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Laboratorni test biocidniho ucinku smési esencialnich
oleji ze smrku ztepilého (Picea abies) a Salvéje 1ékarské
(Salvia officinalis) na klisté obecné (I1xodes ricinus)

Souhrn

Cilem této prace bylo zhodnoceni biocidniho u¢inku binarnich smési esencidlnich oleji z Picea
abies a Salvia officinalis proti samicim Ixodes ricinus. Vysledky byly porovnavany s biocidnim
ucinkem zjisténym pro jednotlivé pouzité oleje tak, aby bylo moZzné posoudit aditivni ¢i
synergicky efekt. Smési esencidlnich oleji byly testovany v koncentracich 0,25 %, 0,5 %, 1 %,
2%, 4 %,8% al2%av pomérech 1:1, 1:2, 2:1. Na zaklad¢ provedeného laboratorniho testu,
pfti kterém byly samice klistéte ponofeny na dvé vtefiny do vodného roztoku vyse jmenovanych
esencialnich oleju s 2 % Tweenu, bylo zjisténo, Ze vSechny zkoumané smési esencialnich oleji
vykazuji akaricidni u€inek proti klist'atiim.

Tato studie také potvrdila, ze testované binarni smési vykazuji statisticky vyznamné vyssi
ucinnost ve vyssich koncentracich. Z porovnani jednotlivych vysledki 1ze konstatovat, ze smési
esencialnich olejii mély vzdy vys$si G€innost nez samotny olej ze smrku obecného. Na zakladé
statistického vyhodnoceni nebyl potvrzen vyznamny vliv typu repelentu na ucinnost.
Synergicky efekt smési oleju tedy nebyl prokazan. Nejvyssi mortality bylo dosazeno u smési s
oleji ze smrku ztepilého a Salvéje 1ékaiské v poméru 1:2, kdy LC99 = 3,64 %.

Vzhledem k tomu, Ze oba esencialni oleje, které byly pfi testu pouzity, jsou dobie dostupné a
smrkovy olej lze navic ziskat jako vedlejsi produkt dievozpracujiciho primyslu, jSou smési
téchto oleju pouzitelné jako ekonomicka a snadno vyrobitelna alternativa pesticidu, které jsou
bézné proti klistatim pouzivany. Pouzitim téchto smési v kombinacim s dalSimi biocidy je
mozné docilit eradikace cilovych organismu pii sniZzeni negativniho vlivu plsobeni téchto

pfipravkill na Zivotni prostiedi a také pfedejit vzniku rezistence ¢lenovcll na ucinné latky.

Klic¢ova slova: biocidy, test biologické uc¢innosti, management, Ixodida



Evaluation of acaricidal effect of spruce (Picea abies)
and sage (Salvia officinalis) essential oils against sheep tick
(Ixodes ricinus)

Summary

This thesis aimed to evaluate the biocidal effectivity of binary mixtures of essential oils from
Picea abies and Salvia officinalis against female sheep ticks (Ixodes ricinus). The results were
compared with the effects of the essential oils used alone, in order to investigate the additive or
synergistic effect. The essential oil mixtures were used in concentrations of 0.25 %, 0.5 %, 1
%, 2 %, 4 %, 8 % and 12 % and in ratios of 1:1, 1:2 and 2:1. The laboratory immersion test,
consisting of dipping the female sheep ticks into aqueous solutions of the above-mentioned
concentrations of essential oils and 2 % Tween for two seconds, proved the acaricidal effect for
all the studied mixtures.

This experiment also revealed that higher concentrations of the oils and their binary mixtures
had significantly higher efficacy. Furthermore, it was determined that all of the tested mixtures
had higher acaricidal effect than P. abies oil. However, the differences among the oils and their
binary mixtures were not significant. Therefore, the synergistic effect of the oil mixtures was
not confirmed. Among the tested mixtures, the highest mortality was reached with the mixture
containing oils from P. abies and S. officinalis in a ratio of 1:2, where the LC99 = 3.64 %.
Both oils used in the test are readily available, and the P. abies is additionally a side product of
the wood-processing industry. The mixtures of these oils can thus be used as economically
available and easily accessible alternatives to the currently used pesticides against sheep ticks.
The combined use of the studied oils with other biocides can achieve the eradication of the
target organisms while limiting the negative effect on the environment as well as avoiding the

development of resistance to the active substances.

Keywords: biocides, test of biological activity, management, Ixodida
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1. Uvod

Klistata jsou fazena mezi jedny z nejvyznamnéjSich a nejzndméjsich ektoparazitickych
roztocl. Nechvalné znama jsou predevsim jako pienaseci patogent, které nasledné mohou u
lidi a zvitat vyvolat zdvazna onemocnéni. V ptipad¢ hospodarskych zvirat chovanych na
produkci mohou tato onemocnéni predstavovat i velké ekonomické ztraty.

Piestoze je v Ceské republice zaznamenan vyskyt 13 druhtl klistat, kli§té obecné (Ixodes
ricinus) je naprosto dominantnim druhem, pti¢emz dle odhadt patii do tohoto druhu pies 90 %
ceskych klist’at. Klisté obecné je vektorem bakteridlnich, virovych i parazitarnich onemocnéni.
Mezi nemoci prenasené klistaty se fadi naptiklad: klistova encefalitida, lymeska borelioza,
babezioza, anaplazmoza a tularémie. Proto je velice dilezité se pfed timto roztocem chranit.
Jako prevenci proti klistové encefalitidé 1ze vyuzit oCkovani. Nicméné i tak je velice dilezita
ochrana a prevence pted napadenim timto ektoparazitem. Mezi nejbéznéjsi zplisoby v ramci
téchto opatieni patii pouzivani akaricidd a repelenta.

Tato prace se zamétuje na akaricidy, tfidu biocidnich ptipravkd. Akaricidy jsou latky
nebo smési, které jsou urené k hubeni skiidcii ze skupiny roztoct. Biocidni uc€inek ptipravku
zajistuji 0Cinné latky chemického ¢i pfirodniho pivodu, které plsobi proti cilovym
organismim letaln€. Syntetické akaricidy predstavuji zatéZ pro Zivotni prostfedi a jejich
opakovana aplikace muze vést k rezistenci. Z tohoto divodu se na zacatku 21. stoleti stal velice
zadanym vyzkum v oblasti alternativnich biocidl, které by byly dostupné, Setrné k zivotnimu
prostredi a zdroven Ucinné proti cilovym organismim.

Za jednu z téchto alternativ jsou povazovany esencialni oleje, tedy sekundarni metabolity
aromatickych rostlin, které obsahuji latky, jez jsou pro ¢lenovce toxické. Zjisténi biocidniho
ucinku esencialnich olejt, které jsou cenové dostupné, je tedy kli¢em k nastaveni uc¢inného a
dlouhodobé¢ udrzitelného managementu hubeni sktdci.

Ve své praci jsem zkoumala uéinky esencialnich oleji ze smrku ztepilého a Salvéje
Iékai'ské. Obé rostliny, ze kterych testované esencialni oleje pochézi, jsou v Ceské republice
velmi dobfe dostupné. Smrkovy olej 1ze navic ziskat jako vedlejsi produkt pfi zpracovani dieva.
Uginnost téchto esencialnich olejt proti jinym druhiim ¢lenovei byla prokazana jiz diive, proto
existuje redlny predpoklad, ze budou funkéni i1 proti klistatim. Je také znamo, ze Gcinek
nekterych esencialnich oleji 1ze vylepsit riznymi zplisoby, vetné jejich smichéni za ucelem
dosazeni aditivniho ¢i synergického efektu. Cilem této prace bylo provést laboratorni testy
biocidniho u¢inku binarnich smési esencialnich olejii ze smrku ztepilého (Picea abies) a salvéje
I¢katské (Salvia officinalis) proti klistéti obecnému (Ixodes ricinus).



2. Védecka hypotéza a cile prace

Cilem prace je vyhodnotit biocidni ucinek smési esencialnich oleji ze smrku ztepilého a
Salvéje 1ékarské proti samicim klistéte obecného. Vysledky budou porovnavany s biocidnim
ucinkem zjisténym pro jednotlivé pouzité oleje tak, aby bylo mozné posoudit jejich synergicky
efekt.

Védecka hypotéza: smés esencidlnich olejii ze smrku ztepilého a Salvéje 1€ékatské ma
akaricidni ti¢inek. Smichanim esencialnich oleji dosdhneme zvyseni akaricidniho Gc¢inku proti
samicim klistéte obecného.



3. Literarni reSerse

3.1. Taxonomické zarazeni Ixodes ricinus
Rise: Animalia
Kmen: Arthropoda
Trida: Arachnida
Infratiida: Acarina
Rad: Ixodida
Podrad: Ixodina
Celed: Ixodidae
Rod: Ixode
Podrod: Ixodes
Druh: Ixodes ricinus

(Linné, 1758)

3.2. Clenovci — charakteristika

Clenovci tvoii nejpodetnéjsi skupinu Zivo&ichti na Zemi. Do této skupiny patii vice nez
80 % vsech mnohobun&énych organismtl. Cést z nich piesla na cizopasny zptisob Zivota a
pfedstavuje zdvazny problém z hlediska veterinarni 1 humanni mediciny (Volf & Horak 2007).

wvr
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lidi, domestikovanych i divoce Zijicich zvifat. PfenéSeji rizna onemocnéni, ktera mnohdy konci
1 smrti nebo thynem (Anderson & Magnarelli 2008). Z pohledu chovu hospodarskych zvirat
zpusobuje aktivita téchto clenovcil vyrazné ekonomické ztraty (Volf & Horak 2007).

Mezi nejcastéjSi onemocnéni piendSend klistaty se fadi: lymeska borelioza, klistova
encefalitida, tularémie Ci babezidza (Anderson & Magnarelli 2008).

3.3. Rad Ixodida

V tadu Ixodida jsou rozliSovany dvé velké a druhové pocetné skupiny: klistata a klist'’aci.
Az na vyjimky saji krev vSechna vyvojova stadia, a proto se predstavitelé tohoto fadu zatazuji
mezi obligatorni ektoparazity, tedy parazity zcela odkazané na paraziticky zpisob zivota (Volf
& Horék 2007).

Jak lze vidét na Obrazku 1, télni pokryv klistaki je koZovity a na hibetni strané téla se
nenachazi tvrdy Stitek, ktery je typicky pro klist'ata (Volf & Hordk 2007). Rozdil mezi klist'aty
(,,hard-ticks*) a klist'aky (,,soft-ticks*) neni pouze ve stavbé t€la. Lisi se také ve zplisobu sani
krve. Klist'aci zacinaji sat krev, jakmile se pfisaji na svého hostitele. Do vzniklé rany nevypousti
latku zvanou ,,cement®, ktera klistatim napoméha k lepSimu piisati se na ktzi. Klist'aktim staci
Kk poziti krve 35 — 70 minut (Anderson & Magnarelli 2008). Klist'aci ¢asto obyvaji hnizda svych
hostiteld a jejich krev saji pravidelné (Volf & Horak 2007). Po kazdém sani krve nakladou
nékolik snusek vaji¢ek. U klistat se doba sani na hostiteli pohybuje v rozmezi né€kolika dnti
(Anderson & Magnarelli 2008).



Obrazek 1: Klistak holubi (Rosicky, 1979)

3.4. Vyskyt kliStéte obecného

V celedi Ixodidae je znamo ptiblizné 650 druht klist’at. Larvy i nymfy saji krev hlodavct,
ptaki a jestérek, dospé€lé samice si vybiraji jako své hostitele spiSe velkou lesni zvér, kopytniky
ale i psy. Nejvyznamnéjs$im a nejcastéjsim ¢eskym druhem je klisté obecné (Ixodes ricinus).
Mezi dalsi druhy, se kterymi se lze na izemi Ceské republiky setkat, patii napiiklad pijak luéni
(Dermacentor reticulatus) a klist’ luzni (Heamyphysalis concinna) (Volf & Horak 2007).

Na uzemi Ceské republiky se klistata vyskytuji pfedeviim v nizinach i v pahorkatinach.
Nejvice se klist'atliim dati v listnatych a smiSenych lesich s kfovinatym podrostem. Ve vys$sich
nadmoftskych vyskach se objevuji méné (Volf & Horak 2007). Prvni klistata 1ze zpozorovat na
zacatku jara, kdyz se zacina oteplovat. Nejhojnéji se klistata vyskytuji od kvétna do Cervna,
kdy jsou také nejaktivnéjsi. Nepiiznivym obdobim je 1éto, protoze zacinaji byt vysoké teploty
a vzduch ztraci vlhkost (Randolph & Storey 1999). V tomto obdobi hrozi klistatim smrt
dehydrataci a také ztraci své energetické zasoby. Larvy zacinaji upadat do stavu strnulosti,
ukryvaji se pod nizkou vegetaci, ve které¢ se udrzuje vlhkost a téméf prestavaji vyhledavat
hostitele (Subak 2003). Samice jsou vici ztraté vlhkosti nejodolnéjsi a ¢ihaji na hostitele na
vegetaci az do vysky jednoho metru (Kimming et al. 2003). Sezo6na klist’at trva ptiblizné 210 —
240 dni (Rosicky et al. 1979).

Klistata jsou velmi ptizptsobiva, dokazi piezit v mirnych, tropickych i subarktickych
podminkach. (Anderson & Magnarelli 2008) Ve svété se Ixodes ricinus vyskytuje v oblastech
Australie, Asie, jizni 1 severni Afriky (Alzirsko, Tunis). Klistata se vyskytuji v celé stfedni,
zapadni, jizni, vychodni, a dokonce i severni Evropé. Na severu Evropy je to Skandindvie. Na
vychodu Evropy se vyskytuji v Arménii, Gruzii, Azerbajdzanu, Turecku a severnim franu, viz
Obrazek 2. Naopak v Severni Americe nebyl do dnesni doby zjistén vyskyt tohoto druhu
(Rosicky et al. 1979, Ghost et al. 2017).
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Obrazek 2: Vyskyt klistéte obecného v Evropé (Zdroj:
wikipedia.org/wiki/Soubor:Ixodes_ricinus_range_map.sv)

3.5. Morfologie klistéte obecného

Klistata maji nékolik morfologickych rysi a fyziologickych mechanismu, které
usnadiiuji vybér hostitele, poziti krve, pteziti a reprodukci (Anderson & Magnarelli 2008).

Jak lze vidét na Obrazku 3, velikost samicky kliStéte obecného se pohybuje okolo 3,5 —
4,5 mm, po nasati mize vSak dosahovat okolo 1 cm. Samci jsou mensi, dosahuji 2,2 — 2,5 mm.
Velikost hnédych nymf je okolo 1 mm a prihledné larvy klistéte méti zhruba 0,8 mm. Dalsi
rozdil mezi samcem a samici je také v barve téla. Samice je zbarvena do Cervena, po nasati se
barva zméni na Sedivou. Samci jsou zbarveni tmavé (Anderson & Magnarelli 2008). Témét
celé télo samctl je pokryto tmavym Stitkem. U samic tento Stitek kryje pouze tietinu az polovinu
téla. Diky tomu je télo samice po nasati krve schopno nékolikandsobné zvétsit svilij objem.
Samice si takto zajisti dostatecny piijem potravy (Volf & Horak 2007).

Q o}

Obrazek 3: Pohlavni dimorfismus Ixodes ricinus

(Zdroj: www.scalibor.cz/Parazite/KlisteObecne)
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Obrazek 4: Porovnani nasaté a nenasaté samice Ixodes ricinus, (Zdroj:
https://abecedazahrady.dama.cz/clanek/klistata-jsou-nejaktivnejsi-prave-ted-jak-se-branit)

T¢lo klistat je slozeno ze dvou hlavnich ¢asti: pfedni ¢asti - gnathosoma, zadni Casti -
idiosoma a ¢lankovanych kracivych koncetin (Volf & Hordk 2007). Dospéli jedinci a nymfy
maji osm kracivych koncetin, které se skladaji ze Sesti ¢lanki. Larvalni stadium ma pouze tfi
pary koncetin (Anderson & Magnarelli 2008). Koncetiny jsou pfipojeny k pfedni ¢asti zadecku
(Sonenshine & Roe 2014).

Hlavova ¢ast je termindln€ umisténa a velice dobie viditelnd (Rosicky et al. 1979). Na
hlavové ¢asti se nachdzi makadla (pedipaldy) a klepitka (chelicery), které byvaji u nékterych
parazit pfeménéna na specializované utvary slouzici k sani krve hostitele (Volf & Horak
2007). Chelicery jsou opatfeny hacky a béhem ptichyceni kliStéte nafiznou tkan hostitele
(Nicholson et al. 2020). Jak 1ze vidét na Obrazku 5, Gstni ustroji klist'at se sklada z hypostomu
(chobotku) opatfeného malymi zoubky, které¢ slouzi k ukotveni v tkani hostitele (Smrz 2015). I
stavba hypostomu se mezi pohlavimi opét li§i. Chobotek samice pokryva velké mnoZstvi
zoubkd, které napomahaji pfi parazitovani na hostiteli (Volf & Hordk 2007). Pomoci chelicer,
které se roztdhnou do tvaru pismene V, je chobotek ukotven v tkéni hostitele a nasledné slouzi
K pfijmu potravy a k vyméné tekutin mezi parazitem a hostitelem (Richter et al. 2013).
Chobotek se zpétnymi zoubky samici tedy slouzi k priniku do pokoZky hostitele, fixaci v tkani
a naslednému sani krve (Votypka et al. 2018).

Na hypostomu samce se nachazi jen nékolik velkych zubi — samci klistéte obecného krev
nesaji. Chobotek je vyuzivan pouze pii specifické forme rozmnozovani: traumatické inseminaci
(Volf & Horak 2007). Mezi hypostomem a chelicerami se nachazi slinné zlazy (Rohacova
2006). Na hlavové ¢asti se také nachazeji palpy, které se skladaji ze Ctyt segmentt a kryji kiehké
¢asti ustniho ustroji (Anderson & Magnarelli 2008).
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hypostom

MN) e —{

Obrazek 5: Hypostom a Gstni ustroji klistéte obecného (Zdroj: Mikeskova 2016)

Na piedni ¢asti idosomy se nachazi prvni par koncetin-makadla (Ghost et al. 2017). U
rodu Ixodes chybi o¢i. Vyzdvizené a doSiroka roztazené ptedni pary nohou, na kterych je
umistén dals§i velmi dilezity HallerGv orgén, umoznujici klistatim orientaci (Volf& Horak
2007). Tento Cichovy organ se smyslovymi brvami napomaha klistéti detekovat pfitomnost
hostitele. Pomoci Hallerova organu jedinec vnima teplo, proudéni vzduchu, CO2 a dalsi
chemické slouceniny (Volf & Horak 2007). Prave timto organem je klist¢ schopno rozeznat
pfitomnost repelentu ¢i biocidu na kizi hostitele (Tripathi et al. 2009). Po nalezeni vhodného
hostitele a kontaktu s nim se klistata nepfisaji ihned. Diky senzorickym organim na palpach
vyhledaji nejvhodné&j$i misto, na které se poté piisaji (Volf & Hordk 2007). Na Obrazku 6 1ze
vidét samici kliStéte obecného, ktera ¢iha na hostitele.

Obrazek 6: Samice Ixodes ricinus ¢ihajici na hostitele (stop.p13.cz/cs/zari-2019/nejvetsi-

prazdninova-hrozba-kliste-obecne-ixodes-ricinus/14252/)

Pohlavni otvor se nachazi v pfedni ¢asti biiSni strany. U larev a nymf je tento otvor skryty
a uzavieny. U dospélych jedincu je otevieny (Anderson & Magnarelli 2008).
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3.6. Vyvojovy cyklus a rozmnoZovani

Vyvojovy cyklus probiha pfes rizna vyvojova stadia: larva-nymfa-dospélec (Obrazek 7).
Z vajicka se vylihnou Sestinohé larvy, ze kterych se po nasati stavaji osminohé nymfy
(Kimming 2003). Nasaté nymfy se po odpadnuti ze svého hostitele méni v pohlavné zralého
dospélce (Andéra 2003). Po dostatecném poziti krve nékolikandsobné zvétSené samice
odpadavaji z hostitele a vyCkavaji, az jim nasatd potrava umozni v jejich téle tvorbu vajicek,
kterd nasledné nakladou (Votypka et al. 2018) V jedné sniiSce je samice schopna naklast az
5 000 vajicek (Hubalek & Rudolf 2007). Nejvhodnéjsi misto pro sntisku je vlhké piida nebo
napadané listi (Sonenshine et al. 2002). Po nakladeni vaji¢ek samice zahynou (Votypka et al.
2018).

Piestoze samci krev nesaji, 1ze se s nimi na téle hostitele setkat. Pravé zde totiz velmi
casto dochézi ke kopulaci se samici, nebot’ je télo hostitele vhodné misto pro setkani obou
jedincii. K rozmnozovani samci vyuzivaji hypostom, do kterého nasaji vlastni pohlavni bunky
a nasledné ho zanofi to pohlavniho otvoru samice (Volf & Horak 2007).

Cely vyvojovy cyklus klistéte obecného trva zpravidla tfi roky, kazdé stddium potiebuje
ke svému vyvoji zhruba jeden rok (Volf & Horak 2007). Rozmnozovani klist'at je ovlivnéno
teplotou, délkou dne a také tim, jaké mnozstvi krve samice nasala. Po cely sviij zivot se klist'ata
zivi vyhradné krvi svych hostitelii. Krev je velice energetické strava obsahujici velké mnozstvi
bilkovin, pravé proto umoznuje klistatim absolvovat cely vyvojovy cyklus (Votypka et al.
2018). Séani krve je tedy nezbytné k tomu, aby klisté¢ piezilo a Usp&€$né absolvovalo cely
vyvojovy cyklus a nasledné k tomu, aby byly samice schopné naklast vajicka (Anderson &
Magnarelli 2008).

Ixodes ricinus je tedy typickym zastupcem troj-hostitelského cyklu, kdy kazdé vyvojové
stadium cizopasi na jiném hostiteli, pfiCemz na ¢lovéku muize sat krev kterékoliv vyvojové
stadium (Volf & Horak 2007).

Jsou v8§ak znamy i druhy klistat s jedno ¢i dvou-hostitelskym zivotnim cyklem. (Volf &
Horak 2007). Boophilus calcaratus je zastupce jedno-hostitelského cyklu — larvy, nymfy i
samice saji pouze na jednom hostiteli (dobytek). V piipadé dvou-hostitelského cyklu odpadnou
nasaté nymfy ze svého hostitele a dospélé samice si hledaji nového hostitele (Rosicky & Weiser
1952). Stiidani hostitel ma epizoologicky a epidemiologicky vyznam (Hubélek & Rudolf
2007).

Mezi nejvyznamnéjsi pienaseCe onemocnéni patfi dvou-hostitelskd a troj-hostitelska
klistata. Nebyvaji ptivodcem onemocnéni nijak zasaZena, mohou se nadale vyvijet a zlstat
infikovana (Hubalek & Rudolf 2007).
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Obrazek 7: Rozdily mezi jednotlivymi vyvojovymi stadii Ixodes ricinus
(www.fnbrno.cz/klistova-encefalitida-muze-byt-smrtici-ockovani-lze-vrele-doporucit/t5449)

3.7. Onemocnéni prenasené klistaty

Z celkovych 899 druhii klistat prenasi nebezpecné patogeny na ¢loveéka pouze 10 %
(Mat¢jovska 2007). Ackoliv v tropickych oblastech mohou klistata zplisobovat Skody na
dobytku pouhym sdnim krve, v Evrop€ jsou tito ektoparazité nebezpecni predevsim tim, Ze
ptrenaseji patogeny z piedeslych rezervoarovych hostitelti (Votypka et al. 2018, Anderson &
Magnarelli 2008).

Do hostitele klistata pfenaseji patogeny pomoci slin. Sliny klistéte obecného obsahuji
V misté sani. Latky obsaZené ve slinach klistéte také potlacuji ¢innost B a T lymfocytl. Prave
tyto bunky jsou zodpovédné za produkei specifickych protilatek, které vyvolavaji zanétlivou
reakci, v misté, kde je klisté prisaté. Tento mechanismus zajiStuje, ze si hostitel pfisatého
klistéte vSimne jen malokdy (Votypka et al. 2018). Ve vétSing ptipada jsou kousnuti od klist’at
bezbolestna. Po prisati na hostitele vylouci klisté do rany také latku, kterd je tvofena proteiny a
nasledné ztvrdne. Tato latka se nazyva ,,cement™ a napoméha k ukotveni v pokoZce hostitele
(Anderson & Magnarelli 2008).

Mezi onemocnéni virového puvodu se fadi predevsim klistova encefalitida (Rosicky et
al. 1979). Touto nemoci je v Evropé ro¢n¢ infikovano 5 000 — 12 000 lidi (European Centre for
Disease Prevention and Control Annual Report 2014). V Evropé¢ je nejvyznamnéj§im vektorem
této nemoci Ixodes ricinus (Bestehorn et al. 2018). Clenovci mohou pienaset do svého hostitele
patogen pomoci dvou zpusobti: biologickym, nebo mechanickym ptenosem. Klisté¢ obecné
pienasi do hostitele patogen mechanickym pfenosem. Tento pienos je charakteristicky tim, ze
se patogen v Ixodes ricinus nemnozi ani nevyviji, tim padem pienaseCe nijak neomezuje a
neohrozuje (Volf & Hordk 2007). Dalsi klistaty pfendSenou nemoci je lymeska borelioza,
kterou bylo v Evropé v roce 2006 infikovano 65 000 lidi (Rizzoli et al. 2011).
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Na hospodaiskych zvifatech parazituji klistata raznych roda (Boophylus, Amblyomma,
Hyalomma a Rhipicephalus), ktera mohou pienaset anaplazmézu, babezidzu, theiliridozu a
mnoho dalSich ndkaz (Volf & Hordk 2007). KIlist¢ obecné piendsi babeziézu také na
hospodaiska zvitata, predev§im na ovce, kozy, kon¢ a hovézi dobytek (Goddard 2000).
Babesidza je zndma predevsim jako onemocnéni zvitat, u lidi je jeji vyskyt vzacny (Krause
2019). Mezi dalsi onemocnéni, kterd prenasi klist'ata na zvirata, patii virus skotské encefalitidy
ovci, ktery napada i jind hospodaiska zvifata. Projevy tohoto onemocnéni jsou horecky,
nechutenstvi, vravorava chlize a neurologické poruchy (Kimming 2003). Dal§im onemocnénim
je anaplazmoza, kterd se vyskytuje u koni a domacich piezvykavcei. U ovci je toto onemocnéni
znamo jako ,,Tick-borne-fever” (TBF). Mezi priznaky patii horecka, omezeni vydeje mléka a
potraty (Kybicova 2010).

V ptipadé klistat, kterd jsou schopnd své hostitele poskodit pouhym sanim, dochazi
Vv pribéhu sani k vypousténi velmi silnych toxinii ve slinach. Tyto toxiny mohou v nékterych
ptipadech vyvolat paralyzy. Paralyzy nejcastéji postihuji mldd’ata hospodaiskych zvitat, psy a
vyjimecné i ¢lovéka (Volf & Horak 2007). Mohou také negativné ovlivnit mlé€nou a masnou
produkci a kondici zvitat (Rosicky et al. 1979). Klistata mnohdy zptsobuji ruzné druhy
dermatdz a koznich problémil (zanét, bolest a otok) (Van Wye et al. 1991). Disledkem toho
muze dojit k poSkozeni klize zvifat a jejimu znehodnoceni (Rosicky et al. 1979).

. RS "
Obrazek 8: Ixodes ricinus piisaté na ¢lovéku
(Zdroj: http://bushcraft.cz/medicina/prvni-pomoc/zamysleni-nad-klistaty/)

3.8. Ochrana proti parazitickym ¢lenovciim

Vzhledem k jiz zminénym negativnim medicinskym a veterinarnim efektam klistat byla
vyvinuta fada metod k jejich potlaceni (Volf & Hordk 2007). Z mnoha onemocnéni, které
kliStata prenaSeji, existuje U€innd vakcina pouze na klistovou encefalitidu (Votypka et al.
2018). Z tohoto divodu je na miste se pied témito parazity chranit (DelFabbro & Nazzi 2008).

Mezi zplisoby ochrany lze také zahrnout omezeni navstév lokalit, kde je pravdépodobny
vyskyt klistat. Po navstéve lest a mist, kde se Ixodes ricinus vyskytuje hojné, je doporuc¢eno
zkontrolovat a pfipadné odstranit pfisata klistata (Bissinger & Roe 2010).

Mezi nejvyuzivanéjsi a nejefektivnéjSim zpisoby prevence pied kousnutim od klistéte
patii pouzivani biocidl ¢i repelenti, které se aplikuji na odév nebo kizi (Bissinger & Apperson
2009).
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Zpusoby boje proti parazitickym cClenovcim lze obecné rozdélit na mechanické a
chemické. Mechanickym bojem se rozumi napiiklad likvidace lihniSt, poptipadé¢ likvidace
ptirozenych hostiteltt krev-sajicich ¢lenovci. Chemické metody hubeni, které patii mezi
nejznaméjsi a nejvyuzivanéjsi metody, zahrnuji vyuziti repelenti (odpuzuji hmyz) a biocidi
(usmrcuji cilové organismy). Chemické latky je mozno aplikovat na mista, kde se Skadci
vyskytuji, plosné¢ na vegetaci, v podobé bariérovych postiikii v blizkosti lidskych sidlist,
hospodaiskych budov nebo pfimo na téla hospodaiskych a domécich zvifat (u zvitrat se obvykle
pouzivaji obojky) (Volf & Horak 2007).

Utinnost syntetickych ptipravki je v dne$ni dob& ohroZena. Jednim z diivodi je rychle
rostouct rezistence mezi cilovymi organismy. Velky vyznam také hraje vliv téchto chemickych
ptipravkt na lidské zdravi a také jejich negativni dopad na zivotni prostedi (Benelli & Pavela
2018). Napriklad komunalni voda je povazovana za hlavni zdroj emisi biocidd do ptejimaciho
prostfedi. Biocidy nelze z vody za pouziti konvencnich technologii Cisténi zcela odstranit
(Wang-Rong Liu et al. 2017).

Proto je v dne$ni dobé vénovana velka pozornost vyzkumu pfirodnich pesticidi a
repelentl. Mezi takové latky patii 1 esencidlni oleje, které vykazuji vysokou ucinnost a
mnohocetné mechanismy uc¢inku vii€i cilovym organismiim. Zaroven nejsou pro spotiebitele
prilis toxické (Benelli & Pavela 2018).

3.9. Biocidy

Biocidy jsou definovany jako tc¢inné latky, které se pouzivaji k ni¢eni nebo potlaceni
Skodlivych organismi (Wang-Rong Liu et al. 2017). Tyto pfipravky jsou zalozeny na chemicky
ucinnych latkach nebo mikroorganismech (bakteriich a virech) a jsou ur€eny na likvidaci
Skodlivych organismi (Rupes & Ledvinka 2003). Jsou pouzivany na ochranu primyslovych
vyrobkll, zbozi, lidi a zvifat. Biocidni pfipravky casto obsahuji stejné ucinné latky, jako
ptipravky, které se pouzivaji na ochranu rostlin (pesticidy — tlumi choroby rostlin, hubi plevely
a zivoCisné Sktidce). Zatimco jsou tyto ptipravky aplikovany pouze v zeméd¢lstvi, biocidy
nachazi své vyuziti v mnoha aplika¢nich oblastech (Ceresena - Biocides Market Report 2017).

Podle zptsobu jejich pouziti Ize dle Wang-Rong Liu et al. (2017) biocidy rozdélit do
nasledujicich skupin:

e Dezinfekéni prostfedky (hygienické vyrobky)

e Konzervacni latky

e Ochrana pied sktidci

e Ostatni biocidy (prostiedky proti zneciSténi, vyrobky na balzamovani a ptipravu
jate€né upravenych tél)

Biocidy lze dle Rupese & Ledvinky (2003) také rozdélit do jednotlivych skupin podle
toho, proti jakym druhtim organismil jsou zaméteny.
e Algicidy (hubeni sladkovodnich a moiskych tas)
e Akaricidy (hubeni roztoc¢t a pavouki)
e Baktericidy (niceni bakterii)
e Fungicidy (ni¢eni hub a plisni)
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e Herbicidy (hubeni plevell)

e Insekticidy (hubeni hmyzu)

¢ Rodenticidy (hubeni hlodavcit)
e Viricidy (ni¢eni virt)

Biocidni piipravky obsahuji pouze tolik u¢innych latek, aby byly toxické pouze proti
cilovym organismim. Pro uzivatele nesméji byt toxické a zdravi ohrozujici. Musi byt Setrné
pro lidi, zvitata a také vici zivotnimu prostiedi. Z t€chto divodi musi byt pfed pouzivanim a
uvedenim na trh testovany. V Ceské republice schvaluje pouZivani biocidti Ministerstvo
zdravotnictvi (Rupes & Ledvinka 2003).

3.9.1. Akaricidy

Na boj s klistaty se vyuzivaji akaricidni pfipravky. Tyto pfipravky byly aplikovany pfimo
na téla hospodaiskych zvitat. Tento zptisob aplikace akaricidd se hojné¢ vyuzival k ochrané
zvitat urCenych na produkci. Mezi prvni latku, kterd byla aplikovana na zvitata, patfil roztok
arsenu. Tento roztok byl dlouhou dobu ucinny, ale postupem casu si vici nému klistata
vytvofila rezistenci. I ztohoto divodu byly syntetizovany nové akaricidy. Nejcastéji
vyuZzivanou skupinou latek jsou v soucasné dobé pyrethroidy (napft. cyhalothrin, dilamethirin a
cypermethrin). Pouzivani akaricidnich ptipravkl pfimo na kiizi zvifat jiz dnes neni vyuzivano,
protoze se nékteré latky z téchto ptipravklt mohou nasledné objevit v mléce, mase nebo kizi a
produkt svou pfitomnosti znehodnoti (Dolan et al. 2017).

Mezi dalsi zplisoby pouZiti patii obojky a Stitky (nastteluji se zvitatim do usi) napusténé
ucinnou latkou, ktera se z nich po dobu nékolika tydnt az mésicti uvolituje. V tomto piipade je
pii pouZivani biocidnich ptipravki pro jeho ochranu nutné dodrZovat ochranné lhity, aby byla
zachovana zdravotni nezavadnost zivociSnych produktli (Chroust 2007).

3.9.2. Biopesticidy

Biopesticidy jsou ekologickou alternativou k chemickym pesticidim. Jsou velmi G¢inné,
aniz by vazné poskozovaly ekologicky fetézec, nebo zhorsily znecisténi Zivotniho prostiedi.
Zahrnuji Sirokou Skalu mikrobidlnich pesticidd, biochemikalii pochazejicich z mikroorganismt
a jinych pfirodnich zdroji (Gupta & Dikshit 2010). Biologické pesticidy nabizeji ekologicky
spolehlivé a efektivni feSeni problémil se sktidci. Pfedstavuji mensi hrozbu pro Zivotni prostiedi
a lidské zdravi, casto jsou také ucinné v malych davkach a rychle se rozkladaji. Nejbéznéji
pouzivané biopesticidy jsou zivé organismy, které jsou patogenni pro cilové Skiidce. Patii mezi
né napiiklad biofungicidy (Trichoderma), bioherbicidy (Phytopthora) a bioinsekticidy
(Bacillus thuringiensis).

Biopesticidy 1ze rozdélit do tii hlavnich skupin (Gupta & Dikshit 2010, Chandler et al.
2011):

e Mikrobialni biopesticidy (aktivni slozkou jsou mikroorganismy)

e Rostlinné biopesticidy

e Biochemické pesticidy (sekundarni metabolity rostlin, které maji pesticidni
ucinky, napf. pyrethriny)
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V soucasné dob¢ tvori biopesticidy pouze 2,5% podil na celosvétovém trhu s pesticidy
(Damalas & Koutroubas 2018).

3.10. Esencialni oleje

Esencialni oleje neboli éterické oleje ¢&i silice, jsou pouzivany jiz od starovékého Rima a
Recka, postupem &asu se staly nedilnou souéasti kazdodenniho Zivota. Esencialni oleje jsou
sekundarni metabolity rostlin charakterizované silnou viini (Tripathi et al. 2009). Plisobi jako
ochranné latky rostlin a uvolnuji se, pokud je rostlina napadena plisni nebo hmyzem. Jsou to
organické slouceniny slozené z terpeni, terpenoidd, uhlovodiki, alkoholt, aldehydi, ketonti a
karboxylovych kyselin. Esencialni oleje tvoii z 90 % monoterpeny (mentol, alfa, beta pinen,
kafr, limonen, humulen, azulen a kyselina abscisova). Slozeni esencialnich olejii variabilni a
je zejména zavislé na klimatickych podminkach, ve kterych dana rostlina vyrostla, dale na dobé
sklizn¢ a na casti rostliny, ze které byl esencialni olej ziskan (Swany et al. 2016, Benelli &
Pavela 2018), na slozeni piidy a v&ku rostlin. SloZeni zavisi také na izolacni metodg, ktera byla
pro ziskani esencialniho oleje zvolena (Tripathi et al. 2009). Esencialni oleje jsou ziskavany
z riznych ¢asti rostlin: kotentl, stonk, kiry, list, kvéth a semen riiznych druhti stromt a bylin
nejcasteji pomoci destilace ¢i extrakce (Muyima et al. 2002).

Esencialni oleje maji Siroké spektrum vyuziti, ztohoto divodu jsou vyuzivany
Vv nejruznéjsich odvétvich. Daji se vyuzit v domacnostech, ale i v prumyslu (Flanagan 2011).
V soucasnosti je znamo piiblizné 3 000 esencidlnich olejti a zhruba 300 z nich je komercné
dalezitych pro farmaceuticky, kosmeticky a parfémovy primysl (Tripathi et al. 2009).
V potravinaiském prumyslu se esencialni oleje pouzivaji napiiklad K ochuceni potravin, v
mediciné se pak vyuzivaji pfedev§im z divodu svych antinoCiceptivnich, antioxidaénich,
antivirovych a antibakteridlnich u¢inki (Flanagan 2011). Déle se také vyuzivaji pii 1écbé
nevolnosti a zazivacich potizi a pfi onemocnéni jater (Silice z rozmarynu, maty peprné a
hefmanku, detoxikaéni Gi¢inek vykazuje esencialni olej z jalovce) (Barros et al. 2015). Eterické
oleje také byly zkoumany pro svou repelentni, larvicidni a adulticidni aktivitu (Tripathi et al.
2009). Dale se esencialni oleje také daji vyuzit k inhalaci, zlepSeni respiracnich potizi a také
v aromaterapii ke zlepSeni nalady.

Mezi rostliny a éterické oleje, které vykazuji biocidni U€innost vici krev-sajicim
Clenovcl, se fadi: mata peprnd, Salvej l1ékarskd, meduiika lékaiskd, smrk ztepily, eukalyptus
(blahoviénik), hiebicek, citronova trava, skofice, bazalka prava a levandule 1ékarska (Bissinger
& Roe 2010, Tripathi et al. 2009). Salvéj 1ékatska vylucuje esencialni oleje, které se vyuzivaji
jako pfirodni prostfedky pti 1é€bé Zaludku, dychacich cest, kasle, fyzické a psychické tinavy.
V posledni dob¢ jsou provadény studie, zda Salvej 1€katské neplisobi protinadoroveé (Alexa et
al. 2018). Esencidlni olej ze Salvéje Iékarské také vykazuje pozoruhodné bakteriostatické a
bakteriocidni ucinky proti Bacillus cerus, megathrium..(Mehdizadeh et al. 2016). Esencialni
olej ze smrku ztepilého je znamy piedevSim pro své antibakterialni, protiplisnové antioxidacni
a cytotoxické ucinky (Radulescu et al. 2011). Napiiklad esencidlni olej ze skoficovniku
cejlonského mé odpuzujici ucinek proti komarim. Biopesticidni potencial proti hmyzu také
vykazuji éterické oleje rostlin z ¢eledi hluchavkovité, hvézdnicovité, mifikovité, myrtovité
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(Tripathi et al. 2009). Dale se mezi komercné dostupné esencialni oleje, které vykazuji biocidni
ucinnost proti klistéti obecnému, tadi oregano, tymidn, antalové a cedrové dievo. Za
nejucinngjsi esencialni olej byl oznacen tymidnovy. Nékteré studie se také vénuji pouzivani
esencialnich olejt jako herbicidi. Tyto herbicidy nepietrvavaji v ptidé a maji pouze nizké nebo
zadné toxické ucinky na savce (Alexa et al. 2018).

Vzhledem k rychlé evaporaci ucinnych latek esencialni oleje vykazuji vysoké ucinky,
které vSak odpuzuji ¢lenovce pouze kratkou dobu po aplikaci. Jejich ucinnost zhruba po 80
minutach klesd na minimum (Kulma et al. 2017). Tento problém obc¢as miize vyiesit pouziti
vysSich koncentraci esenciadlnich oleji (Bissinger a Apperson 2009) nebo technologickou
upravou ve fazi vyvoje (enkapsulace, mikroemulze apod.) (Benelli & Pavela 2018).

3.10.1. Synergicky efekt

Synergismus lze popsat jako uCinek interakce chemickych latek nebo biologickych
struktur, vedoucich k celkovému ucinku, ktery je vyssi nez soucet jednotlivych ucinkd. Tohoto
efektu je vyuzivano napiiklad ve farmakologii. Synergicky efekt mize v lidském organismu
vyvolat i nepfiznivé ucinky. Naptiklad pokud lidé uzivaji barbituratové 1éky a kombinuji je
s alkoholem, analgetiky nebo jinymi sedativné-hypnotickymi léky, tato kombinace mize vést
Kk nepfiznivym ucinktim na centralni nervovou soustavu (miize zpusobit napiiklad deprese).

Synergicky efekt byl také zaznamenan u esencialnich oleji. Zde efekt ptredstavuje
interakci nebo dynamickou souhru dvou ¢i vice komponentt, které vedou k zesileni vysledného
efektu oleju. Tento efekt byl také zpozorovan pii vyrob¢ insekticidi (Wright et al. 2007) a je
vyuzivan napiiklad v piipad€ pyrethrinu a syntetickych pyrethrinti. Jejich toxicita miize byt
zvySena diky ptidani sloucenin, které samy o sob¢ nejsou insekticidy. Mezi tyto synergenty
jsou  fazeny: sezamin, sesamuli, piperonylbutoxid a  sezam. (zdroj:
https://www.biologyonline.com/dictionary/synergistic-effect). Vysoky synergicky efekt byl
také zjistén u kombinace kafru sborneolem, ktera byla toxicka pro larvy afrického
bavinikového cerva (Spodoptera littoralis). Tuto informaci lze vyuzit pfi vyvoji novych
botanickych insekticidi (Pavela 2014).

3.10.2. Enkapsulace

Enkapsulace je zplisob zapouzdieni aktivnich molekul do nosného materialu, ktery
prospiva konec¢né aplikaci zapouzdiené¢ho systému. B&hem tohoto procesu dochéazi ke
stabilizaci aktivnich sloucenin v systémech schopnych zachovat jejich chemické, fyzikalni a
biologické vlastnosti. Béhem enkapsulace se pouzivaji dva hlavni terminy: aktivni material
(materidl, ktery je potahovan) a material plasté (nosicovy). Techniky zapouzdieni 1ze rozdélit
do dvou hlavnich kategorii: chemické (koacervace) a mechanické (vytlatovani, chlazeni).

Metoda enkapsulace nachazi své vyuZiti v mnoha odvétvi:

e Biologie — zapouzdieni zivé tkani, hormont, enzymu, protilatek
e Potravinaisky pramysl

e Farmaceuticky primysl

e Zemédé@lstvi — enkapsulace pesticidl a hnojiv
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Metoda enkapsulace je Casto vyuzivano u cennych sloucenin, které jsou ziskavany
z rostlin a bylin, pfedevsim u esencidlnich oleji. Tyto latky jsou vyuzivany naptiklad pti 1é¢be
riznych onemocnéni, nebo jako alternativni ndhrada k syntetickym konzervaénim a
aromatickym latkdm. Tyto bioaktivni slouceniny vSak podléhaji rychlé degradaci pisobenim
podminek prostiedi, zejména tepla a vlhkosti. Enkapsulace je vhodnym zptsobem pro zvyseni
stability téchto latek (Candler & Hagelin 2015).

Mikroenkapsulace podporuje stabilitu slouceniny tim, ze ji poskytne fyzickou bariéru,
diky které zabrani ptsobeni faktor prostfedi na zapouzdienou molekulu. Pro zapouzdieni
hydrofobni slouceniny, éterickych olejii, nebo monoterpent, jsou vyuzivany naptiklad bunééné
stény kvasinek Saccharomyces cerevisiae, které podporuji stabilizaci aktivni slouCeniny a
poskytuji fyzickou ochranu pied oxidaci. Tento druh enkapsulace byl proveden naptiklad u
karvakrolu, coz je t€kavy monoterpen, ktery se nachéazi v nékterych esencialnich olejich a ma
prokazany akaricidni u¢inek proti klistatim Ixodes scapularis, Amblyomma americanum,
Rhipicephalus sanguineus a Rhipicephalus microplus (klisté, které ohrozuje zdravi skotu
ptedevsim v tropickych a subtropickych oblastech) (Lima et al. 2017). Diky tomuto
zapouzdieni byla akaricidni aktivita karvakrolu 2,5krat vyssi, nebot’ kvasinky podporovaly jeho
ochranu a prodluzovaly akaricidni G¢innost (Lima et al. 2017).
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4. Metodika

4.1. Lokalita pro odchyt kliSt'at

Klistata na testovani byla sbirana v Kunraticko-michelském lese v Praze, v blizkosti
Kunratického potoka (GPS: 50,02N, 14,47E). Sbér klistat byl provadén od dubna do zafi roku
2020.

Obrazek 9: Vhodna lokalita pro sbér klistat, Kunraticko-michelsky les (foto: Autorka
prace)

4.2. Klist’ata

Sbér se nejcastéji konal mezi 6 — 9 hodinou ranni nebo mezi 18 — 20 hodinou vecer v
zavislosti na pocasi a teplotdich béhem dne. Na sbér byla vyuzita bila vlajka o rozmérech 1x1
m, navlecend na dievéné ty¢i. Vlajka je vyrobena z fleecového materialu, na ktery se klistata
dobte zachytavaji. Bila barva vlajky napoméaha snadnému rozeznani nachytanych klistat. Tento
zpiisob sbéru se nazyva ,,vlajkovani. Pfi tomto zpisobu se vlajkou na dfevéné tyci piejizdi po
vegetaci, na které se pravdépodobné vyskytuji klistata.

Klist'ata, ktera se zachytila na vlajku, byla nasledn¢ odebrana entomologickou pinzetou a
ulozena do plastovych zkumavek o objemu 15 ml nebo 20 ml s plastovym vickem. Na vicku
této zkumavky bylo okolo Sesti malych otvoru, které zajist'ovaly ptivod vzduchu. Pod vic¢ko
byla vloZena jemna sitova latka proti hmyzu s rozméry 7 X 7 cm zamezujici tniku klist’at.
Béhem ptevozu klist'at do laboratote bylo do zkumavky ptidano stéblo travy, aby byla zajiSténa
dostatecna vlhkost ve zkumavce a ptedeslo se mortalité klistat nasledkem vysychani (Obrazek
10). Po pfevozu do laboratofe byla stébla ze zkumavek odstranény a zkumavky s klistaty byly
umistény do exsikatoru. Exsikator je dvoudilné tlustosténnd nadoba o priméru 30 cm. Ve
spodni ¢asti nadoby se nachéazi perforovana deska z plastu, pod kterou se vlozi Petriho miska
s vlhkou vatou, ¢imz dojde k zajiSténi potiebné vlhkosti (> 95 %). Zde byla klist'ata ulozena az
do zacatku testovani (cca 24 hodin). Exsikator byl ulozen v laboratofi pii teploté 26 = 1°C, bez
specidlniho svételného rezimu.

22



Obrazek 10: Nymfy a samice klistéte obecného pfipravené na transport do laboratofe
(foto: Autorka prace)

4.3. Biocidy

Pii testovani byly pouzivany smési esencialnich oleju smrku ztepilého (Picea abies) a
Salvéje 1ékarské (Salvia officinalis) zakoupené od firmy Epam, Praha. Tyto oleje byly testovany
Vv nasledujici koncentra¢ni fadé: 8 %, 4 %, 2 %, 1 %, 0,5 % a 0,25 %. Esencidlni oleje také byly
pouzivany v téchto pomeérech: 1:2 (smrk ztepily: Salvéji 1€kaiskd), 2:1 (smrk ztepily: Salvéji
Iékatskd) a 1:1 (smrk ztepily: Salvej 1ékarska).

4.4, Laboratorni test biocidni a¢innosti

Piiprava

Aby se sklistaty béhem testovani 1épe manipulovalo a zabranilo se jejich uniku ze
zkumavek, byly samice nejdéle hodinu pied zahdjenim pokusu premistény do mikrozkumavek
typu Falcon 50 ml po 10 klistatech. Ve zkumavkach byl pfipraven vlhky kus vaty, aby zde byla
dostate¢né vysoké vlhkost. Dale bylo ptipraveno deset ml vodného roztoku esencialnich olejit
smichanych v poméru 1:1, 1:2 a 2:1 (viz vySe) v piislusné koncentraci vzdy s 2 % Tweenu 20
(Sigma Aldrich, Praha). Poté byly piipraveny kadinky. Jedna kadinka obsahovala testovanou
smgs éterickych oleju a dalsi dvé kadinky destilovanou vodu.

Priabéh

Miéceni samic se provadi dle nasledujiciho postupu. Pfedem ptipravené samice byly
uchopeny entomologickou pinzetou za zadni ¢ast téla a na dvé vtefiny ponoteny do kadinky (V
= 50 ml) vodného roztoku esencialniho oleje. Nasledné byly samice ponechany zhruba 30
sekund na buni¢ing, tak aby doSlo k jejich oschnuti. Kazdy pokus byl proveden na deseti
samicich a provadél se ve tiech opakovanich. Pro kazdou binarni smés tak bylo celkem
provedeno 18 testovani. Na provedené testy bylo pouzito dohromady 540 samic klistéte
obecného. V Kontrolni skupiné byl test proveden identickym zptisobem bez pouziti oleju
(samice byly maceny ve smési destilované vody a Tweenu 20).
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Obrazek 11: Samice pfipravené na otestovani (foto: Autorka prace)

Ukonéeni

Nasledn¢ byly samice umistény do 5 ml plastovych zkumavek, které byly oznaceny a
umistény zpét do exsikatoru. Zde byla 24 hodin po ukonceni pokusu zaznamenana mortalita
samic. Za mrtvé byly povazovany pouze ty samice, které nejevily Zadné znamky zivota a
nereagovaly na stimuly v podobé dechu experimentatora. Po ukonceni testu byla piezivsi
klistata usmrcena mrazem pii -30 °C.

Statistické vyhodnoceni pokusu

Biocidni u¢innost testovanych smési byla vyjadiena pomoci letalnich koncentraci LC50,
LC90, LC95 a LC99 za vyuziti statistického software Rstudio (Rstudio, Boston). Porovnani
ucinnosti pak bylo provedeno analyzou rozptylu ANOVA a Schéffeho post hoc testem (a =
0,05) v programu Statistical2 (StatSoft CR, Praha).
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5. Vysledky

Obe¢ testované binarni smési esencialnich oleju ze smrku ztepilého (Picea abies) a salvéje
1¢kaiské (Salvia officinalis) vykazovaly vii¢i samicim klistéte obecného biocidni u¢innost, ktera
byla signifikantné ovlivnéna jejich koncentraci. U roztok esencidlnich olejii se zvysila
ucinnost zvySenim koncentrace. Esencialni oleje vykazovaly v 8% koncentraci vzdy 100%
mortalitu samic. Vysledky také ukazaly, ze smési esencidlnich olejii vykazuji vyssi ucinnost
nez samotny olej ze smrku, ale niz$i nez samostatné testovany Salv&jovy olej. Z pohledu
smrkového esencialniho oleje se tedy projevil jisty statisticky nevyznamny aditivni ucinek.
Jednotlivé vysledky jsou uvedeny v piiloze 1 (kapitola 9).

Tabulka 1: Koncentrace, u¢innosti (E) a smérodatné odchylky (SD) u jednotlivych esencialnich
olejti (EO) ze smrku ztepilého (S) a 3alvéje 1ékaiské (S) a jednotlivych smési téchto esencialnich
oleji v danych koncentracich a pomérech. Vysledky testl u¢innosti jednotlivych esencialnich
oleju testovanych stejnym zptisobem jsou pievzaty od Jakuba Folkeho.

Koncentrace | EO-S EO-S Smés S:S, 1:1 | Smé&s S:S, 1:2 | Smés S:S, 2:1
(%)

E+SD E+SD E+SD E+SD E+SD
8 100,00+0,00 | 100,00+0,00 100,00+0,00 | 100,00+0,00 | 100,00-+0,00
4 94,4440,05 96,77+0,06 100,00+0,00 | 100,00+0,00 | 100,00+0,06
2 84,38+0,04 90,00+0,10 80,00+0,08 87,10+0,11 90,00+0,10
1 60,00+0,08 80,00+0,07 63,33+0,06 56,67+0,12 76,67+0,12
0,5 50,00+0,10 66,67+0,12 56,25+0,05 66,67+0,12 53,33+0,15
0,25 33,33+0,15 26,67+0,21 40,00+0,10 43,33+0,12 36,67+0,15

Tabulka 2: Letalni davka u jednotlivych esencidlnich olejl a jejich smési.

LC Smrk ztepily | Salvéj lékaiska S:S1:1 S:S1:2 S:S2:1
(%) (%) (%) (%) (%)
LC50 | 0,64 0,37 0,50 0,42 0,41
LC90 | 2,81 1,97 2,46 1,96 2,11
LC95 | 3,54 2,52 3,13 2,48 2,69
LC99 |5,17 3,72 4,60 3,64 3,96

cvwr

byl zjistén u referencnich vzorkd, tedy u esencialniho oleje ze Salvéje 1ékarské (LC95 = 2,52
%) a smrku ztepilého (LC95 = 3,54 %). Zvyseni podilu Salvéjového esencialniho oleje
zpusobilo zvyseni akaridicni ucinnosti (LC95ss1:1 = 3,13 %, LC95ss1.2 = 2,48 % a LC95s32.1 =
3,96 %). Z hlediska smrkového oleje tedy 1ze mluvit o uréitém aditivnim efektu.

5.1. Statistické vyhodnoceni pokust

Z Grafu 1 je patrné, Ze s rostouci koncentraci se zvysuje i ¢innost testovanych esencialnich
oleju. Koncentrace ma tedy vliv na u¢innost esencidlnich oleju. Statisticky vyznamny rozdil
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pro tento jev byl potvrzen v Tabulce 24. Na zakladé Scheffeho post hoc testu bylo prokazano,
ze mezi koncentracemi 0,5 % a1 % (p =0,35),2% a4 % (p=0,09) a4 % a8 % (p = 0,99)
neni vyznamny statisticky rozdil. Uginnost viech ostatnich koncentraci se mezi sebou lisi (p <
0,05) viz Tabulka 25. Naopak biologickd ucinnost pouzitych esencialnich oleji a jejich
binarnich smési se mezi jednotlivymi typy neliSila (Graf 2, Tabulka 24 a 26).

Graf 1: Grafické znazornéni vlivu koncentrace na tc¢innost testovanych esencialnich oleju a
jejich binarnich smési.
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Graf 2: Grafické znazornéni vlivu typt testovanych esencialnich oleja (EO) a jejich binarnich
smési na akaricidni uc¢innost.
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Tabulka 3: Vliv koncentrace a typu esencialnich oleji ze smrku ztepilého (Picea abies), salvéje
1¢karské (Salvia officinalis) a jejich binarnich smési na akaricidni G¢innost (ANOVA).

Jednorozmérné
parametrizace Dekompozice efektivni hypotézy

testy vyznamnosti

pro Uc¢innost

%. Sigma-omezend,

Efekt Stupné
SC volnosti PC F P
éAlErSl"l“tm 4980440 |1 498044,0 4984,395 0,000000
(I)(/:))ncentrace 46368.8 5 9273,8 92,811 0,000000
EO typ 559,3 4 1398 1,399 0,241740
Chyba 7993,7 80 99,9
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Tabulka 4: VIliv koncentrace esencialnich oleju ze smrku ztepilého (Picea abies), Salvéje
1¢kaiské (Salvia officinalis) a jejich binarnich smési na akaricidni G¢innost (Scheffeho post hoc

test).

Scheffeho test; proménnd ucinnost %. Pravdépodobnosti pro post-hoc testy Chyba:
meziskup. PC = 99,921, sv = 80,000

koncentrace % J3%,}000 22?926 g?aso ég,}zzes 3%56 Eg%),oo
0,25 0,000004 |0,000000 |0,000000 |0,000000 |0,000000
0,5 0,000004 0,347625 [0,000000 |0,000000 |0,000000
1 0,000000 |0,347625 0,000355 |0,000000 |0,000000
2 0,000000 |0,000000 |0,000355 0,098929 |0,020339
4 0,000000 |0,000000 |0,000000 |0,098929 0,093665
8 0,000000 |0,000000 [0,000000 [0,020339 [0,993665

Tabulka 5: VIliv typu esencialnich oleju ze smrku ztepilého (Picea abies), salvéje 1ékaiské

(Salvia officinalis) a jejich binarnich smési na akaricidni G¢innost (Scheffeho post hoc test).

Scheffeho test; proménna ucinnost % Pravdépodobnosti pro post-hoc testy Chyba:
meziskup. PC = 99,921, sv = 80,000
coyp | {2} {3} {4} {5}
70,225 77,408 75,657 75,556 73,103
Smrk 0,333992 0,618594 0,635618 0,944767
Salvej 0,333992 0,991120 0,989010 0,795765
SS1:2 0,618594 0,991120 1,000000 0,963911
SS 2:1 0,635618 0,989010 1,000000 0,968818
SS1:1 0,944767 0,795765 0,963911 0,968818
5.2. Chemické sloZeni esencialnich oleji a jejich smési

Chemické slozeni testovanych binarnich sloucenin je uvedeno v Tabulce 6. Ve smrkovém
oleji je nejvice zastoupen bornyl acetat (33 %) a v Salvéjovém esencialnim oleji se jednd o
bergamol (54,5 %) a linalool (25,5 %).
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Tabulka 6: Chemické sloZeni esencialnich oleji ze smrku ztepilého (S) a 3alvéje 1ékatské (S) a
jejich smési v danych pomérech — vysledky analyzy kapalinovou chromatografii. (Rt = reten¢ni
¢as). Naméfené hodnoty poskytnul v ramci spoluprace na projektu Mgr. Vaclav Sevéik. SloZeni
binarnich smési bylo dopocitano podle poméru jednotlivych esenci.

Smrk

Salvéj

ztepily | Iékaiskd 8:81:1]S:S,1:2 [ S:S,2:1

(anitn) Slougenina @ | @ | @ | @ | )
6,02 | Tricyklen 0,40 0,20 0,10 0,30
6,53 |a-pinen 23,50 11,75 7,80 15,70
6,94 |Kamfen 5,10 2,55 1,70 3,40
7,74 |0-Cymen 0,70 0,35 0,20 0,50
7,97 |B-pinen 2,50 1,25 0,80 1,70
8,64 | Myrcen 0,30 0,15 0,20 0,10
9,34 |3-Caren 4,70 2,35 1,60 3,10
9,91 |m-Cymen 2,20 1,10 0,70 1,50
10,1 |D-limonen 2,50 0,60 1,60 1,20 1,90
12,94 | a-pinenoxid 0,30 0,15 0,10 0,20
13,46 |Linalool 25,50 | 12,75 | 17,00 8,50
13,75 | Verbenol 0,20 0,10 0,10 0,10
15,05 |Kafr 8,50 4,25 2,80 5,70
15,12 |lsopulegol 0,40 0,20 0,30 0,10
16,08 | Borneol 4,50 2,25 1,50 3,00
16,97 | p-Cymen-8-ol 1,00 0,50 0,30 0,70
17,21 | Terpineol 1,10 3,70 2,40 2,80 2,00
17,9 | Verbenone 0,60 0,30 0,20 0,40
18,59 | Carveol 0,30 0,15 0,10 0,20
18,74 | Bornyl-format 0,70 0,35 0,20 0,50
19,44 | Citronellol 3,80 1,90 2,50 1,30
20,51 |Bergamol 54,50 | 27,25 | 36,30 18,20
20,96 | Geranial 0,20 0,10 0,10 0,10
21,16 | Citronellyl-format 0,20 0,10 0,10 0,10
21,64 | Bornyl-acetat 33,10 16,55 | 11,00 22,10
24,94 | Neryl-acetat 0,20 1,30 0,80 0,90 0,60
25,13 | a-Kopeen 0,60 0,30 0,40 0,20
25,46 | B-Bourbonen 0,20 0,10 0,10 0,10
25,76 | Geranyl-acetat 2,20 1,10 0,70 1,50
26,19 | Junipene 0,50 0,25 0,20 0,30
26,53 | Methyleugenol 0,30 0,15 0,10 0,20
26,88 | Karyofenyl 1,40 0,70 0,90 0,50
29,34 | B-Cubebene 0,20 0,10 0,10 0,10
30,23 | a-muurolen 0,40 0,20 0,10 0,30
33,22 | Karyofylenoxid 1,00 1,10 1,10 1,10 1,00
33,09 | Spathulenol 0,40 0,20 0,30 0,10
53,85 |Sclareol 0,40 0,20 0,30 0,10

Celkem identifikované slouceniny 94,30 97,00 95,70 95,40 95,90

Soucet neidentifikovatelnych slouc¢. | 5,70 3,00 4,40 4,60 4,10
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6. Diskuze

V ramci této prace byl akaricidni uCinek smési éterickych olejli testovan na samicich
klistéte obecného, ponotfenych na dvé vtetiny do kadinky, ve které byl pfedem pfipraveny
roztok s danou smési esencialnich oleji v dané koncentraci. Za 24 hodin po provedeni pokusu
byly testované samice spocitany a ty, které nevykazovaly zndmky Zzivota, byly oznaceny za
mrtvé. Na zdklad¢ téchto podkladii byla spocitdna mortalita samic a u¢innost vybranych
esencialnich oleju. Jak Ize vidét z vysledki, vSechny binarni smési 1 éterické oleje vykazovaly
biocidni t¢innost.

V chemickém rozboru jednotlivych slozek danych esencialnich oleji jsou slouceniny,
které vySe uvedené biocidni Gc€inky vysvétluji. Jednad se predev§im o monoterpeny, jejichZ
akaricidni G¢innost znama (Pavela 2014). Esencialni olej ze salvadory perské také vykazoval
akaricidni ucinky vi¢i nymfam. Jeho Gc¢innost byla niz$i nez G¢innost rozmarynového oleje
(Elmhalli et al 2019).

Dalsi studie, kterou provadél Mengmeng et al. (2018), testovala akaricidni G¢inky
Ariaema anurans a prokazala, Ze i tento esencialni olej ma vuci klist'atiim akaricidni u¢inky.
Tento olej je bohaty na okysli¢ené terpeny a fenylpropanoidy. Chemické sloZeni tohoto oleje
je: asaron (11,08 %), kubenol (8,43 %), guaiol (4,73 %), eugenol (3,46 %), linalool (3,41 %) a
a-bisabolol (3,29 %). Opét se zde objevuje linalool, ktery byl hojné zastoupen i Vv testovaném
Salvéjovém esencialnim oleji. Tento esencidlni olej se pouziva na ochranu piezvykavca pred
klistaty (R. microplus) v rozvojovych zemich. Uginnost toho akaricidniho piipravku se odviji
predevsim od objemu a koncentrace aplikované davky. Tento pokus se provadél se samicemi
klist'at, které byly zvazené, rozdélené do skupin po deseti jednotlivcich dle podobné hmotnosti.
Nasledné byly samice zjednotlivych skupin na pét minut ponofeny do kadinky, ktera
obsahovala roztok esencialniho oleje o riznych koncentracich. Poté byly piesunuty do Petriho
misek a umistény do inkubatoru, ve Kterém byla teplota + 28 °C a relativni vlhkost nad 80 %.
Mezitim byla kontrolni skupina klistat oSetfena stejnym zpisobem pouze v roztoku 2 %
Tweenu a nasledné byla umisténa na 15 dni do inkubatoru. Po uplynuti této doby byla
zaznamenana mortalita samic klistat a snizend mira lihnuti vajicek, ktera samice nakladla
béhem pokusu.

Dalsi studie, kterou provadél Aratjo et al. (2018), byla zaméfena na synergicky efekt.
nebo uzkolisté a tymianu), karvakrolu (Ize najit naptiklad v dobromysli obecné a bergamolu) a
eugenolu (tento esencidlni olej se vyskytuje naptiklad v hiebicku, muskatovém ofechu a
bobkovém listu). Kombinaci téchto tfi esencidlnich olejli bylo dosazeno synergického efektu a
zvysila se jeho biocidni aktivita vici larvam klistat R. microplus a R. sanguineus. Test byl
provadén nasledujici metodou: skupina 100 larev byla umisténa do stiedu listu filtraéniho
papiru. Na okraj kazdého filtraniho papiru bylo naneseno ur¢ité mnozstvi roztoku s danymi
esencialnimi oleji. Nasledné byly tyto vzorky umistény do komory o teploté 27 °C po dobu 24
hodin. Nasledné byly spo¢itany mrtvé a zivé larvy. Umrtnost klistat byla vypogitana dle vzorce:
(pocet mrtvych larev/celkovy pocet larev) x 100.

Dle Slamana et al. (2014) 1ze pouzit esencialni oleje ze Salvéje 1ékaiské (Salvia officinalis)
a z rozmarynu (Salvia rosmarinus) jako alternativni k syntetickym pesticidim vaci svilusce
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chmelové (Tetranychus urticae), ktera je oznacovana za $ktidce predevsim na ovoci, zeleniné a
okrasnych rostlinach. Ke stanoveni akaricidnich G¢inkt téchto esencidlnich oleji byla pouzita
diskova metoda (standardni metoda pro stanoveni citlivosti kmene k antibiotiku, vysledek
je citlivy nebo rezistentni, podle toho, je-li primér inhibi¢ni zony kolem disku na tuhé pudé
alespon stejny, nebo naopak mensi nez stanovena hranice, metoda je kvalitativni).

Tento pokus se provadél na vajickach, nymfach a dospélcich tohoto skiidce. Esencidlni
oleje byly testovany v nasledujicich koncentracich: 1 %, 3 %, 6 % a 12 %. Pro kazdou
koncentraci se pokus opakoval Ctyfikrat a na kazdé opakovani bylo pouzito 15 jedinct. Po
jednom, tfech a Sesti dnech byli spocitani mrtvi jedinci. Nejvyssi umrtnost byla prokazano pii
koncentraci 12 %. Tuto smés lze tedy povazovat za alternativni pesticidy na hubeni skudca.

Testované smési esencialnich oleju Ize tedy pocitat mezi latky s potenciadlem nahradit ¢i
vhodné doplnit konvencné pouzivané biocidy. Jak ale plyne z vySe uvedenych odstavci,
metodiky pouzivané pro testovani biologické ucinnosti se mezi jednotlivymi autory lisi, je proto
obtizné dosazené vysledky objektivné porovnat. Pii dal$im feSeni problematiky biologické
ucinnosti biopesticidii 1ze proto doporuéit nejen ovéfeni zjisténych efektd v praxi, ale i
sjednoceni laboratorniho testovani.
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7. Zavér

Na zakladé dosazenych vysledki Ize konstatovat, Ze esencidlni oleje ze smrku ztepilého
(Picea abies) a salv¢je 1ékarské (Salvia officinalis) vykazuji akaricidni ¢inek proti samicim
klistéte obecného (Ixodes ricinus). Zaroven se nepotvrdilo, ze smichanim téchto dvou silic v
danych pomérech 1ze dosdhnout synergického efektu, biocidni ucinek se po smichani oleja
nezvysil.

Z porovnani vyslednych letdlnich koncentraci binarnich smési esenciadlnich oleji v
danych pomérech Ize vyvozovat, Ze nejvyssich celkovych mortalit bylo dosahovano v pokusech
s oleji ze smrku ztepilého a Salvéje 1ékaiské v poméru 1:2, nasledovano koncentraci 1:1 a 2:1.
Ptidanim Salvéjového oleje k oleji smrkovému doslo ke zvyseni Gi¢innosti.

Vzhledem k tomu, ze oba esencialni oleje, které byly pro vyrobu testovanych binarnich
smési pouzity jsou dobfe dostupné a smrkovy olej Ize navic ziskat jako vedlejsi produkt
dfevozpracujiciho primyslu, je mozno tyto smési pouzit jako efektivni, relativné levnou a
snadno vyrobitelnou alternativu béznych pesticid. Pouzitim téchto smési v kombinacich
s dalSimi biocidy je mozné docilit eradikace cilovych organismi pfi snizeni negativniho vlivu
pusobeni téchto ptipravki na Zivotni prostiedi a také ptedejit vzniku rezistence klist'at na i¢inné
latky.
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9. Priloha 1 — vysledky experimentalniho stanoveni ucinnosti

esencidlnich oleji a jejich smési.

S-Smrk ztepily, S-Salvéj 1ékaiskd, EO-esencialni olej

Tabulka 1: Biocidni u¢innost smési esencidlnich oleji ze smrkt ztepilého a Salvéje 1ékarské v
poméru 1:2, 8% koncentrace

SS 1:2; 8% | Ziva | Mrtva | Mortalita (%)
1. pokus 0 10 100,00

2. pokus 0 10 100,00
3. pokus 0 10 100,00
celkem 0 30 100,00

Tabulka 2: Biocidni u¢innost smési esencialnich oleji ze smrkti ztepilého a Salvéje 1ékarské v
poméru 1:2, 4% koncentrace.
SS1:2,4% | Ziva | Mrtva | Mortalita (%)

1. pokus 0 10 100,00

2. pokus 0 10 100,00
3. pokus 0 10 100,00
celkem 0 30 100,00

Tabulka 3: Biocidni u¢innost smési esencialnich oleji ze smrkii ztepilého a Salvéje 1¢karské v
pomeéru 1:2, 2% koncentrace

SS1:2;2 % | Ziva | Mrtva | Mortalita (%)
1. pokus 2 8 80,00
2. pokus 0 10 100,00
3. pokus 2 9 81,82
celkem 4 27 87,10

Tabulka 4: Biocidni G¢innost smési esencialnich oleji ze smrki ztepilého a Salvéje 1ékarské v
poméru 1:2, 1% koncentrace.

SS1:2;1% |Ziva | Mrtva | Mortalita (%)
1. pokus 5 5 50,00
2. pokus 5 5 50,00
3. pokus 3 7 70,00
celkem 13 17 56,67

Tabulka 5: Biocidni u¢innost smési esencialnich oleji ze smrku ztepilého a Salvéje 1¢karské v
pomeéru 1:2, 0,5% koncentrace.
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SS1:2;0,5% | Ziva | Mrtva | Mortalita (%)
1. pokus 4 6 60,00
2. pokus 4 6 60,00
3. pokus 2 8 80,00
celkem 10 20 66,67

Tabulka 6: Biocidni u¢innost smési esencidlnich oleji ze smrku ztepilého a Salvéje 1ékarské v
poméru 1:2, 0,25% koncentrace.

SS1:2;0,25% | Ziva | Mrtva | Mortalita (%)
1. pokus 5 5 50,00
2. pokus 7 3 30,00
3. pokus 5 5 50,00
celkem 17 13 43,33

Tabulka 7: Biocidni u¢innost smési esencidlnich oleji ze smrku ztepilého a Salvéje 1ékarské v
poméru 2:1, 8% koncentrace.

SS2:1; 8 % | Ziva | Mrtva Mortalita (%)
1. pokus 0 10 100,00
2. pokus 0 10 100,00
3. pokus 0 10 100,00
celkem 0 30 100,00

Tabulka 8: Biocidni u¢innost smési esencialnich oleji ze smrku ztepilého a Salvéje 1¢karské v
pomeéru 2:1, 4% koncentrace.

SS2:1;4 % | Ziva | Mrtva Mortalita (%)
1. pokus 0 10 100,00
2. pokus 1 9 90,00
3. pokus 0 10 100,00
celkem 1 29 96,67

Tabulka 9: Biocidni G¢innost smési esencialnich oleji ze smrku ztepilého a Salvéje 1ékarské v
poméru 2:1, 2% koncentrace.

SS2:1;2% | Ziva | Mrtva | Mortalita (%)
1. pokus 2 8 80,00
2. pokus 0 10 100,00
3. pokus 1 9 90,00
celkem 3 27 90,00

Tabulka 10: Biocidni a¢innost smési esencialnich oleja ze smrku ztepilého a Salvéje 1€karské v
poméru 2:1, 1% koncentrace.
$S2:1;1% | Ziva | Mrtva | Mortalita (%) |
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1. pokus 3 7 70,00
2. pokus 1 9 90,00
3. pokus 3 7 70,00
celkem 7 23 76,67

Tabulka 11: Biocidni G¢innost smesi esencialnich oleji ze smrku ztepilého a Salvéje 1ékarské v
poméru 2:1, 0,5% koncentrace.

SS2:1;0,5% | Ziva | Mrtva | Mortalita (%)
1. pokus 5 5 50,00
2. pokus 6 4 40,00
3. pokus 3 7 70,00
celkem 14 16 53,33

Tabulka 12: Biocidni G¢innost smési esencialnich oleji ze smrku ztepilého a Salvéje 1ékarskeé v
pomeéru 2:1, 0,25% koncentrace.

SS2:1;0,25% | Ziva | Mrtva | Mortalita (%)
1. pokus 6 4 40,00
2. pokus 5 5 50,00
3. pokus 8 2 20,00
celkem 19 11 36,67

Tabulka 13: Biocidni G¢innost smési esencialnich olejii ze smrku ztepilého a Salvéje 1ékarské v
poméru 1:1, 8% koncentrace.

SS1:1;8% | Ziva | Mrtva | Mortalita (%)
1. pokus 0 10 100,00
2. pokus 0 10 100,00
3. pokus 0 10 100,00
celkem 0 30 100,00

Tabulka 14: Biocidni G¢innost smesi esencialnich olejii ze smrku ztepilého a Salvéje 1ékarské v
pomeéru 1:1, 4% koncentrace.

SS1:1;4% | Ziva | Mrtva | Mortalita (%)
1. pokus 0 10 100,00
2. pokus 0 10 100,00
3. pokus 0 10 100,00
celkem 0 30 100,00

Tabulka 15: Biocidni G¢innost smesi esencialnich olejii ze smrku ztepilého a Salvéje 1ékarské v
poméru 1:1, 2% koncentrace.
SS1:1;2% | Ziva | Mrtva | Mortalita (%) |
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1. pokus 3 7 70,00
2. pokus 2 9 81,82
3. pokus 2 12 85,71
celkem 7 28 80,00

Tabulka 16: Biocidni G¢innost smési esencialnich olejii ze smrku ztepilého a Salvéje 1ékarské v
poméru 1:1, 1% koncentrace.

SS1:1;1% | Ziva | Mrtva | Mortalita (%)
1. pokus 4 6 60,00
2. pokus 4 6 60,00
3. pokus 3 7 70,00
celkem 11 19 63,33

Tabulka 17: Biocidni G¢innost smési esencialnich oleji ze smrku ztepilého a Salvéje 1ékarské v

pomeru 1:1, 0,5% koncentrace.

SS 1:1; 0,5 % | Ziva | Mrtva | Mortalita (%)
1. pokus 5 7 58,33
2. pokus 4 6 60,00
3. pokus 5 5 50,00
celkem 14 18 56,25

Tabulka 18: Biocidni G¢innost smési esencialnich olejii ze smrku ztepilého a Salvéje 1ékarské v

pomeéru 1:1, 0,25% koncentrace.

SS 1:1; 0,25 % | Ziva | Mrtva | Mortalita (%)
1. pokus 6 4 40,00
2. pokus 5 5 50,00
3. pokus 7 3 30,00
Celkem 18 |12 40,00
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