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1 Úvod 

 

Parazitismus je ţivotní strategie jednoho organismu ţijícího na úkor organismu jiného. 

Řada parazitů, zejména hematofágních, má i schopnost přenášet na hostitelský organismus 

další parazity - viry, bakterie, prvoky (Labuda, 1979). 

Zoonózy jsou onemocnění, která jsou přenášena z obratlovce na člověka (Hubálek, 

2003). Mezi zoonózy patří řada medicínsky velmi významných onemocnění jako mor, 

horečka West Nile, lymeská borelióza a další. Zoonózy jsou významným zdravotním 

problémem v mnoha zemích světa, včetně těch rozvinutých. Jejich rozšíření ovlivňují změny 

prostředí, ale také politické, sociální a kulturní faktory (změny v zemědělství, vyuţívání půdy, 

trávení volného času, …). Řada zoonóz patří mezi tzv. emergentní nákazy - nákazy, které se 

objevují zcela nově, v nových oblastech nebo v nových souvislostech (Kruse et al., 2004; 

Chomel et al., 2007). 

Arboviry (z anglického „arthropode-borne virus―) jsou viry přenášené členovci na 

obratlovce. Nejčastějšími přenašeči arbovirů jsou komáři nebo klíšťata (Nuttall et al., 1994; 

Gritsun et al., 2003). Původce arboviróz najdeme mimo jiné mezi zástupci čeledí Togaviridae, 

Flaviviridae, Bunyaviridae a Reoviridae (WHO, 2004). 

Klíšťová encefalitida (KE) je klíšťaty přenášená, emergentní zoonóza, jejímţ původcem 

je arbovirus – virus klíšťové encefalitidy. KE patří spolu s lymeskou boreliózou k 

nejvýznamnějším klíšťaty přenášeným onemocněním člověka (WHO, 2004). 
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2 Hlavní cíle práce 

 

1. vypracování literární rešerše k tématu, se zaměřením na klíšťata, jimi přenášené 

nákazy a jejich výskyt v urbánních a periurbánních oblastech 

2. stanovení prevalence viru klíšťové encefalitidy v klíšťatech pocházejících 

z českobudějovického lesoparku 

3. porovnání nukleotidových sekvencí získaných z pozitivních vzorků se sekvencemi 

dalších kmenů z jihočeského kraje a s dostupnými sekvencemi v nukleotidových 

databázích 

4. vyhodnocení a interpretace výsledků vzhledem k epidemiologické významnosti 

urbánních biotopů klíšťat 
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3 Literární přehled 

 

3.1 Klíšťata a klíšťáci 

 

Klíšťata a klíšťáci se taxonomicky řadí do kmene Arthropoda (členovci), podkmene 

Chelicerata (klepítkatci), třídy Arachnida (pavoukovci), řádu Acari (Acarina) (roztoči), 

podřádu Ixodida (klíšťata) (Sedlák, 2005). Klíšťata se dále rozlišují na tři čeledi: klíšťáci 

(Argasidae, tzv. „soft ticks―), klíšťata (Ixodidae, „hard ticks―) a Nuttalliellidae (Horak et al. 

2002).  

3.1.1 Klíšťáci 

 

3.1.1.1 Obecná charakteristika  

 

Klíšťáci (Argasidae) nemají výrazný chitinový štít jako klíšťata (proto anglické 

označení „soft ticks―) (Kimmig et al., 2003). Hlavička spolu s ústním aparátem je ukryta na 

břišní straně těla. Z vajíček se líhnou larvy, které sají na svém hostiteli řadu hodin aţ několik 

dnů. Po larválním stádiu následují 3-4 stádia nymfální. Všechna stádia mohou sát krev 

opakovaně. Mezi medicínsky a veterinárně významné rody patří zejména rody Argas a 

Ornithodoros (Stejskal, 1995; Volf et al., 2007). Do čeledi Argasidae patří i další, méně 

významné rody jako Carios nebo Otobius (Horak et al., 2002). 

 

3.1.1.2 Rod Argas 

 

V Evropě patří k významným zástupcům rodu Argas klíšťák holubí (Argas reflexus) 

(Kimmig, 2003). Ze Středomoří a Blízkého východu se rozšířil do měst střední Evropy, kde 

napadá holuby (Columba livia, C. livia domestica), ale můţe téţ napadnout člověka, do jehoţ 

příbytku je schopen se dostat z holubích hnízd okny, šachtami nebo ventilací (Dautel a Kahl, 

1999). Sání A. reflexus můţe způsobit váţnou alergickou reakci, která můţe vést aţ 

k anafylaktickému šoku (Khouri a Maroli, 2004; Spiewak et al., 2006).  
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3.1.1.3 Rod Ornithodoros 

 

Rod Ornithodoros je rozšířen v mnoha zemích světa (Afrika, USA, Kanada). 

V tropech se vyskytuje zástupce Ornithodoros moubata, důleţitý vektor borélií způsobujících 

návratné horečky (Kimmig, 2003). 

 

3.1.2 Klíšťata 

 

3.1.2.1 Obecná charakteristika  

 

Klíšťata čeledi Ixodidae mají na dorzální straně těla pevný chitinový štít (scutum), 

který slouţí jako mechanická ochrana proti poškození. U samců pokrývá celé tělo, u samic 

přibliţně polovinu těla. Ústní aparát směřuje dopředu, proto je dobře viditelný i při pohledu 

shora. Klíšťata procházejí třemi vývojovými stádii. Z vajíčka se vylíhne šestinohá larva, ta se 

po nasátí mění v osminohou nymfu, a z ní se po dalším sání vyvine pohlavně zralý jedinec. 

Klíšťata sají v kaţdém stádiu pouze jednou. Čeleď Ixodidae zahrnuje řadu medicínsky i 

veterinárně významných rodů, jako například Ixodes, Dermacentor, Rhipicephalus, 

Amblyomma či Hyalomma (Kimmig, 2003).   

 

3.1.2.2 Ixodes ricinus 

 

Klíště Ixodes ricinus je v Evropě klíštětem nejčastěji infestujícím člověka, a proto je 

také významným vektorem mnoha humánních patogenů (původců klíšťové encefalitidy, 

lymeské boreliózy, tularémie, anaplazmózy, …).  

Klíšťata rodu Ixodes procházejí třemi vývojovými stádii (larva- nymfa- dospělec). 

Vývoj kaţdého stádia trvá přibliţně rok, takţe celý vývojový cyklus klíště dokončí přibliţně 

za tři aţ šest let, v závislosti na podmínkách prostředí (Volf et al., 2007; Kimmig et al., 2003). 

Klíšťata tohoto rodu se dají označit jako tříhostitelská. Kaţdé stádium po nasátí opouští 

hostitele, svléká se a následně číhá na hostitele příštího (Volf et al., 2007; Randolph et al., 
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2008). Larvy sají především na lesních hlodavcích (Apodemus sp., Microtus sp., Myodes 

glareolus, …), jeţcích, krtcích, ale i na ještěrkách (Labuda, 1979; Volf et al., 2007). Nymfy 

sají na podobných hostitelích jako larvy, ale vyhledávají i ptáky (Turdus merula, T. 

philomelos) (Matuschka et al., 1991; Dautel a Kahl, 1999; Gregoire et al., 2002; Weidmann et 

al., 2006; Waldenström et al., 2007). Samice sají na větších obratlovcích, jako jsou jeleni, 

srny, divoká prasata, skot, kozy a ovce (Labuda, 1979). Samci tohoto rodu krev nesají. Člověk 

můţe být hostitelem pro všechna vývojová stádia (Hubálek et al., 2004). 

Podle vztahu k hostiteli lze zástupce rodu Ixodes rozdělit na specialisty jako například 

I. hexagonus, který saje téměř výhradně na jeţcích, a generalisty, jako je I. ricinus či I. 

scapularis (Kimmig, 2003). Hostitelská specifita má významné důsledky pro cirkulaci 

patogenů. Klíšťata specializovaná pouze na určitý druh volně ţijícího hostitele nepředstavují 

pro člověka přímý zdroj infekce, ale podílejí se na enzootické cirkulaci patogenu v přírodě. 

Na člověka je pak patogen přenesen klíštětem, které můţe sát jak na hostitelích 

kompetentních k přenosu daného patogenu, tak na člověku. Tato klíšťata se označují jako tzv. 

„bridge vector― (Oliver et al., 2003; Bown et al., 2006). 

 

3.1.2.3 Faktory prostředí 

 

Klíšťata jsou ovlivňována abiotickými (teplota, vlhkost) a biotickými (vegetace, 

dostupnost hostitelů) podmínkami prostředí. Tyto podmínky pak ovlivňují geografickou 

distribuci klíšťat (Gritsun et al., 2003). Rychlost vývoje závisí na teplotě, všechna klíšťata 

jsou vysoce citlivá vůči vlhkostnímu stresu (Perret et al., 2004; Randolph et al., 2002, 2008). 

Klíšťata jsou vázána zejména na prostředí listnatých a smíšených lesů, které jim poskytuje 

dostatečnou ochranu před vysycháním. Ze stejného důvodu jsou travní porosty klíšťaty 

vyhledávané méně (Boyard et al., 2008). Klimatické podmínky ovlivňují jak celkovou denzitu 

klíštěcích populací, tak jejich aktuální aktivitu (Gern, 2008). Sezónní aktivita klíšťat začíná na 

jaře, kdyţ teplota překročí hranici cca 7 °C (Süss et al., 2008). Při číhání na hostitele je klíště 

vystaveno různým klimatickým podmínkám. Zejména v letních měsících se vzdušná vlhkost 

dostává pod kritickou hranici. Klíště pak opouští místo na číhání na vrcholcích nízké vegetace 

a přemístí se do zóny opadu, kde dochází k rehydrataci. Se vzdušnou vlhkostí koreluje i 

výskyt larev na hlodavcích (Randolph a Storey, 1999; Randolph et al., 2002; Perret et al., 

2004). 
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3.1.2.4 Adaptace k parazitismu 

 

K zachycení mechanických, tepelných a chemických podnětů pro vyhledání hostitele 

jsou klíšťata vybavena smyslovými orgány, jako je např. Hallerův orgán, nacházející se na 

tarzálních článcích předních končetin (Volf et al., 2007). Přítomnost svého hostitele klíště 

pozná podle otřesů půdy, vydechovaného oxidu uhličitého a vyzařovaného tepla. Po 

zachycení na hostitele vyhledá klíště pomocí pedipalp vhodné místo k sání. Nalezení tohoto 

místa můţe trvat i celé hodiny. K proniknutí do pokoţky hostitele slouţí chelicery, pro 

následné sání chitinem vyztuţený hypostom a opatřený zpětnými háčky. Klíště před sáním 

inokuluje do rány sliny obsahující molekuly s anestetickými, antikoagulačními a 

imunomodulačními účinky (Süss, 2003; Kimmig, 2003). U některých druhů klíšťat můţe být 

fixace v kůţi hostitele posílena ještě vyloučením speciální bílkovinné hmoty, „cementu― (Volf 

et al., 2007). K základním morfologickým adaptacím na ektoparazitický způsob ţivota patří i 

zploštělé tělo a výše zmíněná přítomnost scuta. 

 

3.2 Nemoci přenášené klíšťaty 

 

Klíšťata se jako krev-sající ektoparazité obratlovců často uplatňují jako 

přenašeči/vektoři patogenů, způsobujících onemocnění lidí i zvířat. 

 

3.2.1 Bakteriální onemocnění 

 

Jednou skupinou bakteriálních onemocnění přenášených klíšťaty jsou rickettsiózy, 

tedy onemocnění způsobená bakteriemi rodu Rickettsia. Rickettsie jsou intracelulární 

gramnegativní bakterie (Parola et al., 2005). Mnoho druhů bylo nalezeno a dáváno do 

souvislosti s onemocněním člověka, některé druhy byly izolovány pouze z klíšťat.  

Původce středozemního skvrnitého tyfu, Rickettsia conorii, je přenášen klíštětem rodu 

Rhipicephalus. Původce horečky Skalistých hor, R. rickettsii, je přenášen zejména klíšťaty 

rodů Dermacentor, i kdyţ byl izolován i z klíšťat rodů Amblyomma, Ixodes či Rhipicephalus 

(Hassler, 2003). Rod Dermacentor je ve střední Evropě zastoupen zejména druhy D. 
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marginatus a D. reticulatus, kteří jsou vektory například Rickettsia slovaca (Parola a Raoult, 

2001). Klíšťata rodu Amblyomma přenášejí v jiţní Africe horečku „African tick bite fever―, 

jejímţ původcem je Rickettsia africae (Parola a Raoult, 2001; Parola et al., 2005). 

Původce Q-horečky, Coxiella burnetii, byl nalezen hned u několika druhů klíšťat. 

Klíšťata však zřejmě slouţí hlavně jako přenašeči infekce mezi zvířaty, případně jako její 

rezervoáry. Na člověka se původci Q-horečky daleko častěji přenášejí inhalací infikovaného 

aerosolu při manipulaci s infikovanými zvířaty například na jatkách (Hassler, 2003). 

Další skupinou onemocnění přenášených klíšťaty jsou ehrlichiózy. Ehrlichie jsou malé 

intracelulární gramnegativní bakterie. Některé ţijí v granulocytech, jiné napadají monocyty. 

Lidská granulocytární anaplazmóza (dříve lidská granulocytární ehrlichióza) je přenášena 

klíšťaty rodu Ixodes a jejím původcem je Anaplasma phagocytophilum. Hlavním vektorem 

lidské monocytární ehrlichiózy (Hassler, 2003), způsobené bakterií Ehrlichia chaffeensis, jsou 

klíšťata rodu Amblyomma (Parola a Raoult, 2001; Hassler, 2003). Zástupci rodu 

Rhipicephalus jsou přenašeči E. canis (Dautel a Kahl, 1999). 

Původcem tularémie je oblá, gramnegativní bakterie Francisella tularensis. Přenos 

tularémie na člověka můţe být způsoben přímým kontaktem s infikovaným zvířetem, ovšem 

moţný je i přenos při sání klíštěte. Vektory F. tularensis jsou převáţně klíšťata rodu 

Dermacentor, vzácněji rodu Ixodes (Kredba et al., 1970; Petersen et al., 2009).  

Borrelie vyvolávající návratnou horečku jsou blízce příbuzné původci lymeské 

boreliózy. Vektory jsou zejména klíšťáci čeledi Argasidae (Hassler, 2003). 

Vektory lymeské boreliózy jsou klíšťata  rodu Ixodes. V Evropě I. ricinus, v Americe 

I. scapularis a I. pacificus, v Asii a východní Evropě I. persulcatus. Spirochéty lymeské 

boreliózy patří do komplexu Borrelia burgdorferi sensu lato. Pro člověka jsou prokazatelně 

patogenní tři genomové druhy: Borrelia burgdorferi sensu stricto, B. garinii a B. afzelii. 

Hlavními hostiteli Borrelia burgdorferi jsou drobní obratlovci, plazi a ptáci (Tilly et al., 

2008). 
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3.2.2 Protozoární nákazy 

 

3.2.2.1 Babesióza 

 

Babesie patří mezi jednobuněčné parazity ţijící uvnitř erytrocytů (protozoony). Na 

člověka jsou přenášeny klíšťaty rodu Ixodes, vektory onemocnění zvířat jsou rody Boophilus, 

Dermacentor a Rhipicephalus (Hassler, 2003). 

 

3.2.2.2 Theilerióza 

 

Theilerie jsou řazeny mezi parazity lymfocytů a erytrocytů obratlovců.  

Nejvýznamnějším zástupcem je Theileria parva, původce východoafrické pobřeţní horečky 

skotu. Napadá především skot, ale i zebu a buvoly ve východní a střední Africe. Vektory 

onemocnění jsou klíšťata rodu Rhipicephalus (Volf et al., 2007). 

 

3.2.3 Onemocnění virového původu 

 

Klíšťata přenášejí viry patřící do několika různých čeledí (Bunyaviridae, Reoviridae, 

Togaviridae, Flaviviridae,…) (Hassler, 2003).  

Skotská klíšťová encefalitida postihuje ovce ve Velké Británii, Španělsku, Turecku a 

kozy v Řecku (Charrel et al., 2004; Gritsun et al., 2003). Postihuje ale i ptáky a člověka. 

Původcem je virus vrtivky („louping ill virus―), flavivirus blízce příbuzný viru klíšťové 

encefalitidy (Grard et al., 2007). Virus je přenášen výhradně klíšťaty rodu Ixodes (Hassler, 

2003). Hlavními hostiteli jsou ovce a bělokur skotský (Lagopus lagopus scoticus), u kterých 

způsobuje smrtelnou encefalomyelitidu (Gritsun et al., 2003). 

Hostitelé dalšího klíšťaty přenášeného flaviviru, viru omské hemoragické horečky, 

jsou většinou vodní hlodavci (ondatry, hryzci) a přenašeči klíšťata rodů Dermacentor a 

Ixodes. Průběh je u různých zvířat rozdílný. U myší a křečků způsobuje smrtelnou 

encefalitidu, cibetka nebo člověk jsou zasaţeni hemoragickou horečkou (Hassler, 2003). 
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Hlavním vektorem flaviviru způsobujícího horečku Kjasanurského lesa je klíště 

Haemaphysalis spinigera. Onemocnění postihuje opice, člověka a drobné savce (Hassler, 

2003). 

Přenašeči konţsko-krymské hemoragické horečky jsou klíšťata z rodu Hyalomma 

(Hassler, 2003). Nejdůleţitějšími hostiteli jsou zajíci, virus ale napadá i pštrosy, zoboroţce, 

špačkovité ptáky, skot. Člověk se můţe nakazit po přisátí klíštěte, při styku s krví nebo tkání 

nakaţeného skotu, nebo při pití tepelně neupraveného mléka nakaţeného skotu (Charrel et al., 

2004). 

Virus způsobující coloradskou klíšťovou horečku patří do čeledi Orbiviridae a je 

přenášen klíšťaty rodů Dermacentor a Haemaphysalis (Kapikian a Shope, 1996; Hassler, 

2003). 

Jedním z medicínsky nejvýznamnějších klíšťaty přenášených virů je virus klíšťové 

encefalitidy (VKE) (Gritsun et al., 2003). 

 

3.3 Klíšťová encefalitida 

 

Klíšťová encefalitida je jedním z nejnebezpečnějších onemocnění centrálního 

nervového systému v Evropě a Asii. Je způsobena virem klíšťové encefalitidy, jenţ byl 

poprvé objeven v roce 1937 během expedice do východního Ruska vedené Lvem Zilbrem, 

který pátral po původci akutního onemocnění spojeného s napadením klíštětem (Gritsun et al., 

2003).  

 

3.3.1 Taxonomické zařazení 

 

Virus klíšťové encefalitidy (VKE) patří do čeledi Flaviviridae, rodu Flavivirus 

(Gritsun et al., 2003, Robertson et al., 2009). Flaviviry se dají dělit na viry přenášené klíšťaty, 

viry přenášené komáry (např. viry encefalitidy St. Louis, Japonské encefalitidy, ţluté zimnice, 

West Nile, Dengue) a viry s neznámým přenašečem (např. viry Yokose, Apoi, Rio Bravo) 

(Charrel et al., 2004; Schmaljohn a McClain, 1996). 
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Klíšťaty přenášené flaviviry jsou dále členěny na viry napadající převáţně savce a viry 

napadající mořské ptáky (např. viry Kadam, Meaban, Saumarez reef, Tyuleniy) (Gaunt et al., 

2001; ICTVdB - The Universal Virus Database, version 4). Virus klíšťové encefalitidy (VKE) 

patří například společně s viry skotské klíšťové encefalitidy, Langat, Powassan, virem omské 

hemoragické horečky a virem horečky kjasanurského lesa mezi viry napadající savce (Gritsun 

et al., 2003). 

VKE zahrnuje tři subtypy. Dálně-východní subtyp viru a sibiřský subtyp viru jsou 

přenášené klíštětem Ixodes persulcatus, evropský subtyp klíštětem I. ricinus. Virus klíšťové 

encefalitidy je nejvíce geneticky příbuzný viru skotské klíšťové encefalitidy. Také spolu 

sdílejí stejné vektory, ale liší se geografickým rozšířením, ekologií a mírou patogenity 

(Gritsun et al., 2003; Grard et al., 2007). 

 

3.3.2 Přenos viru klíšťové encefalitidy 

 

Virus klíšťové encefalitidy je arbovirus, coţ znamená, ţe je přenášen členovci (v 

tomto případě klíšťaty rodu Ixodes), v nichţ se i mnoţí. Virus se do těla klíštěte dostane 

nasáním krve infikovaného obratlovce.  

V první fázi se VKE dostává do střeva klíštěte, kde infikuje střevní buňky, poté 

proniká do slinných ţláz. Obratlovce infikuje klíště prostřednictvím viru inokulovaného spolu 

se slinami. Zároveň můţe dojít i k infekci dalších klíšťat sajících na stejném hostiteli 

mechanismem tzv. „co-feedingu― (Labuda et al., 1996; Nuttall et al., 1994). Tento způsob 

přenosu je umoţněn tím, ţe se VKE ihned po vstupu do kůţe obratlovce replikuje v místě sání 

klíštěte a díky migraci infikovaných leukocytů se nakazí i další klíšťata sající v blízkém okolí. 

Tato cesta přenosu se označuje jako přenos neviremický (Labuda et al., 1996). Klasickou 

cestou horizontálního přenosu je nasátí viru s krví hostitele ve viremické fázi. K infekci 

klíštěte virem můţe dojít i vertikálně, prostřednictvím transovariálního přenosu (Danielová a 

Holubová, 1991), kdy jsou patogeny přeneseny ze samice na vyvíjející se vajíčka. Klíště 

nakaţené v kterémkoli stádiu zůstává infikované po celý ţivot. Přeţívání viru v klíštěti během 

metamorfózy se někdy označuje jako přenos transstadiální (Allan et al., 2010). 
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3.3.3 Cyklus viru klíšťové encefalitidy v přírodě 

 

V přírodě cirkuluje virus klíšťové encefalitidy v přírodních ohniscích infekce, jejichţ 

velikost můţe dosahovat od několika čtverečních metrů aţ po mnoho kilometrů (Süss, 2003). 

Cirkulace se odehrává v tzv. „parazitickém trojúhelníku― interakcí mezi virem, 

vektorem a obratlovčím hostitelem (Nuttall, 1999). Hlavními vektory viru klíšťové 

encefalitidy (VKE) jsou klíšťata rodu Ixodes, ve kterých dochází k mnoţení viru, a která jsou 

infikována perzistentně (Süss, 2003). 

 Süss (2003) rozděluje potenciální obratlovčí hostitele VKE do tří skupin. Na 

rezervoárové hostitele, kteří umoţňují rychlé pomnoţení viru, infekce u nich probíhá typicky 

bezpříznakově a sami se rychle mnoţí. Příkladem jsou drobní hlodavci: myšice křovinná 

(Apodemus sylvaticus), myšice lesní (A. flavicollis), hraboš polní (Microtus arvalis), případně 

norník rudý (Myodes glareolus) a hmyzoţravci: rejsek obecný (Sorex araneus), bělozubka 

tmavá (Crocidura russula), jeţek západní (Erinaceus europaeus), krtek obecný (Talpa 

europea) (Boyard et al., 2008; Süss, 2003). 

Indikátoroví hostitelé působí na cirkulaci viru nepřímo tím, ţe poskytují zdroj potravy 

pro populace klíšťat, ovšem jejich podíl na samotné cirkulaci viru je vzhledem ke krátké 

virémii a nízkému titru minimální. Příkladem indikátorových hostitelů mohou být v případě 

VKE srnci, jeleni, daňci, lišky nebo netopýři (Süss, 2003). 

Náhodní hostitelé mohou být nakaţeni, můţe se u nich rozvinout virémie, ale 

neúčastní se cirkulace viru a ani nejsou významným zdrojem potravy pro klíšťata (Süss, 

2003).  

  

3.3.4 Epidemiologie 

 

První klinický popis průběhu klíšťové encefalitidy (KE) pochází od rakouského lékaře 

H. Schneidera z roku 1931 (Banzhoff et al., 2008). 

Výskyt klinických případů KE se od roku 1970 zvýšil ve většině dlouhodobých 

ohnisek výskytu a byla také zaznamenána ohniska nová. V letech 1990-2000 bylo 
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zaznamenáno výrazné zvýšení počtu pacientů infikovaných KE zejména v Německu a 

Pobaltských zemích (Banzhoff et al., 2008).  

Vzestup počtu případů klíšťaty přenášených onemocnění v oblastech severní 

polokoule je dáván do souvislosti se změnami klimatickými i socioekonomickými. Například 

změny ve vyuţívání půdy (zalesňování, fragmentace krajiny) přispěly ke zvýšení početních 

stavů populací vysoké zvěře, přirozených hostitelů klíšťat (Boyard et al., 2008). 

Sezónní maximum počtu případů KE se shoduje se sezónním vrcholem aktivity 

klíšťat, který nastává u I. ricinus mezi květnem a červnem a mezi zářím a říjnem (Grešíková a 

Kaluzová, 1997). I. persulcatus má jen jeden vrchol sezónní aktivity, a to mezi květnem a 

červnem (Gritsun et al., 2003). Člověk se můţe nakazit přímo od přisátého klíštěte nebo 

vzácněji poţitím tepelně nezpracovaného kravského nebo kozího mléka nakaţených zvířat 

(Kříţ et al., 2009). 

Očkováním lze infekci klíšťovou encefalitidou účinně předcházet. Očkování je určené 

pro lidi ţijící v endemických oblastech nebo tyto oblasti navštěvující. Distribuce ohnisek 

výskytu onemocnění je mozaikovitá a podléhá meziročním i sezónním změnám (Süss, 2003). 

 

3.3.5 Patogeneze 

 

Virus klíšťové encefalitidy se do těla hostitele dostane typicky během sání klíštěte 

(Braun, 2003). Následuje 7-14 dní inkubační doby onemocnění, během níţ se jiţ mohou 

vyskytovat časné symptomy, jako je bolest šíje, ramen a beder. KE je dvojfázové 

onemocnění. První fáze je typická chřipce podobnými příznaky (zvýšená teplota, pocit na 

zvracení, bolest svalů) a trvá 1-2 týdny. Po první fázi se u 20-30 % pacientů rozvine fáze 

druhá, která se obecně projevuje jako onemocnění centrálního nervového systému s projevy 

od slabé meningitidy aţ po těţkou encefalitidu s myelitidou a parézami (Gritsun et al., 2003). 

Úmrtnost v Evropě činí  1 % (Charrel et al., 2004). 

Po inokulaci klíštětem napadá virus endotelové buňky cév a Langerhansovy buňky. 

Dále se pak lymfatickým systémem  šíří do mízních uzlin, kde se dále mnoţí. Po pomnoţení 

napadá další orgány, především játra, slezinu a kostní dřeň. V tomto stádiu koluje virus 

krevním řečištěm a nakonec proniká přes hematoencefalickou bariéru i do centrální nervové 
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soustavy, kde můţe způsobovat rozsáhlé léze na šedé hmotě prodlouţené míchy, mozkovém 

kmeni, mozečku a míše (Braun, 2003; Haglund a Günther, 2003). 

 

Onemocnění KE můţe mít řadu forem. Horečnatá forma nemá neurologické příznaky 

a také u ní zřejmě nedochází k poškození centrální nervové soustavy. Meningeální forma je 

nejvíce rozšířená. Projevuje se úpornými bolestmi hlavy, pocitem na zvracení, častým 

zvracením a také bolestí očí. Meningo-encefalitická forma poškozuje centrální nervovou 

soustavu, pacienti jsou unavení, ospalí a někdy mohou upadat do bezvědomí. Symptomy 

zahrnují stahy svalů, zpomalenou srdeční činnost, malátnost, svalový třes, případně krvácení 

ţaludku. Polymyelitická forma je dvoufázová, první fáze trvá 3-7 dní a je provázena bolestmi 

hlavy, zvýšenou teplotou, zvracením a bolestí svalů. Při druhé fázi se zvyšuje teplota, dochází 

k poškozování nervové soustavy, ale zotavení je stále moţné. Chronická forma byla popsána 

u pacientů v Rusku zejména v oblasti Sibiře a bývá spojována se sibiřským subtypem viru. 

Symptomy u této formy onemocnění mohou trvat měsíce aţ roky (Gritsun et al., 2003). 

 

3.3.6 Klíšťová encefalitida na území České republiky 

 

V jarních měsících roku 1948 lékaři F. Gallia a J. Rampas izolovali neznámý virus 

z krve a mozku pacientů, u kterých byly zaznamenány urputné bolesti hlavy, a kteří následně 

neznámé infekci podlehli. Později bylo zjištěno, ţe neznámý patogen je virus příbuzný viru 

klíšťové encefalitidy a ţe přenašečem je klíště Ixodes ricinus (Labuda, 1979). Jednalo se o 

první izolaci viru klíšťové encefalitidy ve střední Evropě (Kříţ a Beneš, 2007).  

V současné době patří v České republice mezi regiony s dlouhodobě nejvyšším 

výskytem klíšťové encefalitidy (KE) jiţní a západní Čechy, střední Čechy, Brněnsko, 

Znojemsko a Ostravsko (Obr. 1, 2) (Kříţ a Beneš, 2007).  

V roce 2006 byl v České republice zaznamenán rekordní počet případů KE – 1029. 

Tento extrémně vysoký výskyt nákazy je vysvětlován klimatickými podmínkami panujícími 

v letech 2005-2006, které byly příznivé pro vývoj a přeţívání klíšťat. Dalším důvodem byla 

nastupující změna v ţivotním stylu. Lidé začali více podnikat výlety do přírody, provozovat 

jiné outdoorové aktivity, a tak byli více vystaveni infikovaným klíšťatům (Kříţ et al., 2009). 
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Obr. 1: Incidence klíšťové encefalitidy u obyvatel České republiky za období 1971-2007 

(Státní zdravotní ústav Praha) 

 

 

Obr. 2: Klíšťová encefalitida podle okresu pravděpodobné infekce v roce 2009, zdroj dat: 

EPIDAT (Státní zdravotní ústav Praha) 
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3.3.7 Výskyt klíšťat v periurbánní a urbánní oblasti 

 

Urbanizace dramaticky pozměňuje ráz krajiny, často významně pozměňuje druhové 

sloţení fauny a flóry, mění mezidruhové vztahy. Tyto změny se týkají i druhů patogenních, 

případně potenciálně patogenních pro člověka. Urbanizace vede typicky ke sníţení diverzity 

původních, volně ţijících druhů a nárůstu abundance druhů nejlépe adaptovaných na prostředí 

pozměněné urbanizačními procesy. Mezi typické mechanizmy, které stojí za změnami 

v druhové diverzitě, jsou absence sezónních rytmů, celkově teplejší klima, vysoká dostupnost 

potravy apod. Změny v druhovém sloţení mohou mít dalekosáhlé následky pro dynamiku 

přenosu zoonotických patogenů (Bradley a Altizer, 2006). Riziko infekce člověka závisí na 

míře jeho kontaktu s infekčním agens (Randolph et al., 2002). Z podstaty věci je v urbánních 

a periurbánních oblastech vysoká frekvence pohybu člověka, pokud se v těchto oblastech 

vyskytují i patogenní organismy, je riziko infekce vysoké. To platí i pro klíšťaty a jinými 

vektory přenášené nákazy. 

Schopnost klíšťat přeţívat v urbánních a periurbánních oblastech je ovlivněna zejména 

dostupností hostitelů pro všechna vývojová stádia klíšťat a zachováním základních poţadavků 

na mikroklimatické podmínky (teplota, vlhkost). Tyto podmínky bývají splněny ve formě 

drobných fragmentů městské zeleně – parků, hřbitovů, domovních zahrádek (Dautel a Kahl 

1999; Uspensky, 2008). Agregovaný ostrůvkovitý výskyt má, mimo jiné, za následek zvýšení 

kontaktu mezi hostiteli a klíšťaty (Bradley a Altizer, 2006). Typicky vyšší teplota a vlhkost 

zase umoţňují významné prodlouţení sezónní aktivity klíšťat (Lindgren a Gustaffson, 2001; 

Dautel et al., 2008).  

Hned několik druhů klíšťat s různorodými ekologickými nároky bylo schopno osídlit 

rozdílné lokality v urbánních oblastech centrální Evropy. Přítomnost Argas reflexus, A. 

polonicus a A. vulgaris je zaloţena na vazbě klíšťat na jejich přirozené hostitele, zejména 

holuba skalního a jeho domestikované formy. Není důkaz o tom, ţe by tyto druhy ve střední 

Evropě přenášely patogeny člověka (Dautel a Kahl, 1999). 

Klíště Rhipicephalus sanguineus  se vyskytuje převáţně v jiţní Evropě, severní Africe 

a na Blízkém východě, odkud ovšem můţe být importováno (zejména na psech) i do střední a 

západní Evropy, kde pak můţe díky adaptaci na sušší teplé podnebí relativně dlouhodobě 

přeţívat v domácnostech (Dautel a Kahl, 1999). 
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Dalším klíštětem, které lze nalézt v městských oblastech je Ixodes hexagonus. Jeho 

hlavními hostiteli jsou jeţci, kteří se ve městech vyskytují v poměrně vysokých populačních 

denzitách. I. hexagonus bývá nacházen i na lasicovitých šelmách a liškách (Dautel a Kahl 

1999). I. hexagonus byl prokázán coby přenašeč viru klíšťové encefalitidy a Borrelia 

burdorferi s.l. (Křivanec et al., 1988; Gern et al., 1991). 

Klíště Ixodes ricinus má poměrně vysoké nároky jak na teplotu a vlhkost, tak na 

hostitele. Vyskytuje se v oblastech městské zeleně, kde bývá i dostatek hostitelů pro 

nedospělá stádia klíšťat (ptáci, drobní hlodavci). Naopak velcí obratlovci, kteří bývají 

typickými hostiteli dospělých stádií klíšťat, se v centrech velkých měst vyskytují zřídka. 

Důleţitou roli hrají pravděpodobně jeţci nebo lišky (Dautel a Kahl, 1999). Jak bylo zmíněno 

výše, drobní hlodavci jsou důleţitými hostiteli viru klíšťové encefalitidy. Existují i hypotézy o 

přenosu viru ptáky (Süss, 2003). 
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4 Materiál a metody 

4.1 Vzorky klíšťat 
 

 Vzorky klíšťat byly sbírány pracovníky laboratoře v lesoparku Stromovka v Českých 

Budějovicích (GPS: 48°58'19.17"N, 14°27'13.57"E). Jedná se o rozsáhlý park (68 ha) s 

pravidelně sekanými trávníky a ostrůvkovitě roztroušenými keřovými a stromovými porosty. 

Park je ze tří stran obklopen městskou zástavbou, na západní stranu parku volně navazuje 

pole. Ve stromovém patře jsou zastoupeny zejména: lípa malolistá (Tilia cordata), dub letní 

(Quercus robur), buk lesní (Fagus sylvatica), javor klen (Acer pseudoplatanus), javor mléč 

(A. platanoides), bříza bělokorá (Betulla pendula), borovice černá (Pinus nigra).  

Z typických hostitelů klíšťat byli v oblasti zachyceni: veverka obecná (Sciurus 

vulgaris), jeţek západní (Erinaceus europaeus), velké mnoţství ptáků (Turdus merula, Parus 

major, Phasianus colchicus, …). Ojediněle se do prostoru lesoparku dostávají srnci 

(Capreolus capreolus). Předpokládáme výskyt drobných hlodavců a hmyzoţravců. 

  Klíšťata byla sbírána standardní metodou vlajkování (smýkání „vlajky― z bílého 

flanelu po vegetaci). Sběry probíhaly opakovaně přibliţně v měsíčních intervalech od dubna 

do srpna v letech 2009 a 2010, kaţdý sběr trval 1 hodinu. Byla sbírána klíšťata Ixodes ricinus 

ve stadiu nymfy a dospělce. Aktivita jednotlivých stádií klíšťat byla vyjádřena jako počet 

jedinců za hodinu sběru (N/hod.). Nasbíraná klíšťata byla okamţitě transportována do 

laboratoře a uloţena při -70 °C. 

 

4.2 Homogenizace vzorků 

 

V boxu s laminárním prouděním vzduchu (Telstar-Bioultra, třída II.) bylo do 1,5 ml 

mikrozkumavek napipetováno po 400 μl 10% suspenze Chelex 100 Resin [10 g Chelex® 100 

Resin (BioRad Laboraties, USA) + 200 ml pufru TE (10 ml 1M Tris + 2 ml 0,5 M EDTA do 1 

l destilované vody)], přidáno jedno klíště a ocelová kulička.  Homogenizace proběhla pomocí 

přístroje Tissue Lyzer® II (Qiagen) 2 minuty při frekvenci 30 Hz. Po vortexování a krátkém 

zcentrifugování bylo z jednotlivých vzorků odebráno po 10 μl a byly vytvořeny směsné 

vzorky (pooly) vţdy po 20 vzorcích z jednotlivých klíšťat. Vzorky byly dále skladovány při -

70°C. 
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4.3 Izolace RNA 

 

RNA byla izolována pomocí kitu QIAamp® Viral RNA (Qiagen) podle protokolu 

dodaného výrobcem. V kádince byl podle počtu vzorků připraven příslušný objem směsi 

pufru AVL a nosičové RNA v pufru AVL. 560 μl této směsi bylo přepipetováno do 1,5 ml 

mikrozkumavek. Následně bylo přidáno 140 μl testovaného vzorku. Vzorek byl po 10 min. 

inkubaci při pokojové teplotě centrifugován (Eppendorf Mini Spin plus) 1 minutu, při 13 000 

x g. Následně bylo přidáno 560 μl 98% ethanolu následovalo vortexování a centrifugace (1 

min., 13 000 x g). Vzorek byl přenesen do izolační kolonky a centrifugován (1 min., 13 000 x 

g). Poté byla membrána promývána 500 μl pufru AW1 (centrifugace 1 min., 13 000 x g), 

následně 500 μl AW2 (centrifugace 3 min., 13000 x g) a zbavena zbytků etanolu další 

centrifugací 1 min., 13 000 x g. Pak bylo přidáno 120 μl pufru AVE. Po inkubaci při 

laboratorní teplotě 1 min., byl eluát zcentrifugován (1 min., 13 000 x g) do 1,5 ml 

mikrozkumavky a skladován při -70°C. 

 

4.4 Reverzní transkripce 

 

Do 0,2 ml mikrozkumavek bylo napipetováno po 2 μl příslušného „reverse― primeru (ER 

pro detekci, 1F nebo 2B pro sekvenování) (přehled pouţitých primerů uveden v Tab. 1) a po 8 

μl izolované RNA. Do pozitivní kontroly bylo pouţito 2 μl RNA izolovaná z mozkové 

suspenze VKE kmene Hypr a 6 μl DEPC H2O a do negativní kontroly pouze 8 μl DEPC H2O. 

 

Tab. 1: Přehled primerů pouţívaných pro reverzní transkripci 

 sekvence (5´- 3´) pozice v genomu* 

ER CCG TTG GAA GGT GTT CCA CT 1 607 - 1 587 

1F AGC GGG TGT TTT TCC GAG TC 11 141 - 11 122 

2B TTC GTT CCG TGT CCA CAG CGC A 2 491 - 2 470 

* číslování dle sekvence kmene Hypr (U39292) 
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Následovala denaturace 10 min. při 70°C. Mezitím byl připraven mastermix pro 

příslušný počet reakcí (rozpis pro jednu reakci: 5 μl 5x reakční pufr (Promega);1,25 μl  dNTP 

10mM (Promega); 0,7 μl SUPERase-IN (20 U/μl); 1 μl M-MuLV reverzní transkriptáza (200 

U/μl) (Promega); 7 μl DEPC H2O (Fermentas)). Po denaturaci bylo do kaţdé mikrozkumavky 

napipetováno po 15 μl mastermixu. Syntéza cDNA probíhala v termálním cykleru (BIO-ER) 

při 37°C jednu hodinu, následovala inaktivace transkriptázy inkubací 10 min. při  70°C, poté 

byla teplota udrţována na 14°C, dokud nebyly vzorky vyjmuty z cykleru. Syntetizovaná 

cDNA byla skladována při -70°C. 

 

4.5 Polymerázová řetězová reakce 

 

Pomocí polymerázové řetězové reakce byly amplifikovány fragmenty genu kódujícího 

virový protein E. Byl připraven mastermix pro daný počet reakcí. Konečné koncentrace v 

PCR reakci: PPP premix (75 mM Tris-HCl; pH 8,8; 20 mM (NH4)2SO4; 0,01% Tween20; 2,5 

mM MgCl2; 200 μM, dATP; 200 μM CTP; 200 μM DTP; 200 μM dTTP; 2,5 U Taq purple 

DNA polymerázy); primer ER (1A, 2A) (0,4 μM), primer EF (1B,2B) (0,4 μM). Přehled 

pouţitých primerů uveden v Tab. 2. Celkový objem byl doplněn do 21 μl PCR H2O. 

K mastermixu bylo přidáno po 4 μl cDNA. Pro detekci VKE byla pouţita cDNA připravená 

pomocí primeru ER. Pro vlastní amplifikaci byl pouţit pár primerů ER/EF . Páry primerů 1A/1B 

a 2A/2B byly pouţity pro potvrzení pozitivních vzorků a přípravu templátu pro sekvenování. 

 

Tab. 2: Přehled primerů pouţívaných pro PCR 

 Polarita sekvence (5´- 3´) Teplota 

nasedán

í 

pozice v 

genomu* 

velikost 

produktu 

1A sense (F) TGT CTA CGC TTC GCG TTG CAC ACA 55 °C 963-986 
824 bp 

1B antisense (R) GGA ACC CCA GCG AGA GCC TTC AGT A 55 °C 1787-1763 

2A sense (F) CGT GTT GAA TTT GGG GCT CCT CAC G 55 °C 1693-1717 798 bp 

2B antisense (R) TTC GTT CCG TGT CCA CAG CGC A 55 °C 2491-2470  

E (F) sense (F) GGG GAC YAC GAG GGT YAC CT 55 °C 1020-1040 
587 bp  

E (R) antisense (R)  CCG TTG GAA GGT GTT CCA CT 55 °C 1607-1587 

* číslování dle sekvence kmene Hypr (U39292) 
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Amplifikace probíhala v termálním cykleru (BIO-ER) podle následujícího schématu:  

1. denaturace 95°C/5min. 

2. 30 opakovacích cyklů: a) denaturace 94°C/30 sec 

  b) nasedání primerů 55°C/30 sec 

  c) elongace 72°C/1 min. 

3. konečná elongace 72°C/5 min. 

4. udrţovací teplota 14°C 

 

4.6 Separace PCR produktu gelovou elektroforézou 

 

K produktu PCR bylo přidáno po 4 μl nanášecího pufru (Fermentas) s 5x barvivem 

Sybr Green I (Amresco). Vzorky byly naneseny na 1% případně na 1,7% agarózový-1x TAE 

gel s 10 μl 1 kb velikostního standardu (Fermentas). Elektroforetická separace probíhala 55 

minut, při 110 V v prostředí pufru 1x TAE. Produkt byl vizualizován pod UV světlem. 

 

4.7 Extrakce z gelu  

 

Pro sekvenování elektroforézou separovaných PCR produktů byly prouţky o 

odpovídající velikosti vyřezány z gelu čistým skalpelem a následně purifikovány pomocí 

komerčních kitů : GFX™ PCR DNA and gel band purification kit (GE Healthcare) nebo GEL 

EXTRACTION KIT QIAquick ® (QIAGEN) přesně podle instrukcí výrobce. 

 

4.8 Purifikace PCR produktů 

 

Pro sekvenování byly pouţity i purifikované PCR produkty. Před purifikací byla 

provedena kontrola přítomnosti specifického amplifikovaného fragmentu elektroforézou (15 

μl PCR produktu). Zbytek produktu (10 μl) byl purifikován pomocí QIAquick PCR 

Purification Kit ® (QIAGEN) přesně podle instrukcí výrobce. 
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4.9 Sekvenace a zpracování sekvencí 

 

Fragmenty izolované z gelu případně purifikované PCR produkty byly analyzovány 

přímou sekvenční analýzou prováděnou na přístroji ABI PRISM 3130xl (Applied Biosystems) 

v Laboratoři genomiky, která je společnou laboratoří Přírodovědecké fakulty Jihočeské 

univerzity a Biologického centra Akademie věd České republiky. Pro sekvenaci byly pouţity 

stejné primery jako pro syntézu PCR produktů. PCR produkty byly sekvenovány z obou stran, 

získané sekvence byly manuálně zkontrolovány v programu Sequence Scanner 1.0 (Applied 

Biosystems). Pomocí programu ContigExpress (Vector NTI Suite 5.5, Informax) byly 

fragmenty sekvencí spojeny. Následně byly pomocí Clustal W vytvořeny alignmenty se 

sekvencemi z databáze GenBank a provedena základní fylogenetická analýza v programu 

Mega 5.0 (Tamura et al., 2011). 
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5 Výsledky 

 

5.1 Aktivita klíšťat  

 

Celkově bylo nasbíráno 641 klíšťat (569 nymf, 35 samic a 37 samců), 361 v roce 2009 a 

280 v roce 2010.  Podrobné údaje jsou uvedeny v Tab. 3. V rámci sběru byla zachycena i 

larvální stádia I .ricinus. Počet larev nebyl vzhledem k jejich agregovanému výskytu 

stanovován.  

Ve všech sběrech početně převaţovaly nymfy nad dospělci, samci a samice byli 

zastoupeni přibliţně stejně (Obr. 3). Nejvyšší aktivita I. ricinus byla zaznamenána v 

ostrůvkovitých porostech listnatých i jehličnatých stromů, naopak téměř nulová aktivita 

klíšťat byla zaznamenána na otevřené ploše udrţovaných trávníků. 

 

Tab. 3: Populační aktivita klíšťat (počet klíšťat za hodinu sběru) 

2009 2010 

 dospělci nymfy  dospělci  nymfy 

duben  2 84 7 41 

květen 2 59 17 75 

červen 26 79 3 60 

červenec 3 58 1 37 

srpen 6 50 5 44 

celkem 39 322 33 247 

 * počet jedinců na 1 hodinu sběru 
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Obr. 3: Zastoupení vývojových stádií z celkově nasbíraných klíšťat 

Maximální aktivita v roce 2009 byla u nymf zachycena hned v dubnu u dospělců aţ v 

květnu (Obr. 4). V roce 2010 dosáhla aktivita nymf i dospělců vrcholu v květnu (Obr. 5). 

 

 

Obr. 4: Populační aktivita klíšťat v roce 2009 
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Obr. 5: Populační aktivita klíšťat v roce 2010 

  

5.2 Detekce viru klíšťové encefalitidy 

 

Na přítomnost viru klíšťové encefalitidy (VKE) bylo pomocí RT-PCR vyšetřeno 

celkem 641 klíšťat. Pozitivní byly tři směsné vzorky (1z, 13z a 22) (Obr. 6). Pozitivní 

výsledek byl u všech tří vzorků následně potvrzen PCR se dvěma dalšími dvojicemi primerů 

(1A/1B a 2A/2B) (Obr. 7). Minimální infikovanost tak dosáhla hodnoty 0,47 % (3 pozitivní 

z celkových 641 vyšetřených). Jednotlivé vzorky byly tvořeny směsí z 20 klíšťat. Vzorek 1z 

byl směsí 9 nymf, 8 samic a 3 samců, pocházejících z  červnového sběru roku 2009. Na 

vzorek 13z bylo pouţito 20 nymf z července roku 2009 a vzorek 22 byl tvořen  20 nymfami 

sbíranými v květnu roku 2010. 
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Obr. 6: Příklad detekce viru klíšťové encefalitidy pomocí PCR, vzorek 1z (primery Er/Ef); 

(S- standard 1kb; P-pozitivní kontrola; N-negativní kontrola; 1z-pozitivní vzorek) 

 

 

 

Obr. 7: Příklad detekce viru klíšťové encefalitidy pomocí PCR, vzorek 1z (primery 1A/1B); 

(S-standard; A2-126-pozitivní vzorek) 

 

Ani jeden z pozitivních vzorků z parku Stromovka však nebyl přes opakované pokusy s 

různými koncentracemi templátu úspěšně osekvenován. Podařilo se však získat nukleotidovou 

sekvenci (1353 pb) části genu kódujícícho protein E ze vzorku A2-126 (Obr. 8) pocházejícího 

z klíštěte z oblasti nedaleko Netolic. Tento vzorek měl původně slouţit ke srovnání sekvence 

s našimi pozitivními vzorky. 

 

 

 

Standard 

S S 1z P N 

  1z S 



 

26 

 

968 

 | 

ACGCTTCGCGTTGCACACACTTGGAAAACAGGGACTTTGTGACTGGTACTCAGGG

GACCACGAGAGTCACCTTGGTGCTGGAACTGGGTGGATGTGTTACTATAACAGCT

GAGGGGAAGCCTTCAATGGATGTGTGGCTTGACGCCATTTACCAGGAGAGCCCTG

CCAAGACACGTGAGTACTGCTTGCACGCCAAGTTGTCGGACACTAAGGTTGCAGC

CAGATGCCCAACGATGGGACCAGCTACTTTGGCTGAAGAACACCAGGGTGGCAC

AGTGTGTAAGAGAGATCAGAGTGATCGAGGCTGGGGCAACCACTGTGGACTGTT

TGGAAAGGGTAGCATTGTGGCCTGTGTCAAGGCGGCTTGTGAGGCAAAAAAGAA

AGCCACAGGACATGTGTACGACGCCAACAAAATAGTGTACACGGTCAAAGTCGA

ACCACACACGGGAGACTATGTTGCCGCAAACGAGACACATAGTGGGAGGAAGAC

GGCATCCTTCACAGTCTCTTCAGAGAAAACCATTCTGACTATGGGTGAGTATGGA

GATGTGTCCTTGTTGTGCAGGGTTGCTAGTGGCGTTGACTTGGCCCAAACTGTCAT

TCTTGAGCTTGACAAGACAGTGGAACACCTTCCAACGGCTTGGCAGGTCCACAGG

GACTGGTTCAATGATCTGGCTCTGCCGTGGAAACATGAGGGAGCGCAAAACTGG

AATAACGCAGAAAGACTGGTTGAATTTGGGGCTCCTCACGCTGTCAAGATGGACG

TGTACAACCTCGGAGACCAGACTGGAGTGTTACTGAAGGCTCTCGCTGGGGTTCC

TGTGGCACACATTGAGGGAACCAAGTACCACCTGAAGAGTGGCCATGTGACCTG

CGAAGTGGGACTGGAAAAACTGAAGATGAAAGGTCTCACGTACACAATGTGTGA

CAAAACAAAGTTCACATGGAAGAGAGCTCCAACAGATAGTGGGCATGATACAGT

GGTCATGGAAGTCACATTCTCTGGAACAAAGCCCTGTAGGATCCCAGTCAGGGCA

GTGGCACATGGATCTCCAGATGTGAACGTGGCCACGCTGATAACGCCAAACCCA

ACAATTGAAAACAATGGAGGTGGCTTCATAGAGATGCAGCTGCCCCCAGGGGAC

AACATCATCTATGTTGGGGAACTGAGTCATCAATGGTTCCAAAAAGGGAGCAGC

ATCGGAAGGGTTTTTCAAAAGACCAAGAAAGGCATAGAAAGACTGACAGTGATA

GGAGAGCACGCCTGGGACTTCGGTTCTGCTGGAGGCTTTCTGAGTTCAATTGGGA

AGGCGGTGCACACGGTCCTTGGTGGTGCTTTCAACAGCATCTTCG 

            | 

                                                                                                        2322 

 

 

Obr. 8: Nukleotidová sekvence části genu kódujícího protein E u vzorku A2-126 (celkem 

1353 pb, pozice 968-2321 (číslování dle kmene Hypr) 

 

Sekvence byla porovnána s dostupnými sekvencemi v databázi NCBI GenBank, byl 

vytvořen mnohonásobný alignment, vypočítány evoluční vzdálenosti metodou „Maximum 

Composite Likelyhood― a zkonstruován fylogenetický strom pomocí metody „Neighbor 

Joining― (Obr. 9). Podpora jednotlivých větvení („bootstrap test―, 1000 opakování) je uvedena 

pro hodnoty vyšší neţ 50. Vzorek A2-126 byl podle očekávání zařazen do skupiny kmenů 

VKE evropského subtypu. 
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Obr. 9: Fylogenetický strom sestavený na základě porovnání 1348 pb dlouhého úseku 

kódujícího virový protein E. Vzorku A2-126 označen červeným obdélníkem 
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6 Diskuse 

 

Cílem této práce bylo stanovení prevalence původce klíšťové encefalitidy v klíšťatech 

z českobudějovického lesoparku. Klíšťová encefalitida je jedním z nejnebezpečnějších 

vektory přenášených nemocnění člověka v Evropě a v mnoha částech Asie (Gritsun et al., 

2003). Jedná se o nákazu typicky přírodně ohniskovou, cirkulující v přírodě mezi vektory a 

hostiteli. Člověk je náhodný hostitel, který se nakazí při vstupu do ohniska. Dále platí, ţe 

riziko nákazy člověka je závislé na míře jeho kontaktu s infikovanými vektory, tedy na 

aktivitě klíštěte, prevalenci patogenů v klíšťatech a aktivitě člověka v dané oblasti (Randolph 

2001; Süss, 2003). V městských oblastech je aktivita člověka přirozeně vysoká, proto jsme se 

rozhodli zjistit, zda se v potenciálně vhodném městském biotopu vyskytují klíšťata a zda 

mohou být zdrojem nákazy člověka. 

Z českobudějovického lesoparku Stromovka bylo získáno během dvou let 641 klíšťat 

nymfálních a dospělých stádií. Potvrzen byl i výskyt velkého mnoţství larev. Výskyt nymf a 

dospělců by mohl být způsoben zanesením (larev nebo nymf) na hostitelích, ale výskyt larev 

potvrzuje, ţe se klíšťata v konkrétní oblasti mnoţí a dlouhodobě přeţívají - jedná se o stabilní 

místní populaci.  

Nymfy byly zastoupeny přibliţně 8 krát více neţ dospělci. Tento rozdíl vyplývá z 

přirozené mortality jednotlivých stádií, ale můţe se na něm podílet i sloţení hostitelské fauny. 

Kaţdé stádium totiţ preferuje jiného hostitele. Larvy preferují malé obratlovce (Matuschka et 

al., 1991; Weidmann et al., 2006), případně ptáky (Gregoire et al., 2002; Waldenström et al., 

2007), kterých je v městském parku dostatek, zatímco nymfy a dospělci dávají přednost 

středním aţ velkým obratlovcům (Gern et al., 1997; Kiffner et al., 2011), kterých v parku není 

mnoho.  Výskyt larev svědčí o tom, ţe hostitelé umoţňující sání samic a případnou kopulaci, 

se v parku alespoň přechodně vyskytují.  

Podstatně více klíšťat bylo sesbíráno ze zalesněných oblastí nebo s ostrůvky stromů. 

Obdobné výsledky byly získány v městských oblastech Bonnu (Maetzel et al., 2005). Výskyt 

klíšťat v urbánních oblastech je přímo spjatý s výskytem parků a lesoparků, kde jsou klíšťata 

zastoupena ve větších počtech neţ v centrech měst nebo sídlišť. Je to dáno tím, ţe v parcích, 

lesoparcích nebo zalesněných oblastech můţe klíště realizovat celý svůj ţivotní cyklus 

(Pejchalová et al., 2007; Gäumann et al., 2010).  
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Přítomnost viru klíšťové encefalitidy byla pomocí RT-PCR zjištěna u tří směsných 

vzorků. Bohuţel se ţádný z pozitivních vzorků nepodařilo osekvenovat. Pozitivní výsledek 

byl ovšem potvrzen s dalšími dvěma nezávislými páry primerů, přičemţ byly opět získány 

produkty o očekávané velikosti. Proto nepředpokládáme, ţe by se jednalo o nespecifickou 

amplifikaci. Byly pouţity různé metody pro přečištění PCR produktu a byly testovány i různé 

koncentrace templátu v sekvenační reakci. Příčinou byla nejspíše degradace nebo nízká 

kvalita templátové RNA. Moţným řešením by bylo pouţít komerčně dostupné přípravky pro 

uchování izolované RNA. 

V případě vzorku A2-126 byla získána 1348 pb dlouhá sekvence genu kódujícího 

virový protein E. Na základě fylogenetické analýzy byl tento vzorek zařazen podle očekávání 

mezi kmeny evropského subtypu, do blízkosti kmenů 235 a 166 pocházejících taktéţ z oblasti 

jiţních Čech (Křivanec et al., 1988; Růţek et al., 2006). 

Minimální infikovanost klíšťat virem klíšťové encefalitidy dosáhla hodnoty 0,47 %. 

Minimální infikovanost (MIR -  z anglického „minimum infection rate―) je výsledek vyšetření 

směsných vzorků více jedinců. Směsných vzorků se běţně pouţívá v případech, kdy 

prevalence dosahuje tak nízkých hodnot, ţe pravděpodobnost výskytu více neţ jednoho 

pozitivního jedince ve vzorku je dostatečně nízká (Venette et al., 2002; Süss et al., 2004; 

Gäumann et al., 2010). MIR je tedy hodnota prevalenci blízká. Prevalence VKE v Ixodes 

ricinus se pohybuje mezi 0.2 aţ 3,4%. Proto je pravděpodobnost toho, ţe v pozitivním poolu 

je víc jak jedno klíště infikované, minimální. 

Virus byl v klíšťatech detekován pomocí RT-PCR, která se běţně pro tyto účely 

pouţívá (např. Kreil et al., 1997; Morozova et al., 2002; Rudenko et al., 2004). Výhodou této 

metody je rychlost, nízký detekční limit a ekonomičnost, nevýhodou je, ţe prokazuje pouze 

výskyt nukleové kyseliny. Nedostáváme tedy informaci o tom, zda byl virus ţivý, v jakém 

mnoţství se v klíštěti vyskytoval nebo jak byl virulentní. Dalšími metodami pro detekci viru 

klíšťové encefalitidy jsou „real-time― PCR (např. Schwaiger a Cassinoti, 2003), umoţňující 

kvantifikaci viru ve vzorku, izolace na sajících myškách (např. Hayasaka et al., 1999) či 

detekce viru na buněčných kulturách (např. Danielová et al., 2002). Velkou výhodou dvou 

posledně jmenovaných metod je, ţe je získán ţivý izolát, který můţe být podroben následným 

testům virulence apod. Nevýhodou mohou být etické otázky, technická a finanční náročnost, 

vysoká pravděpodobnost kontaminace buněčných kultur bakteriemi a plísněmi (Grešíková a 

Kaluzová, 1997; Gäumann et al., 2010). 



 

30 

 

Pravděpodobným zdrojem infekce VKE v lesoparku Stromovka jsou malí hlodavci a 

jeţci, kteří jsou kompetentní pro přenos viru a jsou hostiteli obrovských mnoţství zejména 

larválních a nymfálních stádií klíšťat (Křivanec et al., 1988; Weidmann et al., 2006). 

Nekompetentní hostitelé pro přenos patogenů jsou velcí savci, kteří se v parku vyskytují jen 

náhodně. Na cirkulaci patogenů se můţe v urbánních oblastech podílet i I. hexagonus 

(Křivanec et al., 1988; Gern et al., 1997).  

Do městského parku chodí velká část obyvatel trávit svůj volný čas. Provozuje se zde 

in-line bruslení, běhání, míčové hry, ale také studium nebo čtení knih, sportovní rybaření. 

Většina těchto aktivit je spojena s rizikem nákazy klíšťovou encefalitidou. Specifickou 

aktivitou je venčení psů, kteří bývají častými hostiteli klíšťat a mohou teoreticky transportovat 

klíšťata z venkovního prostředí do domácností. Určité riziko představuje i samotné 

odstraňování klíšťat z domácích mazlíčků, kdy hrozí při poškození klíštěte přenos patogenů 

přes drobné oděrky v kůţi, či sliznice. Byly zaznamenány i případy rozkousnutí nasátého 

klíštěte ze psa dítětem. 

V souvislosti s výskytem klíšťat v urbánních oblastech bylo popsáno, ţe obecně vyšší 

teplota v těchto místech umoţňuje klíšťatům aktivitu i v zimním období. Například ve studii 

Dautela et al. (2008) byla v berlínském lese zaznamenána aktivní klíšťata i během prosince, 

ledna a února. 

V klíšťatech pocházejících z urbánních oblastí byla detekována řada dalších patogenů 

člověka: původci lymeské boreliózy (Borrelia burgdorferi s.l.), lidské granulocytární 

anaplazmózy (Anaplasma phagocytophilum) a babesiózy (Babesia microti) (Stańczak et al., 

2004; Pichon et al., 2006; Bašta et al., 1999; Silaghi et al., 2008). Stejná klíšťata, která byla 

v této práci testována na přítomnost viru klíšťové encefalitidy, byla testována kolegyní 

Zuzanou Vavruškovou na přítomnost Borrelia burgdorferi sensu lato. Celková prevalence 

tohoto patogenu dosáhla 7,1 % (Vavrušková, 2010). 

Infekci klíšťovou encefalitidou lze předcházet očkováním, pouţíváním repelentů a 

dodrţování základních pravidel při manipulaci s klíšťaty. 
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7 Závěr 

 

Byla vypracována rešerše k zadanému tématu výskytu viru klíšťové encefalitidy 

v urbánní oblasti Českých Budějovic. Byla vyšetřena klíšťata z lesoparku Stromovka. Tři 

vzorky byly prokázány jako pozitivní na výskyt viru klíšťové encefalitidy. U pozitivních 

vzorků se nepodařilo získat sekvence v dostatečné kvalitě, ovšem byla získána nukleotidová 

sekvence části genu kódujícího protein E u vzorku klíštěte pocházejícího z nedalekých 

Netolic.  
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