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Vyhodnoceni repelentni ucinnosti vybranych esencialnich
oleja na klisté obecné (Ixodes ricinus)

Souhrn

V ramci této prace byly zhodnoceny repelentni Gcinky tfech esencidlnich oleji proti
nymfam klistéte Ixodes ricinus. Silice z Rosmarinus officinalis, Salvia officinalis a Picea abies
byly testovany v koncentracich 5%, 10 %, 15 % a 20 %. Klistata potfebna pro pokus byla sbirana
v Praze v Kunraticko-michelském lese v okoli Kunratického potoka a v Rakovniku od ¢ervna do
zafi roku 2019.

Pro pokus byla celkem potfeba 2310 nymf, které byly po ukonceni testu usmrceny
mrazem pfi-30 °C. Samotny test repelentni G¢innosti byl provadén in-vitro v Petriho misce (@
90 mm) s tremi vrstvami filtracniho papiru, kdy se na jeho okraj aplikovalo 0,5 ml etanolového
roztoku esencialnich oleji o pfislusné koncentraci. Po zaschnuti repelentu byla do
experimentalni arény vloZena kli$tata vidy po 10 kusech a ve tiech opakovanich. U¢innost byla
sledovana v ¢asech: 5 minut, 30 minut, 1 hodina, 2 hodiny, 4 hodiny, 6 hodin a 8 hodin od
aplikace. Test byl ukoncen také v pripadé, Ze repelence byla nizsi nez 33 %. Na zavér byly
stejnym postupem otestovany 5% synteticky repelent DEET a Alpa Francovka s hiebickem,
tedy tzv. domaci repelent vyrobeny dle navodu doporucovaného ceskymi elektronickymi i
tisténymi médii.

Védecka hypotéza , Testované esencialni oleje maji urcity repelentni ucinek, neni oviem
tak stabilni jako u syntetickych preparatd” byla potvrzena, kdyz 5% repelent DEET vykazoval
po celou dobu testovani signifikantné (a = 0,05) nejvyssi repelenci nez testované esencialni
oleje ve vSech koncentracich. Na zakladé statistického hodnoceni bylo také zjisténo, Zze na
hladiné a = 0,05 byla Ucinnost ovlivnéna typem repelentu, a to po celou dobu testovani. Od 1
hodiny po aplikaci pak byla uc¢innost signifikantné ovlivnéna i koncentraci repelentu. Co se tyce
porovnani ucinku esencialnich olejd, jako nejlepsi se z testovanych jevil smrkovy (Picea abies)
olej v koncentraci 20 %.

Na zakladé ziskanych vysledkl lze konstatovat, Ze vSechny testované silice mély urcity
repelentni Ucinek, ktery lze zvysit zvySenim koncentrace. Tento ucinek je ovSsem v porovnani
se syntetickym repelentem DEET nepf¥ilis stabilni. Na druhou stranu se prokazalo, Ze zejména
Salvéjovy a smrkovy esencialni olej je pfi opakované aplikaci mozné povaZovat za alternativu
pro bézné syntetické repelenty.

Klicova slova: alternativni repelenty, kliSté obecné, esencidlni oleje, laboratorni test uc¢innosti,
osobni ochrana



Evaluation of repellency effect of selected essential oils
aganist sheep tick (/xodes ricinus)

Summary

In this work, the repellency effects of three essential oils against the nymphs of the tick
Ixodes ricinus were evaluated. Essential oils from Rosmarinus officinalis, Salvia officinalis and
Picea abies were tested at the concentrations of 5%, 10%, 15% and 20%. The ticks for the
experiment were collected in Prague in the Kunratice-Michle forest near the Kunraticky
stream and in Rakovnik in the period of June to September 2019.

Totally, 2310 nymphs were required for the experiment. The ticks were killed by
freezing at-30 ° C at the end of the test. The repellency was tested in-vitro in using Petri dishes
(@ 90 mm) with three layers of filter paper. The periphery of such arenas were treated by 0.5
ml of an ethanolic solution of essential oils. After the repellent had dried, 10 ticks were
inserted into the experimental arena. Each trial was performed in three replicates. The
efficiency was monitored 5 minutes, 30 minutes, 1 hour, 2 hours, 4 hours, 6 hours and 8 hours
after the application. The test was also terminated if the repellency was less than 33 %. Finally,
the 5% synthetic repellent DEET and solution of Alpa Francovka with clove (i.e. the so-called
home repellent produced according to the instructions recommended by the Czech electronic
and printed media) were tested in the same way.

The scientific hypothesis "Tested essential oils have a certain repellency effect, but not
as stable as the synthetic products" was confirmed when 5% DEET repellent showed
significantly (p < 0.05) highest repellency than tested essential oils at all the concentrations.
Based on the statistical evaluation, it was also found that (at the level of a = 0.05) the efficiency
throughout the testing was affected by the repellent type. Excluding intervals of 5 and 30
minutes after the application, the efficiency was also significantly affected by repellent
concentration. Regarding tested essential oils, spruce (Picea abies) oil in a concentration of 20
% seemed to be the best alternative repellent against tick nymphs.

Based on the obtained results, it can be concluded that all the tested essential oils had
certain repellency effect, which can be improved by concentration increase. However, this
effect is not very stable compared to the synthetic DEET repellent. On the other hand, it has
been shown that particulary sage and spruce essential oils might be considered as an
alternative to conventional synthetic repellents when applied repeatedly.

Keywords: alternative repellents, sheep tick, essential oils, laboratory efficiency test, personal
protection
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1 Uvod

Klistata jsou ektoparaziti¢ti roztoci, ktefi slouzi jako vektory mnoha onemocnéni lidi i
zvifat. Studium patogenll prenasenych klistaty je v poslednich nékolika desetiletich na
vzestupu. Dlraz na kvantifikaci rizik onemocnéni u lidi ved| hlavné k narGstu studia bionomie,
ekologie a epidemiologie klistat. Nejvétsi zajem je zaméfen predevsim na druhy, které hraji
klicovou roli v prenosu patogent na clovéka nebo zasadné ovliviuji zdravi produkcéné
chovanych zvifat. Nejvyznamnéjéim druhem v Ceské republice je ztohoto pohledu klisté
obecné (Ixodes ricinus). Tento druh klistéte tvofi az 95 % vsech klistat vtéto zemi a je
prenaseCem zavainych bakteridlnich a virovych infekci jako napt. lymeskd borelidza,
rickettsidza, anaplazmdza, babezidza ¢i klistova encefalitida. Vlivem klimatické zmény navic
dochazi k rozsifovani klistat do oblasti, kde se dfive nevyskytovala, vyznam tohoto parazita tak
z hlediska lidské i veterinarni mediciny stdle roste.

Proti vétsiné nemoci pfenasenych klistaty neexistuje G¢inna profylaxe, jedinou moznosti
osobni ochrany je proto vyuzZivani repelentl. Repelenty jsou latky, které zasahuji do interakce
mezi klistétem a hostitelem s cilem ¢lenovce odradit od sani. PfestoZe jsou v soucasnosti
nejvice vyuzivané syntetické repelenty, v posledni dobé roste zajem o alternativni produkty
pfirodniho plvodu. Mezi hlavni divody hledani takovych repelent( patfi to, Ze syntetické
produkty jsou vyznamnou zatézi pro Zivotni prostiedi. Mezi dalSi negativa spojenych s
vyuzivanim chemickych repelentd, je skutecnost, Ze ackoliv jsou provadény toxikologické testy
pred jejich uvedenim na trh a klasifikuji se jako pro ¢lovéka minimalné toxické, u nékterych lidi
mohou zplsobovat zdravotni potize rzného charakteru. Navic nejsou zcela vhodné pro
pouziti u malych déti do 2 mésicl nebo téhotnych a kojicich Zen.

Jednou z nejcastéji zminovanych prirodnich repelentd jsou esencialni oleje. Vyhodou
takovych pripravkl je jejich Setrnost k Zivotnimu prostredi, nizkd toxicita a cena. Esencialni
oleje (silice, éterické oleje) jsou sekundarni metabolity rostlin, které jsou syntetizovany v ramci
obranného mechanismu proti fytofagdm. V soucasnosti je znamo vice nez 3000 silic, z nichz je
pro mnohé popsan repelentni Gcinek proti riznym druhdm ¢lenovcl. Cilem této prace bylo
popsat laboratorni U¢innost olejd z rostlin, které Ize péstovat na Uzemi Ceské republiky —
smrku ztepilého (Picea abies), Salvéje |ékarské (Salvia officinalis) a rozmarynu lékarského
(Rosmarinus officinalis). Zaroven jsme se zaméfili na Ucinnost repelentu , podomacku”
vyrobeného dle receptury doporucované v nékolika ¢eskych médiich.



2 Védecka hypotéza a cile prace
Cilem prace je zjistit repelentni Ucinek vybranych esencidlnich olejd na klisté obecné a

vyhodnotit jejich mozné vyuZiti jako pripravkd pro osobni ochranu proti témto ¢lenovcim.

Hypotéza: Testované esencialni oleje maji uréity repelentni G¢inek, neni ovSem tak stabilni
jako u syntetickych preparata.



3 Literarni reserse
3.1 Systematika

3.1.1 Taxonomie Ixodes ricinus

fise: Animalia

kmen: Arthropoda

tfida: Arachnida

infratfida: Acarina

rad: Ixodida

podrad: Ixodina

Celed: Ixodidae

rod: Ixodes

podrod: Ixodes

druh: Ixodes ricinus Linnaeus, 1758 — klisté obecné

3.1.2 Charakteristika radu Ixodida

Podrad Ixodida obsahuje 3 Celedé a to: Ixodidae, Amblyommidae a Nuttalliellidae.
Nuttalliellidae je monospecifickd Celed, kterou reprezentuje pouze jediny druh klistéte
Nuttalliella namaqua Bedford, 1931. Amblyommidae obsahuje 11 rod@l s 130 druhy. Celed
Ixodidae obsahuje nejvétsi rod Ixodes s 243 druhy klistat a dale 14 rod( s 459 druhy
(Guglielmone et al. 2010).

Celed Ixodidae — Klitoviti

Jsou také nazyvana jako tvrda klistata, protoze maji na htbetni strané téla typicky tvrdy
Stitek (scutum). Diky nému Ize snadno rozeznat samce od samic, kdy samcim kryje celé télo a
samicim zasahuje pouze do poloviny ¢i tfetiny v nenasatém stavu viz Obr. 1.

Q o)

Obrazek €. 1: Pohlavni dimorfismus kliStéte obecného (Zdroj: www.scalibor.cz)



Gnathosoma neboli Ustni ¢ast vycniva pri pohledu z hibetni ¢asti nad idiosomou (¢ast
téla za Stitkem). Samci rodu Ixodes, Dermacentor, Haemaphysalis krev nesaji, ale mohou se na
téle hostitele vyskytovat, protoze zde hledaji samice ke kopulaci. Vétsina klistat této Celedi
potfebuje ke svému wvyvoji tfi rGzné hostitele. Existuji i klitata dvou ¢&i dokonce jen
jednohostitelskd, kterd setrvavaji na hostiteli velice dlouho dobu. Tento aspekt je velmi
dllezity z hlediska prenosu rtznych onemocnéni. Dale jsou zde uvedeny vyznamné druhy
klistat z hlediska biologickych agens nebo vyskytu na tzemi CR (Volf & Hordk et al. 2007).

Rod Ixodes

Pro druhy rodu Ixodes je typické, Ze nemaji oci, analni ryhu maji pred fitnim otvorem a
samci maji sklerotizované bfisni desticky chybéjici u jinych rodl. Tento rod je rozsiten
celosvétové, vietné Antarktidy. Ctyfi druhy tohoto rodu jsou vyznamni prenasedi
mikrobidlnich agens pro clovéka. Ixodes scapularis neboli kliSté jeleni Say, 1821 se vyskytuje
na vychodé severni Ameriky. KliSté obecné (Ixodes ricinus) je rozsifeno hlavné v Evropé a
zapadni Asii. Dale klisté sibirské (/. Persulcatus) Schulze, 1930 Zijici v severovychodni Evropé a
severni Asii. Klisté tichomorské (I. Pacificus) Cooley & Kohls, 1943 je vyznamnym zastupcem

klistat v zapadni ¢asti Spojenych stat (Guglielmone et al. 2010; Nicholson et al. 2020).

Rod Dermacentor

Klistata rodu Dermacentor jsou stfedné velka az velka klistata obvykle se zdobenym
vzorovanim. Usta jsou kratké a tvar gnathosomy je obdélnikovy. O¢&i jsou pFitomny. Samcdim
chybi ventralni destic¢ky a u dospélého samce je Ctvrty par nohou znacné zvétseny. Je to typické
trihostitelské klisté (Ghosh et al. 2017). Aredl vyskytu je predevsim v Evropé, Asii, Africe a
Severni a Stfredni Americe (Nicholson et al. 2020). Jeho typickym uUtocistém jsou luzni lesy,
pastviny s kiovisky a lesni paseky (Rysavy et al. 1989).

Celkovy pocet druhtl tohoto rodu je 32 (Guglielmone et al. 2010). V Cesku se vyskytuje

ees

pijak luini (Dermacentor reticulatus) Fabricius, 1794 Zijici na jizni Moravé a na jiznim
Slovensku. DalSim nasim vyznamnym druhem je pijak stepni (D. marginatus) Sulzer, 1776 Zijici
na stfednim a jihovychodnim Slovensku. Hlavnim prenase¢em Horecky Skalistych hor je druh

(D. andersoni) Stiles, 1908 Zijicim na severoamerickém subkontinentu (Guglielmone et al.
2010; Nicholson et al. 2020; Rysavy et al. 1989).

Rod Haemaphysalis

Klistata rodu Haemaphysalis obyvaji vihka dobfe vegetovana stanovisté v Eurasii a
tropické Africe. Jsou to tfihostitelska klistata, jejichz larvy a nymfy saji na malych savcich ¢i
ptacich a dospéli jedinci napadaji vétsi savce véetné hospodarskych zvirat (Ghosh et al. 2017)
Celkovy pocet popsanych druhl vtomto rodé je 166, z ¢ehoZ se asi 150 druh( vyskytuje
v Africe a pouze dva druhy v Americe (Guglielmone et al. 2010; Ghosh et al. 2017). VétSina
druhl tohoto rodu je mala s kratkou Ustni ¢asti. U samcUl nejsou pfitomny ventralni desticky a
podobné jako u rodu Ixodes postradaji oCi. Typickym rozliSovacim znakem je, Ze analni ryhu
maji za fitnim otvorem (Ghosh et al. 2017).



Druhem, se kterym se lze na Gzemi Ceské republiky setkat je klit luZni (H. concinna) Koch,
1844. Zije ve vlhkych listnatych a smiSenych lesich na jizni Moravé a na Slovensku
(Guglielmone et al. 2010; Rysavy et al. 1989).

Rod Hyalomma

Je to relativné maly rod s 27 druhy stfednich az velkych klistat Zijicich hlavné v Africe.
Typickym mistem vyskytu jsou vyprahlé nebo polosuché stanovisté. Vyznacuiji se podlouhlymi
palpami a maji zfetelné oci. Epidemiologicky vyznamnym poddruhem je klist obroubeny (H.
marginatum marginatum) Koch, 1844, ktery je vektorem zavaziné virové infekce Krymsko-
konzské hemoragické horecky (CCHF). Zasadni veterinarni vyznam ma jesté klist piroplasmovy
(H. detritum) Schulze, 1919 prenasejici plivodce bovinni tropické theileriézy (Guglielmone et
al. 2010; Nicholson et al. 2020).

Rod Rhipicephalus

VSechny druhy byly ptivodné endemické v Africe (Ghosh et al. 2017). Dnes se tyto druhy
klistat vyskytuji po celém svété a rod obsahuje 84 popsanych druh(, které jsou snadno
rozpoznatelné dle Sestithelnikového tvaru gnathosomy (Nicholson et al. 2020). Vétsina druha
ma trihostitelsky Zivotni cyklus, existuji ale i druhy tohoto rodu, kde jsou v cyklu pfitomni
pouze dva hostitelé. Parazituji hlavné na savcich, méné c¢asto i na ptacich i plazech (Ghosh et
al. 2017)

Rod Amblyomma

Jsou to obvykle klistata dvouhostitelska a vyjimecéné tfihostitelska. Sani je nejcastéji
lokalizovano na nohou, vemeni, ocasu nebo v periandlni oblasti. Dospélci vétsiny druh( jsou
stfedni nebo velké velikosti s rizné barevnymi vzory na stitku (Ghosh et al. 2017).

Rozsifeni téchto klistat je celosvétové, ale jejich vyskyt je predevsim ve vlhkych
tropickych nebo subtropickych oblastech. Rod obsahuje asi 130 druhd, z nichZ nejvyznamnéjsi
se vyskytuji na pobrezi Mexického zalivu (klisté skvrnité A. maculatum Koch, 1844), Severni
Ameriky (klisté americké A. americanum Linnaeus, 1758) nebo Karibskych ostrovech a Afriky
(klisté riznobarevné A. variegatum Fabricius, 1794) (Guglielmone et al. 2010; Sonenshine et
al. 2008). Dokazi prezit i vyjimecné chladné a suché podminky (Ghosh et al. 2017).

Zbyvaijici rody Celedé Ixodidae zahrnuji relativné malé mnozZstvi druhd, z nichz zadny
neni doposud znamy jako vyznamny prenasec patogent (Nicholson et al. 2020).

Celed Argasidae — Kli$takoviti

Jsou to mékka klistata s kozenym nesklerotizovanym télem, ktera maji na povrchu téla
charakteristickou texturu. Na jejich téle mohou byt pfitomny zahyby nebo drazky Obr. 2.



Gnathosomu maiji pfi pohledu shora zcela skrytou pod idiosomou u nymf a dospélct. Pokud
maji pfitomny oci, nachazeji se v postrannich zahybech nad kracivymi koncetinami. Tato

Obrazek €. 2: Charakteristicka svatba téla této celedé s typickym zastupcem

klistakem zhoubnym (A. persicus) (Autor: Jana Bulantova)

klistata maji Zivotni cyklus svice hostiteli. Od tvrdych klistat se lisi v nékolika ohledech
napriklad, Ze jsou odolné vici suchu, schopné Zit nékolik let v suchych podminkach ¢i poustich.
Dalsi rozdilem je zpUsob Zivot, kdy se pfi sani na hostitelich zdrzuji jen kratkou dobu a vétsinu
casu Ziji skryté v okoli hostiteld (Ghosh et al. 2017). Tato celed obsahuje 5 rodd, z ¢ehoZ rod
Nothoaspis ma pouze jediny druh kliStéte N. reddelli Keirans and Clifford, 1975 (Guglielmone
et al. 2010)

Rod Argas

Klistaci tohoto rodu maiji zplostéli tvar téla, postranni linii na téle se sklddanym
integumentem. VétSina druhU parazituje na netopyrech nebo ptacich. Rod je celosvétové
rozsiren vétsinou v polosuchych stanovistich nebo v suchych jeskynich (Sonenshine et al.
2008). Celkové tento rod obsahuje 61 popsanych druh klistat (Guglielmone et al. 2010) U nas
nejznamé;jsim zastupcem je klistak holubi (A. reflexus) Fabricius, 1794, ktery byl do blizkosti
Clovéka zavlecen pii domestikaci holuba skalniho. Vyskytuje se predevsim v hnizdistich a
nocovistich holubd, ale i jinych druh( ptak( (Guglielmone et al. 2010; Rosicky et al. 1979).
Znam je téz jako prenased nékterych patogend. Dal$im druhem vyskytujici se v blizkosti Ceské
republiky (Slovensko) je napfiklad jesté klistak zhoubny (A. persicus) Oken, 1818, ktery je
cizopasnikem drlbeZe (Guglielmone et al. 2010; Rysavy et al. 1989).

Rod Antricola

Jednd se o malou skupinu klistat, kterd obsahuje pouze 17 popsanych druht
(Guglielmone et al. 2010). Tito klistaci jsou velmi podobni jako u rodu Argas, ale lisi se vsak
strukturou jejich Hallerova organu na prednich nohou. Stejné jako predchozi rod, Antricola
spp. parazituje predevsim na netopyrech a ptacich. Pro ¢lovéka z hlediska prenosu nemoci je
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vyznamny druh C. kelleyi Cooley & Kohls, 1941 jako pfenasec rickettsidzy a borrelidzy
(Guglielmone et al. 2010; Nicholson et al. 2020).

Rod Ornithodoros

V ramci tohoto rodu existuje 112 znamych druh, kdy se témér vsechny vyskytuji
v tropickych a subtropickych oblastech Afriky a Ameriky. Pouze nymfy a dospélci parazituji u
savcl a ptakl, pricemz mohou zpUsobit tak tézkou infestaci zvifete, Ze miZe dochazet az
k dmrtnosti ztratou krve. Saji kratce a jsou povazovany za hlavni vektory patogend
odpovédnych za klistovou recidivujici horecku (Guglielmone et al. 2010; Ghosh et al. 2017).

Rod Otobius

Tento nepfilisS pocetny rod se vyskytuje v Severni Americe a do Afriky a Asie byl
neumysiné zavlecen (Sonenshine et al. 2008). Obsahuje pouze dva druhy O. megnini Duges,
1883 a 0. lagophilus Cooley & Kohls, 1940, ktery napada usni kanaly savct (Guglielmone et al.
2010; Ghosh et al. 2017).

3.2 Klisté obecné

3.2.1 Vyskyt a rozsifeni

Klisté I. ricinus rozsiteno oblastech mirného pasu Evropy, Australie, jizni Afriky a Asie.
V Severni Americe tento druh nebyl doposud zaznamenan. V Evropé jsou to oblasti celé
zapadni, stfedni a jizni Evropy viz Obr. 3.

53

Obrazek €. 3: Rozsiteni klistéte obecného v rdamci Evropy (Zdroj: BlankMap-World.svg)

Na jihu zasahuje aZ na sever Afriky (Alzirsko, Tunis). Oproti tomu na severu Evropy dosahuje
jiznich oblasti Skandinavie. Na vychod se areal vyskytu tdhne zhruba do stfedniho Povolzi a



jizné&ji pfes Gruzii, Arménii a Azerbajdzan a7 do severniho iranu a Turecka (Rosicky et al. 1979;
Ghosh et al. 2017).

Ixodes ricinus je roziiteno po celém Gzemi Ceské republiky. Ke svému Zivotu potiebuji
klistata vysokou vlhkost, proto jsou nejvice rozsifena v listnatych a smiSenych lesich. Pfestoze
nejhojnéji se klisté obecné vyskytuje v nizsich oblastech s nadmorskou vyskou do 600 m n. m.,
v soucasné dobé se vlivem klimatické zmény klistata vice rozsifuji i do vyssich nadmoftskych
vysSek, kdy se v nékterych oblastech mohou béZzné vyskytovat az do 900 m n. m. (RySavy et al.
1989). Ojedinéle byla nalezena ve vysce 1600 metrd nad morem (Volf & Hordk et al. 2007).
Vysoka relativni vihkost mikroklimatu okolo 90 % s delSim obdobim s teplotami kolem 15°C
jsou velice duleZité pro Uspésny vyvoj a rozmnozovani. Nizka vlhkost je letalni pro vSechna
stddia. Zrovna tak nejsou pro jejich vyvoj pfiznivé extrémni teploty, které navic mohou
inhibovat kladeni vajicek (Bonnet 1998). Larvy a nymfy vyZaduji nejvyssi vlhkost, proto se
vyskytuji v tésné blizkosti pady (hlina, hrabanka, listi). Dospélci se vyskytuji ze vSech stadii
nejvyse, kdyZ ve snaze pfichytit se na hostitele mohou vysplhat az do vysky okolo 1 metru
(Stork et. al 2013).

Imaga v aktivnim stavu lze nalézt od dubna do fijna ve dvouvrcholové krivce vyskytu
s maximem v kvétnu a v zafi. Za pfiznivého pocasi a teploty je klisté mozno nalézt i v zimnim
obdobi (Rysavy et al. 1989).

3.2.2 Morfologie a anatomie

Morfologie a rozdily mezi stadii

Samice klistéte obecného je Cervené zbarvena, po nasati se barva téla zméni na Sedou,
predni ¢ast téla je pokryta tmavym Stitkem. Velikost se pohybuje okolo 3,5 —-4,5 mm, po nasati
muZe dosahovat az 1 cm. Samci jsou tmaveé zbarveni ve velikosti 2,2 — 2,5 mm. Prahledné larvy
dosahuji velikosti okolo 0,8 mm a do hnéda zbarvené nymfy maji néco pres 1 mm viz Obr. 4
(RySavy et al. 1989).

Obrazek €. 4: Rozdily mezi stadii kliStéte obecného (zleva larva, nymfa, dospéla
samice a napravo dospély samec) (Autor: Franc Strle)



Télo se sklada ze tifi hlavnich ¢asti, a to z predni ¢asti gnathosoma neboli ¢asti Ustni, zadni
Casti tzv. idiosoma a ¢lankovanych kracivych koncetin (Volf & Horak et al. 2007).
U vSech stadii je dobre znatelnda hlavicka, kterd je umisténa terminalné, coz je dobfte viditelné
pfi pohledu shora (Rosicky et al. 1979). Ustni Ustroji kli$tat je tvofeno neparovym, valcovitym
hypostomem, ktery je opatien zpétnymi hacky. Tyto hacky nevytvareji zadny zavit, proto smér
vytaceni klistéte nema zadny vliv na jeho odstranéni (Votypka et al. 2018). Hypostom m(ze
byt u nékterych samclm redukovan. Z kazdé strany kolem hypostomu jsou umistény parové
chelicery (také s hacky), které slouzi k natiznuti hostitelskych tkani béhem prichyceni klistéte
k hostiteli. Dale jsou na tomto misté umisténé palpy, které se skladaji ze Ctyf rlznych
segmentl a zakryvaji kifehké casti Ustniho Ustroji (Nicholson et al. 2020). Za pomoci vSech
téchto Casti je klisté schopno byt pevné uchyceno v pokoZce hostitele viz Obr. 5.
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Obrazek €. 5: Stavba ustniho ustroji klistéte (Autor: Jana Bulantova)

Na predni ¢ast idiosomy nasedaji mohutna makadla, ktera jsou prvnim parem koncetin.
Na tarzalnich ¢lancich predniho paru kondetin se nachazi zvlast dalezity organ, ktery se nazyva
Hallertv organ (Obr. 6, viz Sipka). Ten se sklada ze dvou ¢asti, a to z predni jamky a proximalni
kapsle. Pfedni jamka obsahuje smyslové brvy (senzily), které jsou vzdjemné propojeny
kanalem. Lumen a kanal kazdé ze senzil je spojen se svaly a svazky nervovych vlaken, které
vnimaji teplo, COz a dalsi chemické slouceniny, cozZ je klicové pfi vyhledavani hostitele (Ghosh
et. al. 2017). Makadla hraji dalezZitou roli i pfi vybéru mista uchyceni na hostiteli (RySavy et al.
1989).



Obrazek ¢. 6: Stavba Hallerova organu (Autor: Jana Bulantova)

Télo klistéte je pokryto tvrdym hibetnim Stitem zvanym scutum, podle jeho délky a tvaru
Ize dobfe rozpoznat samce od samice a nedospélych stadii. U samcu se hrbetni stit nachazi po
celém povrchu téla. Naproti tomu samice v nenasatém stavu a nedospéla stadia klistat maiji
télo Stitem pokryto pouze v predni tfetiné (Rosicky et al. 1979). Diky tomuto uporadani téla je
zadecek samice silné roztazitelny a je pro ni mozné pfi sani mnohonasobné zvétsit svlij objem
a ziskat tak dostatek potravy (Volf & Horak et al. 2007).

U rodu Ixodes, stejné jako napriklad u rodu Haemaphysalis, chybi oci. Vétsina rod klistat
ma jinak o¢i umistény vzadu po stranach stitku (napt. Dermacentor, Amblyomma, Hyalomma
a Rhipicephalus) (Volf & Horak et al. 2007).

K predni ¢asti zadecku na briSni ¢asti téla jsou pripojeny 4 pary kracivych koncetin s Sesti
¢lanky. Koncetina je sloZzena z kycle, prikycli, stehna, holené, ptichodidli a chodidla. Na konci
chodidel jsou vyvinuty polstarkovité prisavky se dvéma drapky. Vyjimkou jsou larvy, které maji
pouze 3 pary koncetin (Sonenshine & Roe et al. 2014).

Genitalni otvor maji klistata v predni tfetiné brisni strany téla a je ve tvaru stérbiny. U
nedospélych jedincl (larvy a nymfy) je genitalni otvor uzavren a zfetelny je tak az v dospélosti.
Analni otvor se nachazi na zadecku a je kryt dvéma chlopnémi. Dale je jesté obklopen analni
ryhou, kterd je u Ixodes ricinus umisténa pred fitnim otvorem. Nymfy a larvy se nelisi pouze
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Obrazek €. 7: Zjednodusena morfologie klistéte (PA — palpy, HY — hypostom, GO
— genitalni otvor, MD — medidlni desti¢ka, AO — andlni otvor, AD — andlni desticka,
AR — analni ryha, SD — stigmalni desticka, ST — stigma) (Zdroj: Hoogstraal 1958)

vzhledem a velikosti, ale i tim, Ze nemaji pohlavni otvor (Rosicky et. al 1979). Celd morfologie
viz Obr. 7.

Anatomie

3.2.2.1.1 Travici soustava

Trdvici soustava je trubicovitd a ma 3 hlavni oddily — stomodeum, mesenteron
proktodeum. Predni ¢ast zvana stomodeum neboli Ustni kanalek je ¢lenéna na dutinu Ustni,
hitan a jicen. Je ektodermalniho plivodu, a proto je vystlana chitinovou kutikulou. Také je
dllezitd pro mechanické zpracovani potravy. Dutina Ustni obsahuje vyvody slinnych Zlaz
(Sonenshine & Roe et al. 2014; Volf & Horak et al. 2007). Tyto velké zZlazy, které pfipominaji
shluky hroznU, jsou spojeny pres slinné kanaly s Usty. Jejich sekrety jsou vyprazdnovany do
salivaria umisténého mezi chelicerami a hypostomem. Klisté ma obsazeno ve slinach aktivni
slouceniny, které usnadnuji spojeni mezi klistétem a hostitelem, a zaroven potlacuji zanétlivé
reakce hostitele. Diky tomu vznikne kanal, jimzZ se dostanou sliny od klistéte do téla hostitele,
a naopak (Nicholson et al. 2020). U samic slinné zlazy zcela degeneruiji diky latkam ziskanych
od samcl béhem pareni (Bowman et al. 2008). Mesenteron neboli stfedni stfevo je
entodermalniho plvodu a neni vystlano kutikulou. Je hlavnim organem, v némz probiha
vlastni intracelularni traveni krve (Lara et al. 2005; Anderson et al. 2008; Volf & Horak et al.
2007). Je pokryté jednovrstevnym epitelem, ktery smérem do lumenu stfeva (vnitini strana)
obsahuje travici bunky a smérem do hemocoelu (vnéjsi strana) je ohrani¢ena bazalni
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membranou. Travici bunky slouzi k pohlcovani a zpracovani potravy. Mesenteron je dale
vybaven celou fadou postrannich lalokd, diky kterym muze klisté pojmout co nejvétsi mnozstvi
krve. Pfi pIném nasati se u samic tyto laloky rozsifi tak, Ze vyplnuji celou hmotu jejiho téla.
V pripadé, Ze se tyto buriky opotrebi, jsou vypuzeny do lumenu stfeva, degradovany a
nahrazeny novymi. Traveni probiha intracelularné, coz je vyhodné pro radu mikroorganisma,
véetné prenasenych patogenu. Vnitrni prostfedi stfeva je chudé na protedzy a dalsi travici
enzymy, které by mohly mikroorganismy poskodit. Proktodeum neboli zadni stfevo slouzi pro
uloZeni a odstranéni odpadnich latek, usti do malpighickych trubic a kon¢i rektem (Sonenshine
& Roe et al. 2014; Volf & Horak et al. 2007).

3.2.2.1.2 Vylucovaci a pohlavni soustava

Vylu€ovaci Ustroji je tvoreno modifikovanymi metanefridiemi, ale hlavni vylu¢ovaci
funkci plIni malpighicka trubice. Dvé malpighické Zlazy nasedaji na konci zadniho stfeva
(Sonenshine & Roe et al. 2014). Sam¢i pohlavni soustava je tvorena varlaty, semennym
vackem a ejakulacnim kanalem, ktery je spojen s genitdlni trubici. Do ejakula¢niho kanalu usti
pomocna zlaza, ktera produkuje spermatofory. Reprodukéni organy samice jsou vajecniky,
parové vejcovody, déloha a semennd nadoba. U neoplozenych samic je vajecnik maly a
nenapadny, ale béhem pfijmu potravy a zejména po pareni se enormné rozsituje (Nicholson
et al. 2020). Pro reprodukéni Uspéch klistat jsou dilezité feromonové Zlazy, protoze vyluduji
fenolovy pohlavni feromon, diky kterému jsou klistata schopna spolu komunikovat a spafit se
(Sonenshine & Roe et al. 2014).

3.2.2.1.3 Nervova soustava

Centralni nervovy systém klistat ma podobu synganglionu, coZ je jednolitd nervova
hmota s nervy vystupujicimi k jednotlivym ¢astem téla. Je umistén nad genitalnim otvorem.
Velké nervy inervuji od synganglionu nohy. Mensi nervy pak fidi palpy, chelicery, kutikulu a
vnitfni organy. Nervovy systém také obsahuje nervové receptory pro neuropeptidy, a tim je
umoznéna vzajemna komunikace neuronu pfri regulaci fyziologickych procesu (Bissinger et al.
2011; Sonenshine et al. 2008).

3.2.2.1.4 Obéhova soustava

Klistata maji otevienou obéhovou soustavu s typickou tekutinou — hemolymfou, coz je
vodné médium bohaté na soli, aminokyseliny, rozpustné proteiny a dalsi rozpusténé latky.
Kromé toho obsahuje nékolik typl hemocytd, z nichZ nejvyznamnéjsi jsou plasmatocyty a
granulocyty. Tyto burky cCasto funguji pfi fagocytdze nezadoucich mikrobl (Matsuo et al.
2007). Uprostied téla je pfitomno jednoduché srdce ve tvaru trubice, a to pIni dlleZitou funkci:
filtruje a cirkuluje hemolymfu. Ta vypliuje télni dutinu, koncetiny a nékteré dalsi ¢asti téla.
Vnitini organy a tkané jsou v ni omyvany (Sonenshine & Roe et al. 2014).

3.2.2.1.5 Dychaci soustava
Dychaci otvory jsou umistény za ky¢lemi ¢tvrtého paru nohou. U dospélych klistat a nymf

se pro absorpci kysliku a odvodu CO; vyuzZiva systém trachealnich trubic. Ty u larvalnich stadii
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chybi. Klistata dychaji za pomoci hydrostatického tlaku a jednoho paru vzdusnic (Sonenshine
& Roe et al. 2014). Pro lepsi prehled je celd vnitini anatomie téla zobrazena na Obr. 8.

PnT

Mal. T

MD

Mal. T

Obrazek ¢. 8: Vnitini anatomie samce klistéte (Acg — pomocnd Zldza; ED —
ejakulacni kanal; MD — midgut diverticulum; MS — (zaludek); Mal.T — Malpigiho
trubice; PnT — kmeny nerv( pedall; Rec. S, — rektalni vak; SGA —slinna Zlaza, zéna
agranularnich (typ 1) acinli; SGG - slinna Zlaza, zéna granulovanych acint (typy Il
a lll); SD- slinny kandl; Spc — spermatocysty oznacené nepravidelnymi
te¢kovanymi liniemi; Syn — synganglion; T — varlata, TrT — trachealni kmeny; Tr —
trachea; V.D — vas deferens (Zdroj: Sonenshine & Roe et al. 2014)

3.2.3 RozmnozZovani a zivotni cyklus

Zivotni cyklus kli$téte obecného &itd vajicko a tii aktivni stadia —larva, nymfa a dospélec.
Vsechna aktivni stadia kliStéte saji na hostiteli (Graca-Souza et al. 2006). Samice pro vyvoj
vajicek potrebuje krev od hostitele. Dospéla samice saje krev pouze jednou, idedlné co
nejrychleji 24-48 hodin po pareni a ziskat co nejvice Zivin pro tvorbu vajicek (Sonenshine et al.
2002). Nékteré samice klistéte I. ricinus jsou béhem sani schopné svoji hmotnost zvysit na 5
az 10nasobek (Graca-Souza et al. 2006). Nasaté a sparené samice po opusténi hostitele najdou
chrdnéné misto pro nakladeni 2500 az 4000 vajicek a poté umiraji. Vhodnym mistem pro
nakladeni vajicek jsou mikrohabitaty jako pdda, napadané listi nebo hnizdo hostitele.
V mirném pasmu a subarktickych oblastech klistata bézné podstupuji diapauzu béhem
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nejchladnéjsich mésicud. V disledku toho muze Zivotni cyklus trvat dva i vice let. Napfiklad u
klistéte obecného v severni ¢asti Evropy muze trvat az 4 roky. Klisté obecné je typickym
trihostitelskym klistétem, coZz znamend, Ze dojde k hledani a sani na hostiteli ve trech
parazitujicich stadiich (Sonenshine et al. 2002). Larvy a nymfy cizopasi predevsim na drobnych
zemnich savcich a ptacich. Dospélci se vyskytuji hlavné na velkych savcich volné Zijicich nebo i
domacich (Rosicky et al. 1979).

3.2.4 Maedicinsky vyznam klistat

Klistata prendaseji vice druh( patogent nez kterakoliv jind skupina ¢lenovct Zivicich se
krvi na celém svété (Benelli et al. 2016). Klistata maji vyznam ve veterinarni a humanni
mediciné predevsim proto, Ze jsou prenaseci patogenll zpUsobujicich onemocnéni lidi,
hospodarskych zvifat nebo zvifat v zajmovych chovech. Pfichyceni klistat v k(Zi mdze také
zpUsobit rizné druhy dermatdéz nebo koznich problém( jako je zanét, bolest ¢i otok. Zridka
pronikaji i do zvukovodl. Nékteré druhy klistat mohou zpUsobit ochabnuti ¢asti téla nebo
dokonce ochrnuti. U jedincd, ktefi jsou pravidelné napadani klistaty se mohou vyskytnout
alergické reakce ¢i anafylakticky Sok (Van Wye et al. 1991). V Severni Americe jsou klistata
vektory velkého poctu patogenl zpuUsobujicich lidské choroby, vcéetné anaplasmozy,
babesidzy, lymeské borelidzy, zimnice Colorado, horecky Skalistych hor, ehrlichidzy,
tularémie, rickettsidozy a dalSich onemocnéni. V Evropé jsou hlavnimi prenaseci patogent
zpUsobujicich vazna onemocnéni (nej¢astéji lymeska boreliéza, klistova encefalida) druhy /.
ricinus a I. persulcatus (Benelli et al. 2016). Nékteré druhy klistat mohou byt povazovany také
za domaci Skddce, napriklad druh R. sanguineus Latreille, 1806 parazitujici zejména na psech.
Tento druh muze Zit a parazitovat v domech po cely rok na psech i lidech, zvlast, pokud je diim
vytapén (Sonenshine et al. 2002).

3.3 Ochrana proti klistatim

Vzhledem k velkému medicinskému i veterinarnimu vyznamu parazitickych ¢lenovca
jako neprijemnych trapi¢l nebo prenasecl nebezpecnych onemocnéni, byla vyvinuta rada
metod k jejich potlaceni. Snahou téchto metod je snizeni jejich pocetnosti, redukce vyskytu ci
odpuzeni. Boj proti nebezpecnym ¢lenovcim probiha na radé urovni, které mizeme rozdélit
na: mechanické, biologické a chemické. V neposledni fadé sem mulzeme priradit také i
genetickou modifikaci, diky které nejsou ¢lenovci schopni dale prenaset infekéni onemocnéni
a zaroven tyto pozménéné geny Sitit ve své populaci. Mechanicky se bojuje proti jinym druhim
¢lenovcim (napf. komari, mouchy) a jde predevsim o likvidaci jejich zdroje vyskytu ¢i vyuZziti
moskytiér. V biologickych metodach jsou vyuzZivany vysoce specifické patogeny, predatori,
parazité a parazitoidy urcitych skupin parazitickych ¢lenovcu. Posledni jsou metody chemické,
které zahrnuji pouzivani rliznych typa repelent(, insekticidd a akaricidd (Volf & Hordk et al.
2007).
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3.3.1 Akaricidy

Akaricidy jsou latky, které svym ucéinkem zabiji roztoce, a tedy také klistata. Arzen byl
prvni U¢innou latkou pro hubeni klistat a tim i nemoci pfenasenych klistaty. Postupem ¢asu
byl arzen nahrazen organochlorovymi, protoze diky nému byla zaznamendna vysoka imrtnost
ve stadech skotu, a navic se klistata stala na arzen rezistentni (George 2000). Nové vyvinuté
akaricidy s nizkou toxicitou pro savce (napf. pyretroidy, avermektiny) maji sice vysokou
ucinnost, ale jejich pouzivani je vysoce nakladné (Sonenshine 2006; Sonenshine & Roe et al.
2014). S pouzivanim akaricidll je navic spojeno mnoho problémd, jako je znecisténi Zivotniho
prostredi, kontaminace masa a mléka hospodarskych zvirat a vydaje, zejména v rozvojovych
statech (Sonenshine et al. 2002). VSechny tyto problémy vedly k hledani alternativnich metod,
které budou dobfe ucinné v zemédélstvi (Ghosh et al. 2006).

V posledni dobé roste proto zajem o moznost vyuZiti rostlinnych akaricidd, zejména

éterickych olejl k regulaci nékterych druh( klistat (napf. R. microplus, R. annulatus). Napfiklad
étericky olej ze semen kminu a nového kofeni u vySe zmiriovanych klistat dosahl 100 %
umrtnosti pfi koncentracich mezi 2,5 % az 20 %. OvSem ne vSechny éterické oleje jsou pro
klistata toxické. Toxicita a odpudivost rostlinnych éterickych olejd ¢i jejich terpenoidnich
slozek je jiz néjakou dobu rozpoznana, ovsem presny biochemicky mechanismus ucinku neni
zcela objasnén. Bylo navrzeno nékolik mechanism( toxického pUsobeni, které zahrnuji inhibici
aktivity acetylcholinesterdzy, aktivitu na receptoru kyseliny g-aminomaselné (GABAA),
nikotinovy acetylcholinovy receptor, inhibici kandld sprechodnym receptorovym
potencialem, octopaminové receptory a tyraminové receptory (Gross et al. 2017).
Nejcastéji pouzivanou metodou ke studiu akaricidnich ucink( je ponoreni larev, nymf nebo
dospélct na nékolik sekund do extraktového roztoku. Pokud je klisté usmrceno za 24 az 72
hodin po aplikaci, je to hodnoceno jako akutni toxicita neboli jako akaricidni u¢innost (Benelli
et al. 2016).

3.3.2 Repelenty

Repelenty jsou latky, které svymi vlastnostmi maji schopnost klistata odpuzovat
(Adenubi et al. 2016). Pokud jde o clovéka, nejucinnéjsim prostfedkem pro predchazeni
prichyceni klistat a pfenosu onemocnéni je, vyhybat se mistim s vysokou koncentraci klistat,
dikladné se prohlédnout, pokud do takovych mist vstoupi, nelehat si do travy, nechodit ve
vysoké travé, nosit svétlé obleceni, nosit dlouhé kalhoty zastréené v obuvi a pouzivat
repelenty (Bissinger & Roe 2010; Lupi et al. 2013). U¢innost repelentl zavisi predeviim na
jejich sloZzeni a koncentraci ucinné latky (Benelli et al. 2016). Vétsina fytochemikalii, které byly
testovany na repelentni Gcinky proti klistatim, jsou terpenoidy. Strukturdlné to jsou
rozmanité slouceniny, které tvori nejvétsi skupinu sekundarnich rostlinnych metabolitl a
podileji se na obrannych mechanismech rostlin (Langenheim 1994; Kappers et al. 2008).
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Syntetické repelenty

Vycet bézné pouzivanych sloucenin jako repelenty dle Benelli et al. (2016):
IR3535 (= 3-N-acetyl-N-butylamino-propionovy ethylester)
DEET (N, N-diethyl-m-toluamid)
DEPA (N, N-diethyl-2-fenyl-acetamid)
icaridin (1- 2-2 hydroxyethyl-1-methylester piperidinkarboxylové kyseliny)

DEET

Nejpouzivanéjsi repelentni Ucinnou latkou na svété je DEET (Frances 2007). Ukazalo se, Ze
DEET je vysoce ucinny proti komardm i klistatim. Napfiklad ve studii Carroll et al. (2008) bylo
zjisténo, Zze krémové pripravky obsahujici 33% DEET, poskytuji u¢innou ochranu pred klistaty
po dobu 12 hodin. Na druhou stranu je tfeba zminit, Ze jeho vyroba a pouzivani znamenaji
urcitou zatéz pro Zivotni prostredi. Dle nékterych autorl (Aquino et al. 2004; Costanzo et al.
2007) se jednda o casty kontaminant vodnich systémU( po celém svété. Navic se dnes Casto
pochybuje o jeho bezpecnosti a jako preventivni opatieni by se nemél pouzivat u déti mladsich
2 mésicd (Aquiono et al. 2004). Mezi Casté komplikace patii otrava po vdechnuti a ocni
problémy vlivem kontaktu se sliznici oka (Goodyer & Behrens 1998). Dalsimi zdravotnimi
problémy mohou byt rizné kardiovaskularni a dermatologické reakce (Stajkovi¢ & Milutinovic¢
2013). Navic jeho vlastnosti jako lepkavost, nepfijemny zapach a leptani plastl mlze byt
dalsim dlivodem pro hledani alternativnich pripravkd (Semmler et al. 2011). V soucasné dobé
jsou pro pouziti na lidskou kazi proti klistatm doporucovany pouze dvé alternativy k DEETu
a nejzndméjsim produktem s nimz jsou ostatni repelenty porovnavany jako se standardem
(Bissinger et al. 2011).

Icaridin

Tento novéjsi repelent ma hned nékolik vyhod oproti DEETu. Nezanechdvd po sobé
zadny zapach, neni lepivy nebo mastny, neposkozuje obleceni a nelepta plasty (Katz et al.
2008).

Kromé toho puUsobi podobné, kdyzZ se aplikuje na klzi, latku Ci srst zvirat. Proto ho lze
pouzit k ochrané nejen lidi, ale i pst, kocek a koni (Abdel-Ghaffar et al. 2015). Bylo prokazano,
Ze 10% a 20% koncentrace icaridinu poskytuje velmi vysokou Uroven ochrany po dobu az 12
hodin pred klistaty (A. americanum) (Carroll et al. 2008). Navic pfipravky s 20% koncentraci
této latky mohou nabidnout delsi dobu ucinku proti klistatdm nez DEET (Frances 2007). Déle
je dulezité zminit, Ze nebyla prokazana jeho toxicita, ktera by méla vliv na vnitfni organy,
reprodukci nebo zplsobovala dermatitidu. | pfes fadu vyhod neni doporucovano jeho uziti u
déti mladsich 2 let (Diaz 2016).

IR3535

Pavodné byl IR3535 ve Spojenych statech uveden na trh jako krém na pokozku pro jeho
zmékcujici a zvlhéujici vlastnosti. Pozdéji bylo zjisténo, Ze ma také repelentni ucinky (Diaz
2016). Jedna se o organickou slouceninu odvozena od prirozené aminokyseliny B-alaninu a je
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povaZovana za velmi ucinny repelent, ktery byl Ize vyuzivat i u déti mladsich nez 6 mésicu. Pfi
srovnani s DEETem je mira toxicity nizsi. Ovsem vysoké koncentrace absorbované kizi a
preneseny do krve nejsou vhodné (Vilar et al. 2020).

Pfirodni repelenty

Mezi ptirodni repelenty lze zaradit zejména esencialni oleje a synteticky vyrobené

repelenty, jejichz hlavni repelentni slozka pochazi z rostlin. Vysokd repelentni ucinnost je
znama pro laboratorné vyrabéné repelenty jako je menthoglycol (PMD) a pyrethrum které
jsou komercéné dostupné na evropském trhu (Diaz 2016).
Pfirodni repelenty maji oproti chemickym repelentim radu vyhod. Diky tomu, Ze jsou
extrahované z rostlin, nezatézuji Zivotni prostiedi a nemaji toxické ucinky na necilové druhy.
Dale pfi pouziti na hospodarskych zvifatech nekontaminuiji jejich maso ¢i mléko. Navic jejich
vyuziti nemusi byt finanéné nakladné. Kromé lidi, ktefi maji alergii na urcité druhy rostlin,
nepredstavuji repelenty na bazi rostlin zdravotnirizika. Dalsim ddvodem je moZnost rezistence
klistat na chemické repelenty pfi jejich opakovaném pouZiti (Benelli & Pavela 2018).

PMD

PMD s chemickym nazvem p-mentan-3, 8-diol je pfirodni syntetickd verze hlavni
repelentni slozky, kterd ma plvod v listech rostliny korymbie citronikova (Corymbie
citriodory). Stejné jako icaridin mdze nabidnout lepsi ochranu pred klistaty nez DEET. Je
k dispozici v pumpickach s roztokem o koncentracich od 10 % az 40 % (Carroll et al. 2008).
V laboratornich testech Trigg & Hill (1996) bylo zjisténo, Ze pfi pouZiti 50% ucinné latky
repelentu PMD se mnozstvi prisatych klistat (/. scapularis, I. pacificus, D. andersoni) snizilo o
77 %. Tyto vysledky byly porovnavany s 20% DEET, kdy produkt PMD byl mnohem lepsi a
zaroven poskytoval i lepSi ochranu nez esencidlni olej z citronely.

Esencidlni oleje

Esencidlni oleje jsou béiné pouzivany v parfumérii, k ochuceni potravin, lékarstvi,
veterinarstvi, zemédélstvi ¢i v dalSich oborech. Prestoze jsou éterické oleje povazovany za
bezpecné, pro vnitini uzivani se obvykle nedoporucuji. Vyjimecné mohou byt oralné podavany
jejich ziredéné formy (napf. hydrosoly) ziskané destilaci olejd jakoz vedlejsi produkty. Lokalni
aplikace nékterych éterickych oleji (napf. oregano, levandule) do ran a popalenin prinasi
rychlé zhojeni bez vétsich komplikaci. Dale se éterické oleje vyuZzivaji k inhalaci jako prostredek
pro zlepsSeni nalady a na respiracni obtiZe. Esencidlni oleje jsou znamé jejich fungicidnim,
mikrobidlnim, baktericidnim, antioxida¢nim a pesticidnim vlastnostem (Dubey et al. 2011;
Bakkali et al. 2008). Nedavna studie odhalila také novy ucinek esencialnich olejd a to ten, Ze
ovliviiuje plodnost samic klistat, pokud jsou tyto samice vystaveny subletalnim davkam olejG
(Ellse & Wall 2014).

Z chemického hlediska jsou esencidlni oleje tvoreny uhlovodiky — terpeny a
seskviterpeny a okyslicenymi slouceninami jako alkoholy, estery, ethery, aldehydy, ketony
laktony, fenoly a fenolethery. V rliznych éterickych olejich se také mohou vyskytovat naptiklad
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mono a nékdy i diterpeiny, fenylpropanoidy, mastné kyseliny a jejich fragmenty, benzenoidy
(Baser & Demirci et al. 2007; Guenther, 1972). Jejich sloZzeni se mlze vyrazné lisSit mezi
jednotlivymi druhy rostlin a jejich odriidami, stejné jako dle oblasti piivodu (Zygadlo & Juliani
2003).

V poslednich letech, zejména po zakazu pouzivani antibiotik v krmivech v Evropské unii od
ledna 2006, zacalo testovani rliznych éterickych olejd jako potencialni alternativy

k antibiotikim v krmivech pro zvifata (Hlisni Can Baser & Chlodwig 2009). S vyjimkou
citrusovych olejl ziskavanych lisovanim za studena se vSechny ostatni éterické oleje ziskavaji
destilaci. Produkty ziskané extrakci rozpoustédlem nebo superkritickou tekutinou nejsou
technicky povaZzovany za éterické oleje (Baser et al. 1995). Pro vyufZiti éterickych oleja jako
repelentl nebo akaricidl je nutné pred pouZitim jejich rozpusténi v organickych
rozpoustédlech nebo v povrchoveé aktivnich latkach jako naptiklad v hexanu, acetonu a
etanolu. Za urcitych podminek Ize vyuzZit i destilovanou vodu, mnoho rostlinnych produkt(
ma ale nizkou rozpustnost ve vodé (Domingues et al. 2013). Navic, kutikula klistat je tvofena
z vnéjsku hlavné vosky a vnitfné proteiny, a proto nejlepsi sloucenina je ta, kterd ma nejvétsi
schopnost proniknout do kutikuly, coz jsou hlavné organicka rozpoustédla (Chagas et al.
2002).

Dle Gongalvese et al. (2007) pfi testovani na dospélych samicich a larvach bylo zjisténo,
Ze aceton a metanol byly pro klistata toxi¢téjsi nez etanol. Metanol mlze byt ovsem bezpecéné
pouZit pro rozpusténi bylinnych extraktll pro testovani akaricidnich vlastnosti, ale pro
repeletni testy se diky jeho toxicité nehodi (Ravindran et al. 2011). V soucasnosti jsou znamy
repeletni Ucinky proti klistatim u 51 esencidlnich olejd a u dalsich 39 ¢istych syntetizovanych
latek z esencialnich olejl (Benelli & Pavela 2018). Rostlinné oleje byly pouZivany pro osobni
ochranu pred rdznymi ¢lenovci dlouho pred objevenim syntetickych chemickych repelent(
(Novak & Gerberg et al. 2005). Na zakladé siroké Skaly rostlinnych extrakt( nalezenych
v rlznych repelentnich produktech, zacinaji byt znovu tyto repelenty popularni. To je ¢astecné
zpUsobeno pozitivnim vnimanim prirodnich latek ze strany verejnosti (Novak & Gerberg et al.
2007). Bylo prokazano, ze rada éterickych oleji ma odpuzujici Ucinky proti klistatim.
Esencidlni oleje jsou ale vysoce tékavé, proto se nevyznacuji dlouhodobou repelenci. Obecné
jsou méné ucinné a poskytuji pfijatelnou Urovern ochrany pred klistaty na kratsi dobu po
aplikaci nez napriklad DEET (Frandin & Day 2002; Moore et al. 2007). Pouziti vyssich
koncentraci pripadné synergisticky ucinek smési vice silic mlze zvysit repelentni Uc¢innost. Na
druhou stranu je treba vzit v uUvahu, Ze vysoké koncentrace éterickych oleji mohou u
senzitivnich jedincl vést k az dermatitiddam (Barnard 1999). Dalsi moznosti vedouci k
prodlouzeni doby repelentni Ucinnosti se do esencialnich oleju ¢asto pridavaji dalsi specifické
latky (Carroll et al. 2008). Takovou latkou jsou napfiklad cyklodextriny, coZ jsou netoxické
makrocyklické oligosacharidy (CD). Vazba aromatickych (hostujicich) sloucenin éterickych
olejli na CD molekulu (hostitele) vede k vytvoreni inkluzniho komplexu. Ten zvysuje stabilitu,
zlepsuje rozpustnost ve vodé, chréni pred oxidaci, rozkladem vyvolanym teplem, redukuje
fyziologické ucinky a v neposledni fadé snizuje tékavost. Diky témto vlastnostem jsou CD
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vhodné pro poufZiti v potravinaiském a aromatickém primyslu (Ciobanu et al. 2012). Dalsi
moznosti, jak tento problém resit je vyuZziti nékterych postupt. Napriklad mikroenkapsulace,
coz je ,obaleni” kapek i pevnych castic pfirodnim nebo syntetickym polymerem (Chagas et
al. 2014; Bezzera et al. 2016).

Mezi metabolity, které jsou zodpovédné za repelentni uclinnost patii nékteré
monoterpeny, jako alfa-pinen, cineol, eugenol, limonen, terpinolen, citronellol, citronellal,
kafr a tymol, které jsou béznymi slozkami rady esencidlnich oleja popsanych v literature pro
jejich odpuzujici aktivitu proti komardm (Jaenson et al. 2006; Park et al. 2005; Yang et al.
2004). Zejména potom oxidované slouceniny fenyletylalkohol, b-citronellol, cinnamylalkohol,
geraniol a alfa-pinen, izolované napfiklad z éterického oleje z Dianthus caryophyllum
(karafiat), vykazuji silné odpuzujici ucinky proti klistatdm, zvlasté proti /. ricinus (Tunén et al.
2006). Obecné lze tici, Ze esencialni oleje jsou tvofeny uhlovodiky (terpeny a seskviterpeny) a
okyslicenymi slouceninami (alkoholy, estery, étery, aldehydy, ketony atd.), které jsou
zodpovédné za vyrazny zdpach rostlin. Hydroxylova skupina je vdzana na primarni, sekundarni
nebo aromaticky uhlik. U nékterych metabolitl s hydroxylovou skupinou vazanou na tercialni
uhlik (linalool, a-terpineol a limonen), je repelentni aktivita potlacena. To znamen3, Ze typy
uhlikd se substituci hydroxylu méni charakter odpudivosti pro nékteré druhy c¢lenovcu. Dale
terpenoidy obsahujici dvé funkéni skupiny jsou biologicky aktivni jako repelenty proti
komarim (Nerio et al. 2010). Dle dalsich studii Ma et al. (1999) a Wang et al. (2008) bylo
zjisténo, Ze velikost pozitivniho ndboje mezi dvéma funkénimi substituénimi skupinami
terpenoidd charakterizuje elektrofilni povahu. Diky tomu interakce repelentu s receptorem
pravdépodobné souvisi s elektrofilnimi interakcemi.

Bylo prokazano, Ze velké mnoizstvi esencialnich olejl ziskanych z rdznych celedi rostlin
ma vysokou repelentni uclinnost vaci nékterym druhlm clenovcld. Mezi rostlinami
produkujicimi esencidlni oleje jsou nékteré rody jako je napriklad Cymbopogon spp.,
Eucalyptus spp. a Ocimum spp., které byly Siroce studovany. Rostliny rodu Cymbopogon
tradi¢né pouzivaji k odpuzovani komarl v oblastech dZzungle v Amazonii (Moore et al. 2007).
Tato rostlina je zdrojem nejpouzivanéjsich prirodnich repelentl na svété, kdy byly jeji extrakty
testovany na raznych druzich ¢lenovcl, ktefi zplUsobuji zavaznd onemocnéni jako malarie,
horecka dengue, Zluta zimnice, leishmanidza. Pivodci téchto onemocnéni jsou hlavné komari
(napt. rody Anopheles, Aedes, Haemagogus) nebo pise¢nd moucha (Kimutai et al. 2017;
Trongtokit et al. 2005). V nékterych testech mél vyznamné lepsi repelentni u¢innost nez DEET
(Tawatsin et al. 2001; Ansari & Razdan, 1994)

Esencialni olej z citronely se pred vznikem syntetickych repelentl pouzival proti hmyzu
bézné a dnes se Casto objevuje jako prisada v nékterych komercénich produktech proti
klistatdm pro své odpuzujici ucinky (Bissinger & Roe 2010; Semmler et al. 2011).

Dalsim druhem rostliny s odpuzujicimi ucinky je citronova trava. Jeji éterické oleje a vytazky
odpuzuji nymfy klistat /. ricinus a A. cajennense, navic snizuji zamoreni skotu pfed R. microplus
(Heimerdinger et al. 2006; Thorsell et al. 2006; Soares et al. 2010).
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V nedavné studii Stefanidesova et al. (2017) shrnuje, e éterické oleje z bazalky,
levandule, citronové travy, maty peprné a bergamotu maji sice odpuzujici ucinky proti
klistatam i pfi nizkych davkach, ale nejsou tak G¢inné jako olej z plodu hiebi¢ku, matefidousky
uzkolisté, tymianu obecného a citronely.

Naproti tomu laboratorni in-vitro test na dospélych samicich I. ricinus prokazal, zZe
étericky olej z levandule vykazoval zajimavy potencidl jako alternativni repelent pro venkovni
kratkodobé aktivity. V této studii byly také zkouseny dalsi dva éterické oleje, a to pomerancovy
a eukalyptovy, ale ty vykazovaly nizkou repelenci. Rovnéz bylo zjiSténo, Ze ucinnost vsech tfi
zkoumanych olejl se v pribéhu ¢asu vyrazné snizila, zatimco Ucinek DEETu zUstal po dobu
testovani témér stejny (Kulma et al. 2017).

Ackoliv repelentni aktivita éterickych olejl je obecné pripisovana nékterym konkrétnim
slouceninam, synergicky jev mezi témito metabolity mlze vést k vyssi biologické aktivité ve
srovnani s jednotlivé pouzitymi oleji (Gillij et al. 2008). Tyto synergické ucinky éterickych oleju
byly pozorovany uz proti komarim (Reegan et al. 2014). Toto zjisténi bylo vyzkouseno
napiiklad ve studii Stefanidesové et al. (2017), ktefi testovali dvé smési vidy dvou éterickych
olejl. Vysledkem bylo, Ze Ucinnost smési éterickych oleji jako repelentl se zvysila oproti
tomu, kdyz byl étericky olej pouzit jednotlivé. Dalsi studie naopak uvadi, Ze po smichani vice
éterickych olejd se repelentni aktivita smési vyrazné snizila, nez kdyz byly éterické oleje a dalsi
slozky repelentu pouzity jednotlivé (Omolo et al. 2004). To znamen3, Ze i minoritni slozky,
které jsou obsaZené v repelentech, jsou velmi dulezité pro celkové sloZeni repelentu a jeho
odpuzujici aktivity. Pokud si vezmeme rostlinu, tak i ta predstavuje komplexni soubor
slouc¢enin (minoritnich a majoritnich), které jsou zodpovédné za repelentni aktivitu proti
patogendm fungujici jako celek, nikoliv jednotlivé. V souladu s tim mohou mensi slozky, které
se nachazeji v nizkych procentech, plsobit jako synergenty a zvySovat uc¢innost hlavnich slozek
prostfednictvim rdznych mechanism( (Berenbaum 1985). V pfipadé klistat velmi zalezi na
odparu samotného éterického oleje, ktery vétSinou byva ucinny na relativné kratkou dobu.
Proto by nékteré dalsi latky pridané do repelentu mohly zlepsit vykon aktivni slozky éterického
oleje na kazi po delsi dobu (Barnard et al. 2000; Nerio et al. 2010). Na identifikaci jednotlivych
mechanismd synergickych Gcinkd probihda mohou dalSich studii (Omolo et al. 2004) a je
zapotiebi tyto efekty i nadale v budoucnu sledovat.

3.3.3 Metody hodnoceni repelentni aktivity

Proto, aby mohl byt repelent proti klistatdm pro ucely osobni ochrany schvalen, musi
byt v souladu s nafizenim o biocidnich pfipravcich podle Evropské unie (528/2012), které
vychdzi ze standardu platici pro vétSinu evropskych laboratori, které pracuji na testovani
téchto pripravk(. Ty vydava Evropska agentura pro chemické latky (ECHA) a jakakoliv odchylka
od téchto pokyn( vede k tomu, Ze nebude produkt zaregistrovan v EU (Kulma et al. 2017).
Repelent mlze byt schvalen, pokud je jeho ucinnost = 90 % béhem doby uvedené na etiketé
(ECHA 2018). Podobné pokyny uznavanych védeckych metod jsou vydané v dokumentu EPA
(2010) jako hlavni doporuceni pro testovani pripravkd v USA.
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Zkousky ucinnosti ucinné latky nebo pfipravku dle ECHA (2018) jsou rozliSovany do 4
kategorii: screeningové testy, laboratorni studie, simulacni testy v laboratoti a polni testy.
Screeningové testy obvykle nesouvisi sterénnimi podminkami a casto se neprovadéji
s uplnym produktem, ale pouze s ucinnou latku. Takovy test slouzi hlavné pro poskytnuti
dopliujicich informaci (napf. prokazani pouzité koncentrace jako za optimalni). Laboratorni
studie se provadéji za ovéreni ucinnosti v laboratofi podle presné definovanych kritérii.
Simulacni testy jsou vice spojeny s terénnimi podminkami a v nékterych pripadech mohou byt
dostatecné pro prokazani ucinnosti. Polni testy poskytuji predstavu, jak produkt funguje
v praxi a je dllezity pro vyhodnoceni, jak ucinnost ovliviiuji vnéjsi faktory (pocasi, kolisani
populace, teplota). V téchto testech je dulezZité experimentdlni nastaveni. VSechny vysledky
by mély byt porovnany s vysledky kontrolnich testll, kdy nebyl pfedmét osetren testovanou
latkou (ECHA 2018).

Dulezitou vlastnosti klistat, které se casto vyuZiva v biologickych testech je tzv.
geotaktickd odpovéd. Negativni geotropie je reakce, kdy klisté prijde do kontaktu
s potencionalnim hostitelem a zacne lézt po jeho téle smérem nahoru. Divodem je najit
spravné misto pro sani. Pokud ale klisté pfijde do kontaktu s repelentem, zacne lézt smérem
doll od mista oSetfeni repelentu. Tato geotropie je potom nazyvana jako pozitivni. Téchto
reakci klistéte mUZe byt vyuZito jak v laboratorni testech in vitro (napf. nahrata sklenéna
deska), tak v biologickych testech in vivo na lidské noze nebo ruce (Kréber et al. 2013).

Obecné se k hodnoceni repelentni aktivity pouziva nékolik metod zavisejicich na druhu.
V pripadé klistat jsou pro kazdy test vyZzadovany Cerstvé, nenasaté a patogenl prosté nymfy
¢i samice. Vyuziva se jak hodnoceni repelentni ucinnosti v laboratofi in-vitro, tak na lidskych
dobrovolnicich, kterych by mélo byt testovano minimalné 10 s 5 klistaty na test (ECHA 2018).

Pro hodnoceni repelentni aktivity jsou klicovym nastrojem laboratorni zkousky, které lze
rozdélit do 3 kategorii: biologické testy in-vitro bez pfitomnosti stimulace hostitele, biologické
testy in vitro se stimulaci hostitele a biologické testy in vivo na Zivych hostitelich (Dautel 2004).

Dle EPA (2010) je doporucovano testovani odpudivosti klistat hlavné v laboratofi a
pokud jsou provadény polni zkousky, mély by vychazet z metod c¢asto provadénych studii.
Design metod vyuZivanych v testech v laboratofi je rliznorody, ale pro vyhodnoceni a pripadné
porovnani s jinymi vysledky je vidy nejlepsi vychazet z metod, které jsou Casto pouzivany.
Jejich seznam je uveden pfimo v dokumentu EPA. Pokud se vyuZivaji lidské subjekty, tak ty
nejlépe simuluji repelentni skutecnost za vyuziti negativni geotropie na pazi.

V dokumentu ECHA (2018) a EPA (2010) je uvedena doporucovand metoda, ktera je
velice podobna u obou dokument(. Ve vysce 3 cm nad zapésti je nakreslena Cara a paze je
oSetfena testovanym repelentem. Druhd neosSetiena paZe stejné osoby se vyuZiva jako
kontrolni. Hodnoceni repelentniho Ucinku by mélo byt zaznamendavéano nejlépe v ¢asech po 5
minutach od aplikace, dale po 1 hodiné a kazdou hodinu po dobu 4 hodin ptipadné dle etikety.
Klisté se povaZuje za neodpuzené, pokud prekroci ¢aru nad 3 cm. Naopak za odpuzené se
povazZuje jedinec, ktery spadne z paze nebo se okamzité otoci zpét od mista oSetifeni a jde
smérem dolu. Klistata by méla byt pfed a v pribéhu experimentu uchovavana v optimalnich

21



podminkach, tzn. relativni vihkost > 90 %, teplota = 25 ° + 3 ° C a fotoperioda ptiblizné 16 : 8
hodin (svétlo : tma) (ECHA 2018).

Z hlediska laboratornich metod in-vitro je nejcastéji repelentni G¢innost hodnocena

pomoci testl na Petriho miskach s filtracnim papirem. Jedna cast filtracniho papiru se osSetfi
roztokem s éterickym olejem a na druhou jsou pak vypusténi ¢lenovci v predem daném poctu
(obvykle 10-20 ks) a ¢asovém intervalu. BEhem pokusu je zaznamenavan cas a pocet jedincq,
kteri zGstali a repelent byl pro né prekazkou. Také u kazdého laboratorniho testu je pouZita i
tzv. kontrola, kdy filtracni papir je oSetfen stejnym mnoiZstvim latky (napf. etanol) bez
odpuzujiciho ucinku (Wang et al. 2006; Chaubey, 2007).
Kromé této metody s filtracnim papirem lze vyuzit test se sklenénou deskou, ktera je umisténa
na termostatem kontrolovanou hlinikovou desku stejné velikosti. Na povrchu skla se udrzuje
teplota 34 °C a celd sestava je naklonéna pod uhlem 15 °. Dale je na sklo nakreslen kruh
s primérem 130 mm a vodorovna ¢ara. Kruhovy povrch je osetfen testovanym produktem, na
kterd jsou po 15 minutach od osetfeni umisténa klistata a je pozorovana jejich reakce po dobu
5 minut. Tento biologicky test vyuZiva jejich geotaktické reakce, a zaroven test in-vitro na
sklenéné desce také predstavuje spolehlivou alternativu k lidskym subjektlim pro pocatecni
hodnoceni novych produktl. A zvlasté ty produkty, u kterych nebyla jesté stanovena toxicita
a dermatologické reakce. Tato metoda je také vyuzitelna pro in vivo test na lidské holeni, kdy
se s vyuzitim predchozich postupd, cely test prenese na lidské dobrovolniky. Obé metody
poskytuji velmi podobné hodnoceni Ucinnosti pro testované repelentni produkty (Krober et
al. 2013).

Geotaxie Ize také vyuzit v biologickém testu s nafezanymi prouzky (10 cm x 100 cm)
z bavinéného materidlu. Na takovém prouzku je vyznaceno 5 ridznych ploch (10 cm x 10 cm),
které mohou byt impregnovany riiznymi koncentracemi sledovaného repelentu ve vzdalenosti
od sebe 1 cm (koncentrace u DEET napfiklad 0,1 %, 0,5 %, 1 %, 5 % a 10 %). Cely systém je pak
takto pripevnén na svisly povrch pod uhlem 60° a klistata jsou umisténa vidy dold na
vyuziti negativni geotaxie, je pfed klistaty umisténa ruka experimentatora jako navnada.
Paralelné k tomu se na papir rucné zakresluje trajektorie klisStéte a zaroven se zaznamendva
pfi jaké koncentraci klisSté nepostupuje vyse ¢i odpada. Tento test je zarovern metodou pro
studium toleranci na DEET (Belova et al. 2012).

Jako vhodna metoda pro polni test je vyuZiti lidskych dobrovolnik(, ktefi nosi osetrené
a neosettené bilé ponozky v mistech s vyskytem klistat. Tato metoda je vyhodnd v tom, Ze
predstavuje realistické pouziti odpuzujiciho prostfedku na odévu, latkova bariéra chrani
dobrovolniky pfed pfimym kontaktem s klistaty a klistata jsou dobre vidét (Bissinger et al.
2011). Nevyhodou je, Ze nezohlednuje absorpci repelentu do kliZze nebo interakci repelentu
s latkami pritomnymi v k(iZi, a proto nemusi byt zcela objektivni. Kromé toho ponozky nemusi
byt schopny chranit subjekt pred pfichycenim larvalnimi stadii klistat (Carroll et al. 2010).
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4 Metodika
4.1 Klistata

4.1.1 Lokality pro odchyt klistat

Klistata pro pokus byla sbirdna v Praze v Kunraticko-michelském lese v okoli
Kunratického potoka (50.02N, 14.47E), Rakovniku (50.10N, 13.73E) v obdobi od ¢ervna do zafi
roku 2019 na Gzemi Ceské republiky. Lokality byly vybirdny na zakladé znalosti biologie klistéte
a jednalo se prevainé o lesy nebo lesoparky, kde se vyskytovaly hojné listnaté stromy
s vrstvou napadaného listi, vihkou hlinou a nesekanou travou.

4.1.2 Klistata

Sbér klistat byl provadén prevainé v rannich hodinach (5-8) pfipadné podvecernich
hodinach (17-20) v zavislosti na dennich teplotach a pocasi. Samotny sbér byl provadén za
pomoci bilé vlajky pfipevnéné na drevéné tyci. Textilie vlajky byla z fleecového materialu pro
dobré zachyceni klistat a méla velikost 70 cm x 100 cm (S x d). Bila barva vlajky usnadriuje
rychlé rozpoznani klistat. Odchyt nymf byl provadén metodou vlajkovani v blizkosti zemé, a to
prevazneé na listi a hrabance (viz Obr. 9).

Vol B

M . -
Obrazek &.9: Vhodna lokalita a porost pro sbér klistat (Autorka prace)
Zachycené klisté bylo odebrano entomologickou pinzetou a vloZeno do plastové zkumavky o
objemu 15 ml nebo 50 ml s vickem. Vicko zkumavky mélo 4—6 otvorl pro zajisténi pfivodu
vzduchu a pod néj byla vloZena jemna sitova latka proti hmyzu o velikosti zhruba 7 x 7 cm. Ta
zajistovala, aby klistata nemohla otvory prolézt. Pfi pfevozu z terénu do laboratore bylo do
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zkumavky vloZeno stéblo travin pfipadné ¢asti listu pro zajiSténi dostatecné vihkosti, tak aby
se predeslo mortalité klistat vyschnutim (viz Obr. 10)

ﬁ

Obrazek €. 10: Klistata pripravena pro prevoz do laboratofe (Autorka prace)

Po prevozu z terénu do laboratore byly ze zkumavek s klistaty odstranény zdroje vlhkosti.
Vsechny zkumavky s klistaty byly poté vloZeny do exsikatoru, coz je tlustosténna dvoudilna
nadoba o priiméru 30 cm. Spodni ¢ast ndadoby je oddélena perforovanou deskou z plastu a
dole pod deskou je vloZzena Petriho miska s vlhkou vatou. Takto byly nymfy pfed testovanim
udrzovany pfi teploté 26 + 1 ° C a relativni vlhkosti (RH) 95 + 5 % a fotoperiodé 16 : 8 hodin
(svétlo : tma).

Celkoveé bylo pro vSechny testy pouzito 2310 nymf klistéte /. ricinus.

4.2 Repelenty

Vsechny zkoumané éterické oleje byly ziskany z komercnich zdroja (Roni Epam s. r. o.,
Praha) po 10 ml lahvickach, jez byly uchovany v lednici pfi teploté 5 ° C. VyuZité druhy silic pro
laboratorni biotesty dle INCI obsahovaly tyto ingredience:

Rozmaryn — olej z listu Rosmarinus officinalis, limonen, linalool, benzyl-benzoat

Salvéj —olej ze Salvia officinalis

Smrk — olej z listu Picea abies
Technicky DEET s 97% aktivni slozkou byl zakoupen od firmy (Leroy Cosmetics, Lednice).
VSechny éterické oleje byly zfedény v 96% etanolu (Sigma Aldrich, Praha) v koncentracich: 5%,
10%, 15% a 20%. DEET v 5% koncentraci byl testovan jako pozitivni kontrola pro srovnani
repelentni Ucinnosti s éterickymi oleji.
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Dale byl dle navodu zverejnéného na internetovych strankach www.styl-zivota.cz
publikovany dne 8.7. 2019 autorem Lucii Cermanovou, pfipraven repelent z Alpy Francovky

bylinny roztok o objemu 60 ml obsahoval dle INCI: 60 % alkohol, mentol, voda, etyl-acetat,
ethyl-formiat, parfém, cinnamal, eugenol. Do lahvicky s Alpou Francovkou o objemu 60 ml
bylo pfidano 12 ks hrebicku, které se v ni nasledné louhovaly po dobu 3 tydn(. Tento repelent
byl testovan zejména proto, Ze je mezi laickou verejnosti velice uznavanym a ¢asto vyuzivanym
repelentem proti klistatm. Diky vyuZiti stejné metodiky testovani je tak moziné jeho
porovnani s testovanymi éterickymi oleji i syntetickym DEETem.

Ve

4.3 In-vitro test repelentni ucinnosti

Tento biologicky test vychazi z testu publikovaného ve studii Thorsella et al. (2003)
s nazvem ,,Repelling properties of some plant materials on the tick Ixodes ricinus L.“ na
nymfach.

4.3.1 Priprava

Pro lepsi manipulaci a zamezeni uniku nymf ze zkumavek, kde jsou umistény ve vétsim
poctu, byla klistata pred pokusem pfemisténa do mikrozkumavek typu eppendorf 1,5ML vidy
po 5 ks. V mikrozkumavkach byla predpfipravena vlhka vata k udrZzovani vysoké vlhkosti.
Nymfy byly takto pfipravené nejdéle 1 hodinu pfed samotnym otestovanim. Dale byl
pripraven roztok s prislusSnym pripravkem (esencidlnim olejem, deetem) a koncentraci, ktery
se vidy pripravoval nové pro kazdy zapocaty test. Pfipraveny roztok byl nafedén v 10 ml
odmérné barice, jez byla ihned po smichani utésnéna alobalovym vickem proti odparu. Pro
kazdou testovanou koncentraci bylo namichano 2 ml roztoku. Pfesné poméry jsou zobrazeny
v Tabulce €. 1:

Tabulka €. 1: Poméry roztok( pro mnozstvi 2 ml

Koncentrace etanol + EQ/ (ml)
5% 1,9+0,1
10 % 1,8+0,2
15% 1,7+0,3
20% 1,6+0,4

Dale do trech plastovych Petriho misek o pridméru 9,5 cm byly vloZzeny 3 vrstvy
filtracniho papiry typu Whatman 3 (GE Healthcare Life Sciences, Buckinghamshire). Kazdému
testu predchazel negativni kontrolni test, kdy se na navrstveny filtracni papir aplikovalo 0,5 ml
etanolu. Verifikovalo se tak, Ze rozpoustédlo nema vliv na repelentni ucinek.

Pribéh
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Pfedem byly stanoveny ¢asy 5 min, 30 min, 60 min, 2 hod, 4 hod, 6 hod a 8 hod, pfi
kterych se test zopakoval. Do kazdé z Petriho misek bylo na okraj filtraniho papiru aplikovano
pipetou 0,5 ml repelentu. Po uplynuti vySe uvedenych interval(i doby, bylo doprostred Petriho
misky vloZeno za pomoci jemného Stétecku vidy 10 nymf. Ty byly pozorovany po dobu 5
minut. Na zacatku kazdé zkousky byly nymfy aktivovany do mdédu hledani hostitele pomoci
dechu pozorovatele jakoZto hostitelského podnétu. VSechny nymfy, které prekonaly bariéru
testovaného repelentu a opustily Petriho misku (nebo se po osSetfené ploSe pohybovaly déle
nez 1 minutu), byly zaznamendny jako nerepelované. Jako odpuzena byla naopak povazovana
klistata, ktera zUstala na Petriho misce. Neaktivni klistata byla z pokusu vyfazena a nahrazena.
Pro kazdy Cas byl test proveden ve 3 opakovanich (vZdy po 10 nymfach v jedné Petriho misce).
Kazdda nymfa byla pouzita pouze jednou. Pribéh pokusu ukazuje Obr. 11-12

Obrazek €. 11: Pripraveny Petriho misky ve 3 opakovani (Autorka prace)
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Obrazek €. 12: Klistata v Petriho misce s oSetfenym krajem éterického
oleje (Autorka prace)

4.3.2 Ukonceni

Test byl ukoncen po 8 hodinach nebo kdyZz procentualni ucinnost repelentu byla nizsi
nez 33,3 %. VSechny nymfy byly po testu premistény do plastovych zkumavek 5 ml, oznaceny
a uloZeny zpét do exsikatoru, uréeného jen pro pouZité nymfy. Po 24 hodinach od zahdjeni
testu byla zaznamendna mortalita nymf. Aby pfipravek odpovidal definici repelentu dle ECHA
(2018), mortalita nesméla byt vétsi nez 10,0 %. Pfi vyhodnoceni Umrtnosti byl bran ohled na
to, Ze Umrtnost nymf mimo jejich prostfedi vyskytu je vyssi, a zaroven se zvySuje pfi jejich
testovani, manipulaci a obecné vystavovani stresu. Pokud by mortalita prfesahla 10 % bylo by
nutné test opakovat. Po ukondeni testu byla klistata usmrcena mrazem pfi -30 °C a darovéana
Narodni referencni laboratofi pro Lymeskou boreliézu k dalsim analyzam.

4.4 Vyhodnoceni dat

Repelentni ucinnost byla vypoditana jako aritmeticky pramér tfi opakovani pokusu.
Vypoctené hodnoty byly zaokrouhleny na jedno desetinné misto. Statistické vyhodnoceni bylo
provedeno v programu Statistica (StatSoft, Praha) za pouZiti vicefaktorové Anovy a pfipadné
Tukeyho post-hoc testem.
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5 Vysledky

VsSechny testované esencialni oleje i podomacku vyrobeny repelent se chovaly
repelentné vzhledem k nymfam klistéte obecného. U roztokl esencialnich olejd se Ucinnost
zvysSila spoleéné se zvySenou koncentraci. Vysledky pokusu ukdzaly, Ze nejucinngjSimi
repelenty, co z testovanych esencidlnich oleji byly silice ze smrku a Salvéje. Tyto dva repelenty
v koncentraci 20 % vykazovaly po 4 hodinach ucinnost 43,3 % a 56,7 % respektive. Bylo
prokazano, Ze repelence testovanych oleju klesa rychleji nez u 5% syntetického DEETu (viz
Tabulky 2—-15).

5.1 Tabulky s éterickym olejem ze smrku

V nasledujicich tabulkdch jsou zaznamenany vysledky jednotlivych koncentraci
vybraného éterického oleje ze salvéje.

Tabulka €. 2: Repelentni Ucinnost smrkového (Picea abies) esencialniho oleje proti nymfam
klistéte obecného (Ixodes ricinus) v 5% koncentraci.

Repelentni ucinek (%)
Opakovani
5 min 30 min 60 min
1 60,0 20,0 0,0
2 80,0 40,0 10,0
3 90,0 30,0 0,0
Celkem (%) 76,7 30,0 3,3

Tabulka €. 3: Repelentni Ucinnost smrkového (Picea abies) esenciadlniho oleje proti nymfam
klistéte obecného (/xodes ricinus) v 10% koncentraci.

Repelentni ucinek (%)
opakovani
5 min 30 min 60 min 2 hod
1 100,0 90,0 70,0 30,0
2 80,0 90,0 70,0 50,0
3 90,0 100,0 90,0 10,0
Celkem (%) 90,0 93,3 76,7 30,0

28



Tabulka €. 4: Repelentni Ucinnost smrkového (Picea abies) esencialniho oleje proti nymfam
klistéte obecného (Ixodes ricinus) v 15% koncentraci.

Repelentni ucinek (%)
opakovani
5 min 30 min 60 min 2 hod 4 hod 6 hod
1 80,0 90,0 80,0 60,0 40,0 30,0
2 90,0 90,0 80,0 60,0 60,0 20,0
3 90,0 90,0 100,0 40,0 30,0 10,0
Celkem (%) 86,7 90,0 86,7 53,3 43,3 20,0

Tabulka €. 5: Repelentni Ucinnost smrkového (Picea abies) esencialniho oleje proti nymfam
klistéte obecného (Ixodes ricinus) v 20% koncentraci.

Repelentni ucinek (%)
opakovani
5 min 30 min 60 min 2 hod 4 hod 6 hod 8 hod
1 100,0 100,0 70,0 80,0 70,0 60,0 20,0
2 80,0 90,0 80,0 90,0 70,0 30,0 20,0
3 80,0 70,0 90,0 70,0 40,0 40,0 20,0
Celkem (%) 86,7 86,7 80,0 80,0 60,0 43,3 20,0

5.2 Tabulky s éterickym olejem ze Salvéje

V nasledujicich tabulkdch jsou zaznamenany vysledky jednotlivych koncentraci
vybraného éterického oleje ze salvéje.

Tabulka €. 6: Repelentni ucinnost Salvéjového (Salvia officinalis) esenciadlniho oleje proti
nymfam klistéte obecného (Ixodes ricinus) v 5% koncentraci.

Repelentni ucinek (%)
opakovani
5 min 30 min 60 min
1 70,0 50,0 0,0
2 90,0 70,0 0,0
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3 80,0 80,0 40,0

Celkem (%) 80,0 66,7 13,3

Tabulka ¢. 7: 10 Repelentni Ucinnost Salvéjového (Salvia officinalis) esenciadlniho oleje proti
nymfam klistéte obecného (Ixodes ricinus) v 10% koncentraci.

Repelentni ucinek (%)
opakovani
5 min 30 min 60 min 2 hod
1 90,0 80,0 60,0 10,0
2 90,0 90,0 70,0 20,0
3 80,0 90,0 60,0 50,0
Celkem (%) 86,7 86,7 63,3 26,7

Tabulka €. 8: Repelentni uc¢innost Salvéjového (Salvia officinalis) esencialniho oleje proti
nymfam klistéte obecného (Ixodes ricinus) v 15% koncentraci.

Repelentni ucinek (%)
opakovani
5 min 30 min 60 min 2 hod 4 hod 6 hod
1 80,0 70,0 70,0 60,0 60,0 0,0
2 80,0 90,0 70,0 70,0 50,0 40,0
3 80,0 70,0 70,0 70,0 40,0 10,0
Celkem (%) 80,0 76,7 70,0 66,7 50,0 16,7

Tabulka €. 9: Repelentni ucinnost Salvéjového (Salvia officinalis) esenciadlniho oleje proti
nymfam klistéte obecného (Ixodes ricinus) v 20% koncentraci.

Repelentni ucinek (%)
opakovani
5 min 30 min 60 min 2 hod 4 hod 6 hod
1 80,0 70,0 80,0 70,0 60,0 30,0
2 80,0 80,0 50,0 70,0 50,0 10,0
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3 90,0 80,0 80,0 60,0 60,0 40,0

Celkem (%) 83,3 76,7 70,0 66,7 56,7 26,7

5.3 Tabulky s éterickym olejem z rozmarynu

V nasledujicich tabulkdch jsou zaznamenany vysledky jednotlivych koncentraci
vybraného éterického oleje z rozmarynu.

Tabulka €. 10: Repelentni Ucinnost rozmarynového (Rosmarinus officinalis) esenciadlniho oleje
proti nymfam klistéte obecného (Ixodes ricinus) v 5% koncentraci.

Repelentni ucinek
opakovani (%)
5 min 30 min
1 70,0 10,0
2 50,0 0,0
3 70,0 0,0
Celkem (%) 63,3 3,3

Tabulka €. 11: Repelentni Ucinnost rozmarynového (Rosmarinus officinalis) esenciadlniho oleje
proti nymfam klistéte obecného (/xodes ricinus) v 10% koncentraci.

Repelentni ucinek (%)
opakovani
5 min 30 min 60 min 2 hod
1 70,0 70,0 60,0 0,0
2 60,0 40,0 40,0 0,0
3 60,0 60,0 40,0 10,0
Celkem (%) 63,3 56,7 46,7 3,3
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Tabulka €. 12: Repelentni Ucinnost rozmarynového (Rosmarinus officinalis) esenciadlniho oleje

proti nymfam klistéte obecného (/xodes ricinus) v 15% koncentraci.

Repelentni ucinek (%)

opakovani
5 min 30 min 60 min 2 hod
1 50,0 70,0 60,0 30,0
2 70,0 60,0 50,0 20,0
3 70,0 50,0 60,0 20,0
Celkem (%) 63,3 60,0 56,67 23,4

Tabulka €. 13: Repelentni Ucinnost rozmarynového (Rosmarinus officinalis) esencidlniho oleje

proti nymfam klistéte obecného (/xodes ricinus) v 20% koncentraci.

Repelentni ucinek (%)

opakovani
5 min 30 min 60 min 2 hod
1 70,0 60,0 60,0 30,0
2 50,0 60,0 40,0 20,0
3 80,0 50,0 30,0 40,0
Celkem (%) 66,7 56,7 43,3 30,0

5.4 Tabulka se srovnavacim repelentem DEET

Nasledujici tabulka znamenava vysledek zkouseného repelentniho ptipravku s 97%

aktivni sloZzkou DEET v 5% koncentraci.

v

Tabulka ¢. 14: Repelentni Ucinnost syntetického DEETu proti nymfam kliStéte obecného

(Ixodes ricinus) v 5% koncentraci.

opakovani

Repelentni ucinek (%)

5 min

30 min

60 min

2 hod

4 hod

6 hod

8 hod

100,0

90,0

90,0

80,0

80,0

80,0

70,0

32




2 100,0 100,0 100,0 90,0 70,0 80,0 80,0
3 90,0 100,0 100,0 80,0 90,0 80,0 80,0
Celkem (%) 96,7 96,7 96,7 86,7 80,0 80,0 76,7

5.5 Tabulka s testovanym roztokem z Alpy a hrebicku

Tabulka zobrazujici zkouseny roztok z Alpy a hiebicku za vyuziti stejnych postupt jako u

predchozich roztok.

Tabulka €. 15: Repelentni uc¢innost roztoku z Alpy Francovky a hiebicku proti nymfam klistéte

obecného (Ixodes ricinus).

Repelentni ucinek (%)
opakovani
5 min 30 min 60 min
1 100,0 80,0 50,0
2 70,0 70,0 30,0
3 90,0 50,0 0,0
Celkem (%) 90,0 66,7 26,7

5.6 Grafické porovnani vSech testovanych repelentt

Vysledky uvedené vyse, byly pro lepsi prehled prevedeny do grafické podoby. VSechny

koncentrace roztok( éterickych olejd byly zaroven porovnany s roztokem 5% DEET a roztokem
z Alpy Francovky s hiebickem (Obrazek 13-16).
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5% roztoky éterickych olej

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

5 min 30 min 60 min 2 hod 4 hod 6 hod 8 hod

=@==sNrk e=@==33|vej ==@==rozmaryn 5% DEET  ==@==Alpa+hreb.

Obrazek ¢. 13: Porovnani ucéinnosti 5% roztok( éterickych oleji se srovnavacim 5% DEET a
Alpou Francovkou s hiebikem proti nymfam klistéte obecného (Ixodes ricinus).

Bylo zaznamenano, Ze v 5% koncentraci roztoky éterickych olejd nedokazaly odpuzovat
vice nez 70 % klistat ani po dobu 30 minut. Pro srovnani, 5% DEET i pti tak nizké koncentraci
dokazal repelovat po dobu 60 minut vice nez 95 % klistat. Stejné neucinny byl roztok z Alpy a
htebicku, ktery sice po 5 minutach dokazal odpuzovat kolem 90 % klistat, ale jeho Ucinnost
pak prudce klesla pod 70 % po 30 minutdch a za 60 minut jiz nebyl G¢inny. Etericky olej
z rozmarynu byl v 5% koncentraci nejhorsi ze vSech testovanych produkta.

10% roztoky éterickych olejl
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70
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5 min 30 min 60 min 2 hod 4 hod 6 hod 8 hod

=@=5MNrk e=@==33|véj ==@==rozmaryn 5% DEET e==@==Alpa+hieb.

Obrazek €. 14: Porovnani ucinnosti 10% roztok( éterickych oleji ve srovnani s 5% DEETem a
Alpou Francovkou s hiebickem proti nymfam klistéte obecného (Ixodes ricinus)

34



10% roztoky ze Salvéje a smrku dokazaly odpuzovat po 30 minut vice nez 85 % nymf,
pricemz olej ze smrku byl jesté o néco vice repelentni a bariéru neprekonalo 90 % klistat.
Zaroven jejich repelentni ucinek, ktery se témér vyrovnal 5% DEETu trval pouze 30 minut.
Jejich repelence zacala klesat po 60 minutach a po 2 hodinach uz nebyly ucinné (uc¢innost byla
nizsi nez 33,3 %). Nejslabsim repelentem z testovanych esencidlnich oleji byl rozmaryn, jehoz
ucinnost po 30 minutach byla tésné pod 60 %. V tuto dobu byla lepsi i Alpa s hiebickem, ktera
repelovala 65 % klistat.

15% roztoky éterickych olejl

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

5 min 30 min 60 min 2 hod 4 hod 6 hod 8 hod

=@=SNrk e=@==33|véj ==@==rozmaryn 5% DEET ==@==Alpa+hieb.

Obrazek €. 15: Porovnani ucinnosti 15% roztok( éterickych olejd se srovnavacim 5% DEETem
a Alpou Francovkou s hiebickem proti nymfam klistéte obecného (Ixodes ricinus).

Roztok z éterického oleje ze smrku v 15% koncentraci dokazal repelovat témér 90 %
klistat po dobu 60 minut, poté jeho ucinnost zacdala klesat. 5% DEET repeloval za stejnou dobu
pouze o zhruba 10 % vice klistat nez olej ze smrku, ale jeho Ucinnost zlstala dale témér
konstantni. VSechny ostatni testované esencialni oleje vtéto koncentraci byly méné
repelentni, pficemz roztok ze Salvéje byl jako druhy nejucinnéjsi.
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20% roztoky éterickych olej

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

5 min 30 min 60 min 2 hod 4 hod 6 hod 8 hod

=@=5Mrk e=@==33lvéj ==@==rozmaryn 5% DEET e==@==Alpa+hfeb.

Obrazek ¢. 16: Porovnani ucinnosti 20% roztok( éterickych olejd se srovnavacim 5% DEETem
a Alpou Francovkou s hiebickem proti nymfam klistéte obecného (Ixodes ricinus).

Nejlepsi odpuzujici ucinek byl zaznamendm u 20% roztoku éterického oleje ze smrku.
Dokazal repelovat vice nez 80 % klistat po dobu 2 hodin a G¢inek po tu dobu byl pomérné
stabilni. Ve 20% koncentraci byla G¢innost proti klistatim po dobu 2 hodin pouze o zhruba 10
% mensi nez u 5% DEETu. Nejhorsi vysledek z testovanych éterickych oleji byl zaznamenam u
rozmarynu, ktery ani v nejvyssi testované koncentraci nerepeloval vice jak 70 %. Casto
doporucovany roztok z Alpy a hrebi¢ku se ostatnim zkousenym éterickym oleji, kromé
rozmarynu, nedokazal vyrovnat, kdyz jeho Gcinnost byla jiz po hodiné nizsi nez 30 %.

5.7 Statistické vyhodnoceni pokusu

ve

5.7.1 Ovlivnéni ucinnosti typem a koncentraci repelentu

V nasledujicich tabulkach jsou zaznamenany vysledky statistického vyhodnoceni pokusu.
Tabulky ¢. 16-22 zobrazuji, ¢im byla repelence ovlivnéna, zda typem repelentu nebo
koncentraci roztoku.

Tabulka €. 16: Vliv koncentrace a typu repelentu na repelentni ucinek v ¢ase 5 minut

5 minut
df F P
koncentrace 3 0,82 0,493
repelent 3 16,04| 0,0001
repelent*koncentrace 6 0,24 0,957
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V tabulce €. 16 po péti minutach byla repelence signifikantné (p<0,001) ovlivnéna
typem repelentu, zatimco vyznamny vliv koncentrace na ucinnost testovanych pripravkd nebyl
zaznamenan (p=0,493).

Tabulka €. 17: Vliv koncentrace a typu repelentu na repelentni Uc¢inek v ¢ase 30 minut

30 minut
df F P
koncentrace 3 10,93 0,0001
repelent 3 11,07 0,0001
repelent*koncentrace 6 0,33 0,915

Tabulka €. 18: Vliv koncentrace a typu repelentu na repelentni uc¢inek v ¢ase 60 minut

60 minut
df F P
koncentrace 3 61,43| 0,0001
repelent 3 27,63 0,0001
repelent*koncentrace 6 0,54 0,841

Tabulka €. 19: Vliv koncentrace a typu repelentu na repelentni ucinek v ¢ase 2 hodiny

2 hodiny
2 hod df F P
koncentrace 3 76,42 0,0001
repelent 3 44,76| 0,0001
repelent*koncentrace 6 3,8 0,007

Tabulka €. 20: Vliv koncentrace a typu repelentu na repelentni uc¢inek v ¢ase 4 hodiny

4 hodiny
df F P
koncentrace 3 20,91| 0,0001
repelent 3 25| 0,0001
repelent*koncentrace 6 228,55 0,0001

Tabulka €. 21: Vliv koncentrace a typu repelentu na repelentni ucinek v ¢ase 6 hodin

6 hodin
df F P
koncentrace 3 13,88| 0,0001
repelent 3 23,34| 0,0001
repelent*koncentrace 6 9,35 0,002
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Tabulka €. 22: Vliv koncentrace a typu repelentu na repelentni ucinek v ¢ase 8 hodin

8 hodin
df F P
koncentrace 5,33 0,004
repelent 3 37,07| 0,0001
repelent*koncentrace 6 490,7| 0,0001

V tabulkdch €. 17-22 s c¢asy od 30 minut do 8 hodin od aplikace byla repelence

prokazatelné ovlivnéna (p < 0,001), jak typem esencidlniho oleje, tak jeho koncentraci.

V téchto nésledujich Grafech (17-23) je statisticky vyhodnocena ucinnost testovanych

esencialnich olejl a syntetického repelentu DEET.

ve

5.7.2 Podrobné vyhodnoceni tucinnosti jednotlivych repelentti v ¢ase

Po péti minutach od aplikace byla nejslabsi uc¢innost zjiSténa u rozmarynového esencialniho
oleje (Obrazek ¢. 17), ktery ani ve 20% koncentraci nebyl tak ucinny jako ostatni testované
repelenty a na hladiné a = 0,05 se od nich vyznamné liSil (Tabulka ¢. 23). Mezi zbyvajicimi
repelenty nebyl statisticky vyznamny rozdil. Jak uz bylo uvedeno vyse, koncentrace v tomto

Case repelenci vyznamné neovliviiovala (Tabulka €. 24).

120

Praméry MNC (n&které nelze odhadnout)
Soucasny efekt: F(6, 26)=,32207, p=,91941
Dekompozice efektivni hypotézy
Vertikalni sloupce oznacuiji 0,95 intervaly spolehlivosti
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Obrazek ¢. 17: Graficky vyjadrena post hoc analyza Gcinnosti testovanych repelentl po 5

minutach.
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Tabulka €. 23: Vliv typu repelentu na ucinnost testovanych pripravkd, 5 minut po aplikaci.

Tukeylav HSD test; proménna ucinnost (EO)

Priblizné pravdépodobnosti pro post hoc testy

Chyba: meziskup. PC =94,872, sv = 26,000

repelent {1} {2} {3} {4}

C. buriky 85,000 64,167 82,500 96,667
1 smrk 0,000252 0,921955 0,271438
2 rozmaryn| 0,000252 0,000645 0,000270
3 savej| 0,921955 0,000645 0,135683
4 deet“ 0,271438 0,000270 0,135683

Tabulka ¢. 24: Vliv koncentrace repelentu na ucinnost testovanych pripravk(, 5 minut po

aplikaci.

Tukeylav HSD test; proménna ucinnost (EO)

Priblizné pravdépodobnosti pro post hoc testy

Chyba: meziskup. PC =94,872, sv=26,000

koncentrace {1} {2} {3} {4}

C.burky 79,167 80,000 76,667 78,889
1 5 0,997404 0,936659 0,999911
2 10| 0,997404 0,885887 0,994966
3 15| 0,936659 0,885887 0,962038
4 20| 0,999911 0,994966 0,962038

evvs

sledovaném case, u rozmarynového esencialniho oleje, ktery se v 5% koncentraci vyznamné
liSil od vSech ostatnich testovanych pripravkd (viz Priloha 1). Synteticky deet se jiz od dalSich
esencialnich oleju signifikantné odlisoval (Tabulka ¢. 25). Z grafu je patrny také vyznamny vliv
koncentrace na repelenci, kdy byla G¢innost 5% roztok silic ze smrku a rozmarynu vyznamné
nizsi nez u dalSich koncentraci stejnych oleji (Tabulka ¢. 26). Naopak, uc¢inek 5% roztoku
Salvéjového esencidlniho olej se staticky neodlisSoval od ostatnich oleji s vyssi koncentraci.

Statisticky vyznamné rozdily mezi jednotlivymi repelenty v ptislusnych koncentracich jsou
uvedeny v Priloze 2.
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Pramé&ry MNC (n&které nelze odhadnout)
Soucasny efekt: F(6, 26)=5,3971, p=,00098
Dekompozice efektivni hypotézy
Vertikalni sloupce oznacuji 0,95 intervaly spolehlivosti
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Obrazek ¢. 18: Graficky vyjadrena post-hoc analyza uGcinnosti testovanych repelentd po 30
minutach.

Tabulka ¢. 25: Vliv typu repelentu na ucinnost testovanych pripravkd, 30 minut po aplikaci.

Tukeylv HSD test; proménna Gcinnost (EO)
Priblizné pravdépodobnosti pro post hoc testy
Chyba: meziskup. PC =94,872, sv= 26,000
repelent {1} {2} {3}
C. buriky 75,000 44,167 76,667
1 smrk 0,000168 0,974772
2 rozmaryn| 0,000169 0,000169
3 save| 0,974772 0,000169
4 deet| 0,009946 0,000168 0,018657

Tabulka ¢. 26: Vliv koncentrace na ucinnost testovanych pfipravkd, 30 minut po aplikaci.

Tukeylv HSD test; proménna G€innost (EO)

Pfiblizné pravdépodobnosti pro post hoc testy

Chyba: meziskup. PC =94,872, sv= 26,000

koncentrace {1} {2} {3} {4}

C. buriky 49,167 78,889 75,556 73,333
1 5 0,000170, 0,000175 0,000196
2 10| 0,000170 0,885887 0,626317
3 15| 0,000175 0,885887 0,962038
4 20| 0,000196 0,626317 0,962038

Po 60 minutach byla statisticky vyznamné nejnizsi ucinnost zjisténa u skupiny 5% esencialnich
olejli (Obrazek €. 19). Typ repelentu vyznamné ovlivnil repelenci s jedinou vyjimkou, a to
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Salvéjovym a smrkovym olejem, jez se mezi sebou statisticky neliSily (Tabulka ¢. 27). VSechny
repelenty v 5% koncentraci jiz repelovaly vyznamné nizsi mnozstvi nymf (Tabulka ¢. 28) nez
ostatni koncentrace. Rozdily mezi jednotlivymi repelenty v ptislusnych koncentracich jsou
uvedeny v Priloze 3.

Praméry MNC (né&které nelze odhadnout)
Soucasny efekt: F(6, 26)=1,5365, p=,20579
Dekompozice efektivni hypotézy
Vertikalni sloupce oznacuji 0,95 intervaly spolehlivosti
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Obrazek ¢. 19: Graficky vyjadrena post hoc analyza Gcinnosti testovanych repelentl po 60
minutach.

Tabulka €. 27: Vliv typu repelentu na ucinnost testovanych pripravkd, 60 minut po aplikaci.

Tukeylv HSD test; proménna ucinnost (EO)

Priblizné pravdépodobnosti pro posthoc testy

Chyba: meziskup. PC = 130,77, sv = 26,000

repelent {1} {2} {3} {4}

C. buiiky 61,667 36,667 54,167 96,667
1 smrk 0,000228 0,392703 0,000502
2 rozmaryn| 0,000228 0,004778 0,00016¢
3 save| 0,392703 0,004778 0,000187
4 deet| 0,000502 0,000169 0,000187
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Tabulka ¢. 28: Vliv koncentrace repelentu na ucinnost testovanych pripravkd, 60 minut po

aplikaci.

Tukeylv HSD fest; proménna ucinnost (EO)

Pfiblizné pravdépodobnosti pro post hoc testy

Chyba: meziskup. PC = 130,77, sv =26,000

koncentrace {1} {2} {3} {4}

C. buriky 28,333 62,222 71,111 64,444
1 5 0,000170, 0,000168| 0,000169
2 10| 0,000170 0,370224 0,975951
3 15| 0,000169 0,370224 0,609957
4 20| 0,000169 0,975951 0,609957

Po dvou hodinach od aplikace nastal statisticky vyznamny pokles ucinnosti 10% esencialnich
olejli (Obrazek ¢. 20, Tabulka ¢. 30 a Priloha 1-3). Co se tyce statisticky vyznamného rozdilu
v pouZzitém typu repelentu, krivka ucinnosti olejd z Salvéje a smrku méla v tomto ¢ase shodny

se ani v 15 i 20% koncentraci statisticky nelisil od 5% olejli z Salvéje a smrku (Pfiloha 2-3).

Priméry MNC (nékteré nelze odhadnout)
Soucasny efekt: F(4, 20)=1,6667, p=,19710
Dekompozice efektivni hypotézy
Vertikalni sloupce oznacuji 0,95 intervaly spolehlivosti
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Obrazek ¢. 20: Graficky vyjadrena post hoc analyza Ucinnosti testovanych repelentd po 2

hodinach.
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Tabulka ¢. 29: Vliv typu repelentu na ucinnost testovanych ptipravkd, 2 hodiny po aplikaci.

Tukeylv HSD test; proménna u€innost (EO)

Pfiblizné pravdépodobnosti pro post hoc testy

Chyba: meziskup. PC = 133,33, sv= 20,000

repelent {1} {2} {3} {4}

C. bufiky 54,444 18,889 53,333 83,333
1 smrk 0,000183 0,996954 0,006436
2 rozmaryn| 0,000183 0,000188 0,000175
3 savej] 0,996954 0,000188 0,004681
4 deet| 0,006436 0,000175 0,004681

Tabulka ¢. 30: Vliv koncentrace repelentu na ucinnost testovanych ptipravkd, 2 hodiny po

aplikaci.

TukeylGv HSD test; promé&nna ucinnost (EO)

Pfiblizné pravdépodobnosti pro post hoc testy

Chyba: meziskup. PC = 133,33, sv = 20,000

koncentrace {1} {2} {3} {4}

C. buriky 83,333 20,000 47,778 58,889
1 5 0,000175 0,001012 0,022747
2 10| 0,000175 0,000443 0,000177
3 15| 0,001012 0,000443 0,206732
4 20| 0,022747 0,000177 0,206732

Po 4 hodinach od aplikace repelentu se pribéh kfivky Ucinnosti esencidlnich oleju
statisticky nelisil (Obrazek ¢. 21, Tabulka ¢. 31). Mezi jednotlivymi silicemi v koncentracich 15
a 20% nebyl nalezen statisticky vyznamny rozdil, ovSem oba testované repelenty v obou
koncentracich mély signifikantné nizsi u¢innost nez 5% DEET (Tabulka ¢. 32, Pfriloha 1-3).

Praméry MNC (nékteré nelze odhadnout)
Soucasny efekt: F(1, 10)=,48913, p=,50026

Dekompozice efektivni hypotézy
Vertikalni sloupce oznaduji 0,95 intervaly spolehlivosti
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Obrazek ¢. 21: Graficky vyjadirena post hoc analyza Ucinnosti testovanych repelent( po 4
hodinach.

Tabulka ¢. 31: Vliv typu repelentu na ucinnost testovanych ptipravkd, 4 hodiny po aplikaci.

Tukeylv HSD test; proménna udnnost (EO)
Pfiblizné pravdépodobnosti pro post hoc testy
Chyba: meziskup. PC = 153,33, sv =10,000

repelent {1} {2} {3}
C.buriky 51,667 53,333 80,000
1 smrk 0,970651 0,022331
2 savej| 0,970651 0,030475
z deet| 0,022331 0,030475

Tabulka ¢. 32: Vliv koncentrace repelentu na ucinnost testovanych ptipravkd, 4 hodiny po
aplikaci.

Tukeylav HSD test; proménna Ginnost (EO)
Priblizné pravdépodobnosti pro post hoc testy
Chyba: meziskup. PC =153,33, sv= 10,000

koncentrace {1} {2} {3}
C. buriky 80,000 46,667 58,333
1 5 0,008931 0,077285
2 15| 0,008931 0,277706
3

20| 0,077285 0,277706

V ¢asovém intervalu 6-ti hodin od aplikace repelentu (Obrazek ¢. 22) byl test ovlivnén
typem (Tabulka ¢. 33) i koncentraci (Tabulka ¢. 34) repelentu, pricemz smrkovy a Salvéjovy

esencialni olej se mezi sebou statisticky nelisily. Oba dva esencidlni oleje, v koncentraci 15i 20
%, se signifikantné liSily od 5% DEETu (Ptiloha 2-3).
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Praméry MNC (nékteré nelze odhadnout)
Soucasny efekt: F(1, 9)=1,7789, p=,21505
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Obrazek ¢. 22: Graficky vyjadrena post hoc analyza Ucinnosti testovanych repelent( po 6

hodinach.

Tabulka ¢. 33: Vliv typu repelentu na ucinnost testovanych pripravkd, 6 hodin po aplikaci.

Tukeylv HSD test; proménna ucinnost (EO)
Pfiblizné pravdépodobnosti pro post hoc testy

Chyba: meziskup. PC = 175,93, sv= 9,0000
koncentrace {1} {2} {3}
C. buriky 80,000 22,000 35,000
1 5 0,000693 0,002646
2 15| 0,000693 0,287389
3 20| 0,002646 0,287389

Tabulka ¢. 34: Vliv koncentrace repelentu na ucinnost testovanych pripravkd, 6 hodin po

aplikaci.
Tukeylv HSD test; proménna ucinnost (EO)
Pfiblizné pravdépodobnosti pro post hoc testy
Chyba: meziskup. PC = 175,93, sv=9,0000
koncentrace {1} {2} {3}
C. buriky 80,000 22,000 35,000
1 5 0,000693 0,002646
2 15| 0,000693 0,287389
3 20| 0,002646 0,287389
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Po 8 hodinach byl testovan pouze smrk o koncentraci 20 %. Oproti syntetickému 5% DEETu
byla jeho repelentni Ucinnost vyznamné nizsi.

repelent; Praméry MNC
Soucasny efekt: F(1, 4)=289,00, p=,00007
Dekompozice efektivni hypotézy
Vertikalni sloupce oznacuji 0,95 intervaly spolehlivosti
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Obrazek ¢. 23: Graficky vyjadiena post hoc analyza Ucinnosti testovanych repelent( po 8
hodinach.

Tabulka €. 35: Porovnani repelentni uc¢innosti smrkového esencialniho oleje (20 %) a DEETu
(5 %) 8 hodin po aplikaci.
Tukeylv HSD test; proménna u€innost (EO)

Priblizné pravdépodobnosti pro post hoc testy
Chyba: meziskup.PC =16,667, sv= 4,0000

repelent {1} {2}
C. burky 20,000 76,667
1 smrk 0,000331
2 deet| 0,000331
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6 Diskuze

V ramci této prace byla zkoumana repelentni Gic¢innost rozmarynového, Salvéjového a
smrkového esencialniho oleje proti nymfam klistéte /. ricinus. Samotny Ucinek éterickych oleju
byl testovan v pomoci in-vitro testu na Petriho misce za vyuziti lidského dechu jako stimulu
pro chovani pfi hledani hostitele. Dale bylo pozorovano chovani klistat, kdy se kontrolni
klistata ihned po umisténi zacala pohybovat po celé ploSe Petriho misky anebo z ni vylézala
ven. KdyzZ byly na okraj filtra¢niho papiru aplikovany éterické oleje, klistata se chovala zcela
odlisné. Pokud dosla na hranici oSetfené repelentem: zacala couvat, zménila smér, otocila se
smérem do stfedu Petriho misky nebo zvedala predni koncetiny. Pro hodnoceni repelentniho
uéinku byla pocitana klistata, ktera bariéru repelentu béhem intervalu 5 minut prekonala.
U¢innost testovaného repelentu byla zaznamendavéna po dobu 8 hodin, nebo dokud neklesla
pod hranici 33 %. Vysledky ukazuji, Ze esencialni oleje ze smrku a Salvéje maji vyznamné vyssi
repelentni Uc¢inek proti klistatdm nezZ olej z rozmarynu. Zaroven se také potvrdil predpoklad,
Ze esencialni oleje nemaji tak silny a stabilni efekt jako synteticky repelent DEET. Na zakladé
chemického rozboru jednotlivych sloZzek éterickych oleja byly zaznamenany slouceniny, které
vysvétluji jejich odpuzujici ucinek.

Rozmarynovy esencialni olej

Dle chemického rozboru tohoto esencialni oleje (Pfiloha 1) je hlavni slozkou eukalyptol
(33,6 %), coz je monoterpenoidovy éter (1,8-cineol), ktery je dominantni slozkou
zejména eukalyptového oleje (63,6 %) (Tampe et al. 2020). Eukalyptovy esencidlni olej byl
zkousen napriklad ve studii Yoon et al. (2011), kde byla prokazana repelentni aktivita proti
komaram pisklavym, a kdy repeloval hmyz po dobu 7 h pfi koncentraci 50 %. Tato slozka ma
velmi vyznamnou repelentni u¢innost nejen proti hmyzu, ale i klistatiim, coz potvrzuje studie
Elmhalli et al. (2019), ktefi testovali pfimo esencialni olej z rozmarynu na nymfach klistéte

obecného. Ten pfi koncentraci 1 a 0,5 ul/cmzodpuzoval nymfy kliStéte obecného po dobu 5
hodin, coz je odlisSny vysledek ve srovnani se zavéry této prace. Lze to vysvétlit odliSnymi
postupy pfi testovani repelentni ucinnosti, kdy nymfy s repelentem byly v uzaviené nadobé,
diky ¢emuz se snizila tékavost repelentu a mohl fungovat déle.

Druhou nejvice zastoupenou latkou rozmarynového esencidlniho oleje je kafr (22,6 %),
ktery je plivodem ze stromu kafrovniku (Cinnamomum camphora), ale nachazi se i v jinym
silicich (napf. bazalka, sSalvéj, rozmaryn). Esencidlni olej z kafru byl jako repelent pouzit
napriklad proti skladovym skddcim (pilous Cerny) a také vykazoval larvicidni ucinky proti
streckiim ovéim (Mazyad & Soliman 2001).

Pfedchozi prace také ukazaly, Ze latka alfa-pinen izolovana z éterického oleje hvozdiku
karafiatu (Dianthus caryophyllus) vykazuje silny repelentni ucinek proti /. ricinus (Tundn et al.
2006). Tato slozka se nachazi v testovaném rozmarynovém esencialnim oleji ze 16,2 %, cozZ je
treti nejvice zastoupenad latka. Ackoliv rozmarynovy olej obsahuje latky, které by mohly byt
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acinné proti klistatdm, samotny ucinek esencialniho oleje zrozmarynu byl v porovnani
s dalSimi testovanymi repelenty v této studii vyznamné nizsi, kdyZz ani v nejvyssi testované
koncentraci, tedy 20 %, odpuzoval méné nez 70 % klistat béhem prvni hodiny pokusu.

Smrkovy a Salvéjovy esencidlni olej

Repelentni ucinky esencialnich oleju ze Salvéje a smrku proti /. ricinus nebyly dosud
testovany. Nejlepsi odpuzujici Ucinky ze vSech testovanych esencidlnich oleji ma smrkovy
(Picea abies), ktery vykazuje nejvyssi repelenci proti nymfam [ ricinus v15% a 20%
koncentraci. Lze konstatovat, Ze obé koncentrace smrkového esencialniho oleje b&éhem prvni
hodiny od aplikace repeluji 90 % klistat. Ve vyssi 20% koncentraci se jeho uUcinnost sice
signifikantné nezvysSovala, ale na druhou stranu se naptiklad prodlouzila doba Gcinnosti vyssi
nez 80 % az na 2 hodiny. U&inek smrkového oleje o0 20% koncentraci byl dokonce srovnatelny
se syntetickym 5% DEETem, a to po dobu 2 hodin, kdy repeloval o cca. 10 % klistat méné. |
kdyzZ tento repelent nikdy nedosahl takovych Gcinkd jako DEET, nejvice se k nim priblizil. Za
smrkovym esencialnim olejem nasledoval, co se tyce ucinnosti, esencialni olej ze salvéje
Iékarské (Salvia officinalis). Jeho repelentni Ucinky byly sice horsi o zhruba 10 % nez u
smrkového esencialniho oleje, ale ucinnost neklesala tak strmé jako u rozmarynového
esenciadlniho oleje. Kfivky ucinnosti v mérenych casech se mezi smrkovym a esencidlnim
olejem v pribéhu testovani mezi sebou pfilis vyznamné nelisily, coz mizZe byt i nize uvedenym
podobam chemického slozeni.

Dle chemického rozboru jednotlivych sloZek éterickych oleji (Priloha 2-3) byly
zaznamenany slouceniny, které vysvétluji odpuzujici ucinek téchto dvou esencialnich olejd. Je
znamo, Ze nékteré monoterpeny pritomné v Salvéjovém anebo ve smrkovém éterickém oleji
jsou ucéinnymi slouceninami odpuzujici klistata. Takovou vyznamnou latkou prevazujici
v kompozici éterického oleje ze Salvéje jsou napfiklad linalool (25,5 %) nebo bornyl acetat
(33,1 %) ve smrkovém éterickém oleji. Ty jsou také stabilnéjsi ve srovnani s vysoce tékavym
alfa-pinenem (16,2 %), ktery se nachdzi vrozmarynovém oleji a mohou tak vysvétlit
dlouhodobéjsi ucinek salvéjového a smrkového oleje (da Silva & Ricci-Junior 2020)

Latka linalool nachazejici se v Salvéjovém oleji je velmi vyznamnou slozkou, kterd také
prevazuje napriklad vlevandulovém esencidlnim oleji. Ten méa vyznamnou biologickou
aktivitu zahrnujici repelenci a vyznamné akaricidni ¢i insekticidni tcinky proti riznym hmyzim
SkGdclm (Papachristos & Stamopoulos 2004). V testu provedeném Kulmou et al. (2017) byl
testovan levandulovy esencidlni olej proti /. ricinus. Ten mél nejsilnéjsi a nejstabilnéjsi ucinek,
kdy velmi dobre fungoval proti klistéti obecnému ve vysokych koncentraci (15 %) a kratce po
aplikaci (15 minut). Dalsi autoti (Semmler et al. 2011; Thorsell et al. 2006) v podobnych testech
s esencialnim olejem z levandule uvadeéji, Ze ochrani proti I. ricinus fddové desitky minut. Tato
ucinnost je velmi podobna testovanym esencialnich oleju ze Salvéje a smrku.
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Roztok Alpa Francovka s hiebickem

Tento podomaécku vyrobeny repelent byl otestovan stejnymi postupy jako pfedchozi
esenciadlni oleje, ale prestoZze je mnohdy velice doporucovén, pfi hodnoceni dosahl
v porovnani s oleji i DEETem vyrazné horsiho ucinku. Jeho ucinky by se daly porovnat pouze
s esencialnim olejem zrozmarynu, kdy do 30 minut od aplikace fungoval |épe nez
rozmarynovy olej i v té nejvyssi koncentraci 20 %. Po 60 minutach nefungoval jiz vibec, a diky
tomu se nejednd o spolehlivy repelent, ktery lze doporucit jako dlouhodobé fungujici ochranu
proti klistatdm. Na druhou stranu esencidlni olej z hfebi¢ku byl nedavno navrien jako
alternativni repelent proti hmyzu (Shapiro 2012). Déle je také hiebickovy esencialni olej
hodnocen jako repelent proti nymfam I. ricinus, R. microplus a larvdam D. nitens. Vysokou
repelenci lze vysvétlit pfitomnosti eugenolu, ktery je hlavni slozkou hiebickového oleje (73,5
—96,9 %) (Del Fabbro & Nazzi 2008; Zeringdta et al. 2013; Tisserand a Young 2013). Repelentni
ucinky hrebickového éterického oleje byly zkouseny také ve studii Stefanidesové et al. 2017,
kdy bylo zjisténo, Ze 3% roztok z hiebickového oleje odpudil 82,9 % dospélycl D. reticulatus
po dobu 2 hodin. Je tedy patrné, Zze louhovani v lihu, neni nejefektivnéjsim zplsobem, jak
vyuzit hfebicek v osobni ochrané proti klistatim.
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7 Zaver

VsSechny testované esenciadlni oleje vykazovaly uréitou repelentni Ucinnost, coz
znamena, ze nymfy kliStéte na testované pfipravky reagovaly a byly jimi po urcitou dobu
odpuzovany. Doba ucinnosti ovSem nebyla tak stala jako v pripadé syntetického repelentu
DEET, ktery i v 5% koncentraci vykazoval vysoky repelentni Gcinek. Jako nejlepsi z testovanych
esencialnich oleji byl hodnocen olej ze smrku pichlavého (Picea abies) nasledovan silici
z Salvéje lékarské (Salvia officinalis). Bylo také potvrzeno, Ze zvySenim koncentrace
esencialniho oleje lze zvysit a prodlouzit Ucinek repelentu.

Na zakladé dosazenych vysledk(l lze tak tedy konstatovat, Ze védeckd hypotéza
,Testované esencialni oleje maji urcity repelentni Gcinek, neni ovSem tak stabilni jako u
syntetickych preparat(“ byla potvrzena.

Ukazalo se také, Ze Salvéjovy a zejména smrkovy esencidlni olej jsou vhodnou
alternativou pro poufZiti jako repelenty. Jejich ucinnost neni sice tak stabilni jako u syntetickych
repelentd, ale pfi kratkém pobytu v prirodé nebo pfti jejich opakované aplikaci po 1-2
hodinach je Ize vyuZit jako repelenty proti klistatim Ixodes ricinus.
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9 Samostatné prilohy

Pfiloha €. 1: Chemické sloZeni rozmarynového éterického oleje (Autor: Mgr. Vaclav Sev¢ik)

Chemické slozeni éterického oleje Rosmarinus officinalis

Maximalni| Rt? L Obsah
.. ) Sloucenina
Cislo [min] [rel.%)?
1 6,03 Tricyklen 0,7
2 6,50 Alfa-pinen 16,2
3 6,99 Kamfen 8,0
4 7,97 Beta-pinen 4,0
5 10,30 Eukalyptol 33,6
6 12,96 Alfa-pinen oxid 1,0
7 13,43 Linalool 1,5
8 14,62 - 0,2
9 15,18 Kafr 22,6
10 15,62 Isoborneol 0,8
11 16,11 Borneol 3,6
12 17,19 - 0,2
13 17,32 Myrtenal 0,2
14 17,43 Myrtenol 0,3
15 17,91 Verbenon 0,2
16 18,46 Carveol 0,2
17 19,46 Carvone 0,2
18 21,39 Bornyl-acetat 2,0
19 21,97 - 0,9
20 22,26 - 0,6
21 22,74 - 0,7
22 23,04 - 0,6
23 23,71 - 0,1
24 25,75 - 0,2
25 32,06 - 0,1
26 33,24 Karyofylen oxid 1,3
Celkem identifikované slouceniny 96,3
Soucet neidentifikovanych sloucenin 3,7

1 Retencni cas

2 procentni Udaje byly ziskany normalizaci vrcholu plochy FID




Priloha €. 2: Chemické sloZeni $alvéjového éterického oleje (Autor: Mgr. Vaclav Sevéik)

Chemické slozeni éterického oleje Salvia sclarea
Maximalni Rt? L Obsah
gGislo | [min] Sloucenina [rel.%]?
1 4,22 - 0,2
2 8,64 Myrcen 0,3
3 10,05 D-limonen 0,6
4 11,97 - 0,2
5 12,69 - 0,2
6 13,46 Linalool 25,5
7 15,12 Isopulegol 0,4
8 16,50 - 0,2
9 17,24 Terpineol 3,7
10 17,77 - 0,3
11 18,82 - 0,2
12 19,02 - 0,2
13 19,44 Citronelol 3,8
14 20,51 Bergamol 54,5
15 20,96 Geranial 0,2
16 21,16 Citronellyl-formiat 0,2
17 22,26 - 0,2
18 23,91 - 0,4
19 24,39 - 0,4
20 24,50 - 0,3
21 24,94 Neryl-acetat 1,3
22 25,13 Alfa-copaene 0,6
23 25,46 b-Bourbonen 0,2
24 25,76 Geranyl-acetat 2,2
25 26,88 Caryophyllene 1,4
26 29,34 b-Cubeben 0,2
27 30,35 - 0,5
28 33,09 Spathulenol 0,4
29 33,26 Karyofylenoxid 1,1
30 53,85 Sclareol 0,4
Celkem identifikované slouceniny 96,8
Soucet neidentifikovanych sloucenin 3,2

1 Retencni Cas
2 procentni Udaje byly ziskany normalizaci vrcholu plochy FID

II



Priloha €. 3: Chemické sloZzeni smrkového éterického oleje (Autor: Mgr. Vaclav Sevéik)

Chemické slozeni éterického oleje Picea abies
Maximalni | Rt! . Obsah
islo (min] Sloucenina [rel. %2
1 6,02 Tricyklen 0,4
2 6,53 Alfa-pinen 23,5
3 6,94 Kamfen 5,1
4 7,74 o-Cymen 0,7
5 7,97 Beta-pinen 2,5
6 9,34 3-caren 4,7
7 9,91 m-Cymen 2,2
8 10,10 D-limonen 2,5
9 12,66 - 0,1
10 12,94 Alfa-pinen oxid 0,3
11 13,34 - 0,2
12 13,75 Verbenol 0,2
13 14,68 - 0,3
14 15,05 Kafr 8,5
15 16,08 Borneol 4,5
16 16,52 - 0,5
17 16,97 p-Cymen-8-ol 1,0
18 17,12 - 0,7
19 17,21 Terpineol 1,1
20 17,90 Verbenon 0,6
21 18,59 Carveol 0,3
22 18,74 Bornyl-format 0,7
23 19,81 - 0,2
24 21,64 Bornyl-acetat 33,1
25 - 0,3
26 - 0,6
27 21,89 - 0,2
28 - - 0,3
29 25,44 - 0,3
30 - 0,4
31 - 0,2
32 25,72 Neryl-acetat 0,2
33 26,19 Junipene 0,5
34 26,53 Methyleugenol 0,3

III



35 26,64 - 0,2
36 29,21 - 0,3
37 30,23 Alfa-muurolene 0,4
38 33,22 Karyofylenoxid 1,0
39 34,22 - 0,6
40 36,54 - 0,2
Celkem identifikované slouceniny 94,4
Soucet neidentifikovanych sloucenin 5,6

1 Retencni Cas
2 procentni Udaje byly ziskany normalizaci vrcholu plochy FID
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