teplotě 

3. Promytý pelet rozsuspendovat v 500 µl PBS o laboratorní teplotě  

4. Přidat 500 µl PBS obsahujícího 10 µl CFSE  

5. Protřepat zkumavku a inkubovat ve tmě po dobu 10 minut 

6. Centrifugovat při 2500xg 10 minut při laboratorní teplotě  

7. Rozsuspendovat pelet v PBS s 5% FBS 

8. Centrifugovat vzorek při 2500xg 10 minut při laboratorní teplotě 

9. Rozsuspendovat pelet v PBS s 5% FBS 

10. Roztok umístit na podložní sklíčko, umístit do fluorescenčního mikroskopu a pořídit 

fotografie  
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4. VÝSLEDKY A DISKUZE 

Ve své praktické části jsem se nejdříve zaměřil na kultivaci a vizualizaci samotné bakterie 

B. burgdorferi (Obr. 11). K vizualizaci bylo využito fluorescenční barvení, jehož postup 

byl popsán výše. K pořízení samotné fotografie byl využit fluorescenční mikroskop. 

Mikroskopií jsme prokázali nárůst bakterií spirální morfologie typické pro spirochety. 

Cystická forma, která je pro tyto bakterie typická, zde není moc dobře vidět. Tyto 

formy mohou být z určité části zodpovědné za přetrvávající potíže při léčbě onemocnění.  

 

 

Obr. 11: Fotografie pořízená pomocí fluorescenčního mikroskopu. Jedná se o bakterie B. 

burgdorferi. Zvětšeno 400x. Autoři: Michal Křupka, Stanislav Čikl 
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K vyhodnocení purifikačních procesů byla použita metoda SDS-PAGE diskontinuální 

elektroforézy. Použité vzorky byly jímány po použití elučního pufru. První čtyři frakce 

byly jímány do zkumavek o objemu 2 ml, poslední frakce do zkumavky o objemu 5 ml. 

Námi hledané rekombinantní antigeny OspA, OspC a DbpA byly identifikovány na 

základě srovnání bandu proteinu a bandu standardu molekulových hmotností. 

Molekulová hmotnost je podle literatury pro OspA je 31 kDa, pro OspC 23 kDa a pro 

DbpA 20 kDa.  

Jak můžeme vidět na obr. 12, tak rekombinantní antigen OspA se nám podařilo 

vyizolovat poměrně v čisté podobě. U prvních dvou frakcí (jamky č. 3 a 4) jsou vidět 

kromě cílového proteinu i další slabší bandy. S největší pravděpodobností se může jednat 

o proteiny z bakterie E. coli. Třetí, čtvrtá i pátá frakce (jamky č. 5, 6 a 7) obsahuje 

relativně čistý rekombinantní antigen OspA, jen u poslední frakce je patrné, že 

koncentrace tohoto proteinu již není příliš vysoká. Zřejmě bychom proteiny z E. coli 

pozorovali u dalších vzorků, ale vzorky 3, 4 a 5 již nejsou tak koncentrované jako první 

dva. 

 

Obr. 12: Obr. Elektroforeogram pěti získaných vzorků rekombinantního antigenu OspA. V jamce 

č. 1 – PageRuler Plus Prestained Protein Ladder, jamka č. 2 – možná kontaminace, jamka č. 3 – 

7 pět získaných vzorků rekombinantního antigenu OspA. 
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Na obr. 13 je patrný výsledek purifikace rekombinantního antigenu OpsC, kde je 

možné pozorovat, že první dvě frakce obsahují i jiné složky než námi hledaný 

rekombinantní protein. Jako v případě OspA, i zde se s největší pravděpodobností jedná 

o proteiny z E. coli. Tyto proteiny bychom nejspíše viděli i u dalších tří vzorků, pokud by 

byly stejně koncentrované jako předešlé. Poslední tři frakce tedy obsahují více méně 

čistý, námi hledaný, antigen. 

 

 

Obr. 13: Leketroforeogram pěti získaných vzorků rekombinantního antigenu OspC. Jamka č. 1 – 

PageRuler Plus Prestained Protein Ladder, jamka č. 2 – prázdná, jamka č. 3 – 7 pět získaných 

vzorků rekombinantního antigenu OspC. 

 

  



45 

 

U rekombinantního antigenu DbpA nastal problém v tom, že po provedení 

purifikačních procesů, jímání pěti frakcí a diskontinuální SDS-PAGE elektroforézy 

nebyly patrné bandy tohoto proteinu na gelu. Celý proces byl proveden několikrát, ale 

vždy bez úspěchu.  

 Rekombinantní antigeny OspA a OspC byly dále použity k přípravě vakcinační dávky, 

ale až po proběhnutí dialyzačních procesů, od kterých jsme očekávali další přečištění 

těchto rekombinantních antigenů. 

Test Imunoblotu (Obr. 14) byl vyhodnocen pouze vizuálně. Jako správnost celého 

testu slouží kontrolní proužek, který značí pozitivitu (izotopová kontrola). Je možné vidět, 

že slabou pozitivitu vykazuje OspA a p41, což je flagelin. Tento protein se vyskytuje při 

valné většině všech bakteriálních onemocnění, což znamená, že pro onemocnění 

Lymeská borelióza a konkrétně pro infekci B. burgdorferi není specifický. Za 

jednoznačně pozitivní lze považovat OspC, konkrétně B.  burgdorferi sensu stricto, B. 

afzelii, B. garinii a B. spielmani. 
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Obr. 14: Výsledek testu Imunoblot. Autoři: Kristýna Sloupenská, Stanislav Čikl 

 

V poslední části mé praktické části byl proveden sérologický test, konkrétně Western 

blot (Obr. 15). Nejdříve byla provedena elektroforéza podle postupu popsaného výše. 

Poté byl proveden samotný Western blot, jehož vyhodnocení bylo provedeno pomocí 

chemiluminiscence.  

 První proužek je proužek obsahující OspC. Na tomto proužku je patrné silné pozadí. 

Jsou patrné dvě velmi silné odezvy. První se nachází v oblasti 70–100 kDa (Mr=70 000 

– 100 000) a druhá se nachází v oblasti 25 kDa (Mr=25 000). Podle literatury je hmotnost 

tohoto proteinu 23 kDa (Mr=23 000).    

 Druhým proužkem v pořadí je proužek obsahující Bb, který představuje celobuněčnou 

vakcínu. Tato vakcína obsahovala bakterie B. burgdorferi inaktivované formaldehydem. 
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V tomto případě dostáváme dvě silné odezvy. První je v oblasti 55 kDa (Mr=55 000) a 

druhá v oblasti 35 kDa (Mr=35 00).  

 Posledním je proužek obsahující OspA. Zde dostáváme tři silné odezvy. První je 

v oblasti 70 kDa (Mr=70 000), druhá v oblasti 35 kDa (Mr=35 000) a třetí v oblasti 10 

kDa (Mr=10 000). Druhá odezva je shodná s odezvou pro celobuněčnou vakcínu Bb. 

Podle výše zmíněných literárních pramenů je hmotnost samotného proteinu 31 kDa 

(Mr=31 000).  

Můžeme tedy říct, že oba dva pásy mají nejsilnější odezvu v oblasti 35 kDa 

(Mr=35 000). Pokud bychom chtěli vyvodit nějaký závěr, tak všechny výše uvedené 

informace můžeme vztáhnout k celobuněčné vakcíně. Z toho vyvozuji, že vzorky 

z vakcíny Bb obsahovaly OspA a že tento protein je protein syntetizovaný v časné fázi 

infekce, což odpovídá i literárním pramenům. 
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Obr. 15: Výsledky Western blotu. Zleva: séra myší imunizovaných antigenem OspC, 

celobuněčnou inaktivovanou vakcínou Bb, monovalentním antigenem OspA. Použitý standard: 

PageRuler Plus Prestained Protein Ladder. Autoři: Kristýna Sloupenská, Stanislav Čikl 
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5. ZÁVĚR 

Teoretická část si dala za cíl shrnout dosavadní znalosti o biologii rodu Borrelia a 

konkrétně druhového komplexu B. burgdorferi sensu lato (Bbsl). Byla provedena i 

literární rešerše a zpracována stručná charakteristika povrchových proteinů včetně těch, 

které byly později využity v praktické části. Následoval popis samotného onemocnění 

Lymeská borelióza a jejich fází. Dále byla shrnuta nejnovější data o epidemiologické 

situaci v ČR včetně charakterizace vektoru, tj. klíštěte Ixodes ricinus. Závěr teoretické 

části se pak věnuje popisu léčby a také vakcín, které byly doposud na trh uvedeny.   

 V praktické části jsem se zaměřil na produkci hyperimunních sér, k jejíž produkci byly 

využity dva ze tří vybraných proteinů. Nejdříve se mělo jednat o použití rekombinantních 

antigenů OspA, OspC a DbpA. S těmito proteiny byl proveden také celý purifikační 

proces, který byl zakončen SDS-PAGE diskontinuální elektroforézou s použitím 

standardu pro zjištění přítomnosti požadovaných proteinů na základě porovnání 

molekulových hmotností. Při vyhodnocení gelu s DbpA bylo zjištěno, že se nám tento 

protein nepodařilo vyizolovat v dostatečném množství a ani kvalitě. Po dohodě s 

vedoucím práce bylo dohodnuto, že budou použity pouze dva proteiny, a to OspA a OspC.  

 Dále bylo přistoupeno k přípravě očkovací dávky, její aplikaci do vzorku myší 

subkutánně a odebrání vzorků pro provedení testu na detekci protilátek (Imuno blot) a 

také pro provedení metody Western blot. V poslední části byla provedena fluorescenční 

mikroskopie kultury bakterie B. burgdorferi.  

 Celý tento experiment je jen jednou částí z celého projektu. Výsledkem této první části 

mělo být získání a prokázání přítomnosti protilátek proti třem rekombinantním 

antigenům. To se nám ale podařilo jen u dvou ze tří požadovaných proteinů.  

 V další části budou použity získané protilátky proti OspA a OspC a budou provedeny 

specifické detekce Borrelií v různých kultivačních podmínkách. 

 Všechny námi vytyčené cíle byly splněny. 
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