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Repelentni uc¢innost smési esencidlnich olejti ze smrku
ztepilého (Picea abies) a Salvéje lékarské (Salvia officinalis)
proti klistatiim Ixodes ricinus

Souhrn

Syntetické pripravky, jako jsou repelenty, obojky nebo pipety spot-on, byvaji
v soucCasnosti nejrozsSifenéjsi prevenci proti pfisati kliStéte obecného (/Ixodes ricinus) a
nasledného prenosu patogent u pst. Co se tyce repelentnich pripravk(, nej¢astéji se vyuzivaji
ptipravky na bazi diethyltoluamidu (deet).

Tato prdace je zamérena na zhodnoceni repelentni Ucinnosti smési esencidlnich olejd ze
smrku ztepilého (Picea abies) a Salvéje l|ékarské (Salvia officinalis) jako alternativniho
nesyntetického repelentu. Smési byly pripraveny ve tfech rliznych pomérech—-2:1,1:2a1:1a
¢tyrech rGznych koncentracich 5 %, 10 %, 15 % a 20 %. Pro srovnani byl pouzit synteticky
repelent deet a to v koncentracich 5 % a 20 %. Ktestovani byly pouzity nymfy klistéte
obecného (I. ricinus), které byly sesbirdny pomoci vlajkovani v Kldnovickém lese na dvou
stanovistich (neseCend trdva a opadané jehli¢i v okoli krmelce). Ke sbéru dochazelo
v podvecernich hodinach od poloviny kvétna do prvniho tydne v fijnu roku 2020. Celkem bylo
pro testovani vyuzito 2 100 nymf.

Testovani probihalo v Narodni referenc¢ni laboratofi pro dezinsekci a deratizaci ve
Statnim zdravotnim Ustavu (SZU). Byly pouzity Petriho misky se tfemi vrstvami filtraéniho
papiru, kdy na jeho okraj bylo aplikovano 0,5 ml etanolového roztoku smési esencialniho oleje
v pfislusném poméru a koncentraci. Nymfy byly umistény doprostred Petriho misky mimo
aplikovany repelent po 10 jedincich a ve tfech opakovani. Repelentni Gcinnost byla sledovana
v ¢asech: 5 minut, 30 minut, 60 minut, 120 minut, 240 minut, 360 minut a 480 minut od
aplikace. V pfipadé, Ze repelence byla nizsi nez 33 %, test byl ukoncen. Stejnym zplisobem byl
testovan synteticky repelent deet, a to v koncentracich 5 % a 20 %.

Hypotéza ,Smés testovanych esencialnich oleji ma repelentni Ucinek, neni ovSem tak
stabilni, jako u syntetickych pfipravk(“ byla potvrzena. Deet v obou koncentracich vykazoval
stabilni vysledky ve vSech Casovych intervalech. Repelentni Ucinnost byla vidy vyssi kromé
20% smési v pomeéru 2:1, kdy doslo ke stejnému vysledku po 480 minutdch jako u deetu. Na
zakladé statistického vyhodnoceni bylo zjisténo, Ze repelentni ucinnost byla ovlivnéna
koncentraci repelentu, a to po celou dobu testovani. Od 240 minut po aplikaci byla Ucinnost
ovlivnéna také pomérem esencidlnich oleji ve smési. Z hlediska konecnych vysledkt, byla
nejucinnéjsi smés esencialnich oleji ze smrku ztepilého (Picea abies) a salvéje |1ékafské (Salvia
officinalis) v poméru 2:1 a 20% koncentraci.

Na zakladé ziskanych vysledk( lIze fici, Ze vSechny testované smési mély urcity
repelentni Ucinek, ktery je mozné zvysit vyssi koncentraci. V porovnani se syntetickym deetem
nebyla repelence testovanych smési stejné stabilni.



Pro budouci pouZiti esencidlnich oleji jako alternativnich prostfedk(l proti prisati
klistéte a naslednému prenosu patogen( se jevi jako vhodna smés, ktera je ze smrku ztepilého
(Picea abies) a Salvéje |ékatské (Salvia officinalis) a to v poméru 2:1 a 20% koncentraci. Mohlo
by se tak jednat o ptirodni repelent, ktery by byl vhodny a Gcinny i na dlouhodobéjsi pobyty
v pfirodé. Zaroven by nedochazelo ke kontaminaci Zivotniho prostredi ¢i nezadoucim ucinklm
na téle psh. Pro potvrzeni této teorie je vSak zapotrebi dalSiho testovani ucinnosti in-vivo a
také z hlediska toxikologické bezpecnosti.

Klicova slova: laboratorni testy ucinnosti, alternativni repelenty, deet, pes, klisté obecné



Repellency of the mixtures of spruce (Picea abies) and sage
(Salvia officinalis) essential oil against Ixodes ricinus

Summary

Synthetic products such as repellents, collars or pipettes spot-on are currently the
most widely used prevention against the attachment of the common tick (/Ixodes ricinus) and
subsequent transmission of pathogens in dogs. Diethyltoluamide (deet) based products are
most commonly used.

This work aims to evaluate the efficacy of the mixtures of essential oils from Picea abies
and Salvia officinalis as an alternative non-synthetic repelents. The mixtures were prepared in
three different ratios of 2:1, 1:2 and 1:1 and four different concentrations of 5 %, 10 %, 15 %
and 20 %. For comparison, the synthetic repellent deet was used at 5 % and 20 %
concentrations. The nymphs of the common tick (Ixodes ricinus) for testing were collected by
flaging in the Klanovice forest at two sites (unmown grass and fallen needles around the
animal feeder) in the early evening from mid-May to the first week of October 2020. In total,
2 100 nymphs were used for the testing.

The bioassays were carried out at the National Reference Laboratory for Health Pest
Control at the National Institute of Health. To test the repellent effect, the Petri dishes with
three layers of filter paper were used, when 0.5 ml of an ethanolic solution of the essential oil
mixtures in the appropriate ratio and concentration was applied around the inner dish rim.
The nymphs were placed in the centre of the Petri dish (outside the treated area) in groups of
10 individuals and in triplicate. Repellent efficacy was monitored at intervals of 5 minutes, 30
minutes, 60 minutes, 120 minutes, 240 minutes, 360 minutes and 480 minutes after
application. The test was terminated in case the repellency was lower than 33 %. The synthetic
repellent deet was tested in the same manner at 5 % and 20 % concentrations.

The hypothesis "The mixture of essential oils tested has a repellent effect, but is not as
stable as the synthetic products" was confirmed. Deet at both concentrations showed stable
results at all the intervals. The repellent efficacy was always higher except for the 20 % mixture
in a 2:1 ratio where the same result occurred after 480 minutes as with deet. Based on
statistical evaluation, it was found that repellent efficacy was affected by repellent
concentration, throughout the entire testing period. From 240 minutes after application, the
efficacy was also affected by the ratio of the essential oil mixture. In terms of final results, the
mixture of essential oils of Picea abies and Salvia officinalis at a ratio of 2:1 and 20 %
concentration was the most effective natural repellent.

Based on the results obtained, we can say that all tested mixtures had some repellent
effect, which can be increased by concentration increase. Compared to synthetic deet, none
of the mixtures were equally stable.

For the future use of essential oils as alternative prevention of tick attachment and
subsequent pathogen transmission, the mixture of Picea abies and Salvia officinalis essential



oilsin a 2:1 ratio and 20 % concentration seems to be the most suitable of the tested mixtures.
This could be a natural repellent that would be suitable and effective for longer stays in the
countryside. At the same time, there would be no environmental contamination or adverse
effects on the body of the dogs. However, further in-vivo and safety testing is needed to
confirm this theory.

Keywords: repellency laboratory test, alternative repellents, deet, dog, tick
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2 Uvod

Klistata patfi mezi nejznaméjsi hematofagni ektoparazity, ktefi pfenaseji velmi rozmanité,
Casto zoonotické patogeny, které mohou zplisobovat zdravotni problémy zvifat i lidi
(Thompson 2008; De Meneghi et al. 2016; Adenubi et al. 2018; Higa et al. 2019). Nejcastéji se
vyskytujici druh kli$téte na tzemi Ceské republiky je /. ricinus, nebo-li kli$té obecné. Nejvyssi
pravdépodobnost pfisati kliStéte je v obdobi od bfezna do listopadu, s vrcholem aktivity od
kvétna do zafi. Vtomto obdobi je také nejvétsi riziko pfenosu patogenti na psy. V Ceské
republice se jedna zejména o klisStovou encefalitidu, lymeskou boreliézu, babezidézu a
ehrlichiézu. Proto je vtomto obdobi pred vstupem do pfirody doporucovano pouziti
preventivnich pripravkd jako ochrany. U psi nejcastéji volime syntetické repelenty, obojky Ci
pipety spot-on (Gray 1991; Volf & Horak 2007).

Zatimco pripravky typu spot-on obsahuji latky, které klistata eliminuji, repelenty jsou
l[atky, které maji zabranit kliStéti prisat se nebo prerusit sani na hostiteli. IdedInim repelentem
by mél byt pfipravek, ktery je ucinny alespon po dobu 8 hodin a je netoxicky, nedrazdivy a bez
zapachu (Fradin 1998).

Nejcastéji se proti klistatlm pouzivaji syntetické repelenty na bazi deetu, u kterych se
postupem casu objevily r(izné nezadouci ucinky. PFi vysSich koncentracich je toxicky a
drazdivy. Nedoporucuje se také pouzivat u malych déti, protoze by mohlo dojit k naruseni
centralniho nervového systému. Dale u nékterych syntetickych repelentli byla pozorovana
rezistence parazitl a znecistovani Zivotniho prostfedi. Proto se v soucasnosti uvaZzuje o
bezpecnéjsich, ekologictéjsich a levnéjSich variantach (Frances 2007; Abdel-Ghaffar et al.
2015; Benelli et al. 2016).

Jako pfirodni repelenty se nejcastéji vyuzivaji esencialni oleje. Vyhodu predstavuji
predevsim v Setrnosti k Zivotnimu prostiedi, nizké ekotoxicité a muize také jit o levnéjsi
variantu. Jedna se o sekundarni metabolity rostlin a dnes je znamo zhruba 3 000 rdznych
esencialnich oleji (Mossa 2016). V soucasnosti je otestovano 51 esencialnich olejl
s repelentnimi Ucinky proti ektoparazitim (Benelli & Pavela 2018).

Cilem této prace bylo zjistit repelentni a synergicky ucinek smési esencialnich oleja ze
smrku ztepilého (Picea abies) a Salvéje lékarské (Salvia officinalis) proti nymfam klistéte
obecného (Ixodes ricinus) a vyhodnotit tak mozné vyuZiti jako pfipravkl pro psy proti témto
ektoparazitlim.



3 Védecka hypotéza a cile prace

Cilem préce je pomoci laboratorniho in-vitro testu zjistit repelentni a synergicky ucinek
smési esencialnich olejii ze smrku ztepilého a Salvéje I1ékarské na klisté obecné a vyhodnotit
jejich mozné vyuziti jako pfipravk( pro ochranu pst proti témto ¢lenovclim. Pro srovndni bude
identicky test proveden i pro synteticky vyrobeny repelent deet, Ucinnou latku obsazenou
v komercéné dostupnych repelentech pro psy. Vysledky budou zaroven porovnany i s vysledky
testy ucinnosti jednotlivych silic, aby byl zjistén prfipadny synergicky efekt.

Védecka hypotéza: Smés testovanych esencialnich olejlii ma repelentni ucinek, neni ovsem tak
stabilni jako u syntetickych pfipravk.



4 Literarni reSerse

4.1 Klistata

Klistata jsou obligatni ektoparaziti sajici krev a znami jako prenaSeci zoonotickych
patogend, které mohou zpUsobit zdravotni potize u lidi i zvifat (Thompson 2008; De Meneghi
et al. 2016; Adenubi et al. 2018; Higa et al. 2019). Jsou tak pivodcem mnoha zoonotickych
onemocnéni jako jsou napf. klistova encefalitida nebo lymeska borreliéza (Rizzoli et al. 2014).
U domacich zvifat mizZe byt plvodcem napfiklad Babesie, Anaplasmy a rlznych kmenu
Rickettsii (Jennett et al. 2013). Nejcastéji se vyskytuji na teplych a vlhkych mistech pfi
optimalni teploté, kterd se pohybuje mezi 18 — 25 °C (Thompson 2008). Vétsinu svého Zivota
(90 — 99 %) travi mimo hostitele, a proto se u nich vyvinula fada adaptivnich schopnosti, které
umoziuji preZiti v rznorodych klimatickych podminkdch. Limitujicim faktorem v prostredi je
predevsim relativni vihkost, ktera by neméla klesnout pod 80 % (Estrada-Pefia et al. 2013), a
zaroven také dostatecné mnozstvi hostitell. Proto se klistata nejcastéji vyskytuji v lesich, kde
Ziji pfedevsim mali savci a sparkatd zvér. Dale se hojné vyskytuji na otevienych stanovistich
(louky, raselinisté), kde mohou sat na hospodarskych zvifatech, ktera se zde pasou (Gray
1991).

4.2 Klisté obecné (Ixodes ricinus)

RiSe: Animalia
Kmen: Arthropoda
Trida: Arachnida
Rad: Ixodida
Celed: Ixodidae
Rod: Ixodes

Druh: Ixodes ricinus, Linnaeus 1758

Jedna se o nejCastéji se vyskytujici druh klistéte v mirném pasu Evropy, s rozsifenim od
jizniho Spanélska po severni Skandinavii (Rizzoli et al. 2014). Na tuzemi Ceské republiky se
klistata vyskytuji predevsim v niZinach a pahorkatinach. Méné ¢asto se pak vyskytuji ve vyssich
polohach. V zavislosti na pocasi jsou obvykle aktivni v obdobi od bfezna do listopadu. Vrchol
aktivity kliStéte obecného nastava od kvétna do zafi. Vtuto dobu je také nejvhodnéjsi
aplikovat riizna protiklistova opatfeni, napt. insekticidni a repelentni obojky u pst (Gray 1991;
Volf & Horak 2007).



4.2.1 Morfologie

Ixodes ricinus (klisté obecné) ma zplostélé ovalné télo a v dospélosti dosahuje velikosti
zhruba 2,2 — 4,5 mm. Dospélci a nymfy maji ¢tyfi pary koncetin, larvy naproti tomu pouze tfi
pary (Thompson 2008; Svobodova et al. 2013). Dospéla klistata maji na hfbetni strané téla
typicky tvrdy Stitek (scutum), ktery u samct kryje témér celé télo, u samicek pak v nenasatém
stavu zasahuje do poloviny Ci tfetiny jejich jinak velmi elastické idiosomy (zadni ¢ast téla). Diky
tomu je samicka schopnd pfi sani mnohondsobné zvétsit svlj objem a dostatecné se tak
nakrmit pro tvorbu vajicek. Nejnapadnéjsi ¢asti gnathosomy (Ustniho Ustroji) je hypostom
(chobotek s fadou zahnutych zpétnych hacka), diky kterému je klisté schopné se udrzet béhem
sani v rané hostitele. Po prisati kliStéte dochazi k tzv. ,zabetonovani“, kdy klisté produkuje
latku, kterd zpevnuje fixaci v rdné. Na hostiteli setrva fadu dni a po odpadnuti nasatého
klistéte a straveni krve dochazi k preméné na vyssi vyvojové staddium (z larvy se stdva nymfa a
z nymfy dospélec). V pfipadé, Ze se jednda o samici, dochdzi k produkci pocetné snisky vajicek.
Tento proces uskutecni vSak pouze jednou za Zivot. Ac¢koliv samci rodu . ricinus krev nesaji,
mulZeme se s nimi na hostiteli setkat, protoze zde dochazi ke kopulaci se samicemi. Hostitelovo
télo je totiz nejpravdépodobnéjsim mistem vzajemného setkdni obou pohlavi (Sonenshine et
al. 2002; Volf & Horak 2007).

4.2.2 \Vyvojovy cyklus

Na vétsiné uzemi Ceské republiky se ve volné pfirodé setkdme predeviim s klistétem
I. ricinus. Clovék mGze byt hostitelem pro jakékoli jeho vyvojové stadium. Kazdé stadium
(larva, nymfa, dospéld samice a samec) (Obr. 1) potfebuje ke svému vyvoji zpravidla jeden rok,
takZe cely vyvoj klistéte trva obvykle t¥i roky. Klisté se tedy vyviji v typickém tfihostitelském
cyklu (Obr.2) (Volf & Hordk 2007).

Obr. 1: zlevé strany — larva, nymfa, dospéld samice, dospély samec. Prevzato z:
https://www.researchgate.net/figure/Developmental-stages-of-Ixodes-ricinus-From-left-to-
right-larva-nymph-adult-female_fig2_236120221



Oplozend samice odpadne po nasati krve z hostitele a naklade do zemé nékolik tisic
vaji¢ek (Stuchly 1995). Je schopna nakldst az 4 000 vajicek, priimérny pocet byva mezi 2 000 —
2 500 (Honzakova et al. 1975).

Z vajicek se vylihnou larvy za 6 — 36 tydnd, dle podminek prostiedi, které jsou pouhym
okem témér neviditelné (Stuchly 1995). Velikost larvy obvykle nepresahuje 0,8 mm
(Thompson 2008). Zdrzuji se nizko pfi zemi, kde ¢ekaji na hostitele, kterym nejcastéji byvaji
drobni hlodavci, ptaci a jesStérky (Volf & Hordk 2007). Larvy se na hostitele ptisaji a po nékolika
dnech od prvniho ptisati samy odpadnou a dostavaji se do stadia metamorfdzy (pfeména larvy
v nymfu) (Stuchly 1995; Thompson 2008).

Druhym stadiem klistéte je nymfa, ktera ma jiz Ctyfi pary koncetin a dosahuje velikosti
pfiblizné 1 mm. Nymfy obvykle vyckavaji na koncich podrostu a Cekaji na vétsi hostitele
(obratlovce), kterymi mohou byt napf. ovce, jeleni nebo ¢lovék (Volf & Horak 2007; Svobodova
et al. 2013). Pti ¢ekdni na vhodného hostitele je nymfa schopna vydrzet bez potravy i rok a pul
aZz dva roky (Stuchly 1995). Nymfa se opét na hostitele pfichyti, saje nékolik dni do maximalni
velikosti a poté opét odpadne. Poté dochazi k pfeméné nymfy na dospélce (Thompson 2008).

Poslednim vyvojovym stadiem je dospélec. Dospélé samicky saji pfedevsim na lesni zvéfi
nebo na domdcich kopytnicich ¢i psech (Volf & Hordk 2007). Na hostiteli se prichytavaji
v misté, kde je klZe nejtenci, nejjemnéjsi a hodné prokrvena (Stuchly 1995). Pokud je samicka
v hladovém stadiu, dosahuje délky priblizné 3,5 —-4,5 mm a je cervenohnéda. V pripadé plného
nasati je zbarvena obvykle Sedé a dosahuje velikosti fazole (Volf & Horak 2007). Po tomto sani
v nich dozravaji oplozena vajicka (Stuchly 1995). Samec dosahuje délky 2,2 —2,5 mm a potravu
nepfijima, na zvireti ho nalezneme z divodl vyhleddvani samice k pareni (Kiszewski et al.
2001; Svobodova et al. 2013).
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4.2.3 Vyhledavani hostitele

Pfi vyhledavani hostitele nenasata klistata ¢ihaji nejcastéji na vegetaci (Sonenshine
1993; Volf & Hordk 2007). Vysplhaji na vrcholy stonku/stébel nebo vétvi, kde se udrzuji pomoci
koncetin (Obr. 3). Diky citlivému Hallerovu organu, ktery je umistén na ¢lancich predniho paru
koncetin a pomoci specifického pohybu, je klisté schopné presné lokalizovat hostitele a
prichytit se.
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Obr.3: Dospéla samice ¢ekajici na hostitele.
Prevzato z: https://www.insectservices.de/en/efficacy-studies/ticks/

Vsechny olfaktorické receptory jsou u klistat soustfedény v Hallerovu orgdnu
(Leonovich 2004). Pri priblizeni potenciadlniho hostitele dochazi k natazeni a rychlému pohybu
koncetin, kde jsou na konci umisténé jemné receptory tohoto orgdnu. K této aktivité dochazi
zaznamendanim vibraci, tepla a vydechovaného oxidu uhli¢itého zvifetem (Hess et al. 1986;
Sonenshine 1993; Volf & Horak 2007; Braks et al. 2016). Rod Ixodes nema oci. Pfi otfeni zvitete
o vegetaci a kontaktu s klistétem se neprisaje hned, ale pomoci senzorickych organ(
umisténych zejména na palpach si vyhledaji nejvhodnéjsi misto (Volf & Horak 2007). Na psy
se klistata prisaji predevsim na mistech s jemnou pokozkou, jako je: okoli oci, krku, usi, bficha
a nosu. PFi pfichyceni se objevuji lokalni zanétlivé kozini reakce. Sliny klistat obsahuji
neurotoxiny, které zpGsobuiji klistovou paralyzu u vnimavych jedinct (Svobodova et al. 2013).

Pro nedospéla stadia jsou nejdalezitéjsimi hostiteli hlodavci (mysi, hrabosi, plsi,
veverky atd.). Zna¢né mnozstvi larev a nymf mohou prenaset také ptaci a jestérky. U ptaki se
jedna nejcastéji o druhy, které vyhledavaji potravu na zemi s nizkou vegetaci. Patfi mezi né
predevsim kos obecny (Turdus merula), drozd zpévny (Turdus philomelos) a ¢ervenka obecnd
(Erithacus rubecula) (Rizzoli et al. 2014). Z jestérek se nejCastéji jedna o druhy jestérka zedni
(Podarcis muralis), jeStérka obecnd (Lacerta agilis), a jeStérka zelend (Lacerta viridis)
(Majlathova et al. 2006; Foldvari et al. 2009).

Nejcastéjsimi hostiteli dospélcl jsou teplokrevni savci, jeleni, srnci, danci a divoka
prasata Ci psovité Selmy, napriklad lisky (Foldvari et al. 2011).



Pro vyvinuti stabilni populace staci I. ricinus pouze vyskyt jednoho z hostitell. Diky
tomu jsou klistata schopna se udrZet i na specifickych stanovistich jako jsou ostrovy nebo
meéstské parky (Rizzoli et al. 2014).

4.2.4 Sani krve na hostiteli

Hematofagni ¢lenovci figuruji ¢asto jako vektofi nejznameéjsich infekénich nemoci a ti,
ktefi parazituji zejména na lidech nebo na zvifatech, pochazeji predevsim zfadu klistata
(Ixodida). Sani krve ektoparazity je ztizeno rliznymi ucinnymi mechanismy hostitele, ktefi se
tak brani ztraté krve a nasati. Sliny ektoparazitd oviem obsahuji velké mnozZstvi biologicky
aktivnich latek, které napomahaiji k obejiti obrannych mechanismu daného hostitele.

Vsechny druhy klistat saji krev, ale z celkového poétu zhruba 899 druhd, pouze 10 %
disponuje schopnosti zaroven prendset i patogeny na hostitele. Patogeny se do ektoparazita
dostavaji pfi sani na jiz infikovaném hostiteli a pres slinné Zlazy se pak diky klistatim prenaseji
na dalsi jedince.

Aby mohlo klisté uspésné dokoncit svij Zivotni cyklus, preZit a dale se rozmnoZovat,
musi pfijimat krev. Klisté pri sani diky hypostomu pronika do klZe hostitele, coz poskozuje
epidermalni a dermalni bunky a zaroven zpUsobuje zanétlivé reakce (Maté&jovska 2007).

Klistata saji pouze jednou v kazdém Zivotnim cyklu. Sani samic mGze trvat nékolik dni,
kdy dochazi k pomalému sani (6 — 9 dni) a poté ndsleduje rychlé sani, které probiha 12 — 24
hodin pred odpadnutim z hostitele (viz Obr. 4). Aby mohlo dojit k fazi rychlého sani, musi
nejprve dojit k oplozeni samice. Pri této fazi je schopna nasat zhruba stonasobek své pavodni
hmotnosti. DaleZity predpoklad pro velkou snisku je zpracovani protein z hostitelské krve, a
to zejména hemoglobinu a sérového albuminu. Samice hynou nékolik malo dni poté, co
nakladou snusku vajicek. U larev a nymf dochdzi k vyuZiti bilkoviny hostitele na svlékani a
energii (Sojka 2016).

Vyvojova stadia klistéte obecného (Ixodes ricinus)

larva nymfa samec samice
v *1\.
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Obr. 4: Vyvojova stadia klistéte obecného a faze sani samice
prevzato z: https://ziva.avcr.cz/files/ziva/pdf/krvemlynek-ve-streve-klistete.pdf



Traveni se u klistat odehrava ve stfevé, které tvori pres 80 % téla. Stfedni ¢ast
(mezenteron) je odpovédna za traveni a roz¢lenéna do vybézkl (cacea), které zvétsuji objem
a celkovy povrch stfeva (Horn et al. 2009). V lumen stfeva dochazi k enzymatickému rozkladu
erytrocytll a rozpusténé krevni proteiny se poté dostavaji do stfevnich bunék, kde jsou
traveny. Diky tomuto zpUsobu traveni, kdy vnitfek stfeva slouZi i jako zasobnik, jsou klistata
schopna prezit dlouhé casové intervaly (mésice az roky) mimo hostitele. Tato schopnost velmi
prisivd k jejich globdlnimu rozsifeni a Uspésné adaptaci v nejriiznéjsich podminkach a prostredi
(Sojka 2016).

4.2.5 Obranné reakce hostitele

V misté priniku klistéte do kliZze hostitele dochazi ke specifické i nespecifické imunitni
reakci. Nespecifickou odpovédi je zanét, ktery se velmi rychle rozviji a podileji se na ném
makrofagy a NK bunky (pfirozeni zabijeci), z leukocytd (hlavné basofily a neutrofily), Zirné
buriky a jejich produkty. Zirné buriky a nékteré typy leukocyt(i uvolfiuji histamin a dal3i latky,
které jsou zodpovédné za svédéni a bolest v misté prisati kliStéte. Zarovern omezuji nasati
klistéte, diky sniZzeni produkce slin.

Specificka odpovéd se projevuje po opakovaném nebo dlouhodobém sani parazita.
Dendritické buriky kGiZe v okoli vpichu fagocytuji sliny parazita a nadsledné migruji do nejblizsich
lymfatickych uzlin. Zde diky antigenm klistécich slin vznikaji protilatky a vznikaji tzv.
pamétové bunky. Pfi dalsi interakci klistécich antigen(i s imunitnim systémem hostitele vznika
sekundarni imunitni reakce, kdy dochazi v kratsim case k produkci vétsiho mnozZstvi protilatek
(Matéjovska 2008).

4.2.6 Diapauza

Zivot . ricinus je ovlivnén mnoha rdiznymi faktory, pfi¢em? jsou schopni preZit nékolik let.
UmozZiuje jim to specifickd adaptace vSech tfech vyvojovych stadii (larva, nymfa, dospélec).
V pfipadé neoptimalnich podminek se klistata uvedou do neaktivniho stavu zvaného diapauza.
Diapauza se lisi od klidového stavu a je definovana jako neurohormonalné zprostredkovany
dynamicky stav s nizkou metabolickou aktivitou (Sonenshine & Roe 2014). Klicové faktory,
které reguluji diapauzu jsou: pocasi, mikroklima a fotoperioda (délka dne-noci) (Gray et al.
2016).

4.3 Onemocnéni prendsené klistaty na psy

V Evropskych statech je I. ricinus vektorem predevsim Anaplasmy phagocytophilum a
Borrelie burgdorferi. Tyto bakterie zpUsobuji granulocytarni anaplazmdzu a lymeskou
borreliézu predevsim u kocek a psti (Geurden et al. 2018). Schopnost klistat prenaset patogeny
predstavuje trvalé riziko infekce i pro lidi a dalsi zvitata. PfestoZe jsou klistata bézné spojovana
s oblastmi na venkové, je jiz nyni zfejmé, Ze se prizplsobila i méstskému prostredi (Rizzoli et
al. 2014).



4.3.1 Lymeska borrelidza

Lymeska borrelidza patfi celosvétové mezi nejcastéji diagnostikovana zoonoticka
onemocnéni pfenasena klistaty. Plvodcem je spirdlovita bakterie z kmene spirochét patfici do
rodu Borrelia (Chomel 2015). K pfenosu dochazi pfi sani krve, kdy se slinami klistat se do téla
dostavaji také bakterie. Od proniknuti bakterii do organismu po objeveni se prvnich pfiznaku
uplyne obvykle nékolik dnd. V oblasti prichyceni klistéte se po nékolika dnech objevi mirné
zdufeni a zarudnuti klZe, které se muze zvétSovat a dosdahnout prliiméru az 30 cm (Stuchly
1995). Pfiznaky lymeské borrelidzy u psii mohou zahrnovat horecku, celkovou malatnost,
kulhani, zvétseni lymfatickych uzlin a polyartritidu. Zhruba u tfetiny jedinci s borrelii, mize
dojit k napadeni nervového systému. Dochazi poté k zanétiim nervl a drobnym ochrnutim,
napriklad licniho nervu.

Vcasnd lécba antibiotiky, jako jsou doxycyklin nebo amoxicilin, po dobu tfi tydnu,
obvykle snizuje riziko chronického onemocnéni. Zatimco u lidi je jedinou aktualné dostupnou
prevenci pouZivani repelent(, u psl je moiné aplikovat vakcinu proti lymeské borrelidze
(Chomel 2015).

4.3.2 Ehrlichioza

Ehrlichiéza neboli granulocytarni anaplazmoéza je infekéni onemocnéni zplsobené
bakterii Anaplasmosa phagocytophilum. Jedna se o zoonotické onemocnéni, které je
potencidlné smrtelné u psu. VyZzaduje rychlou a pfesnou diagnézu, aby byla zahdjena vhodna
terapie vedouci k pfiznivé progndze. Bakterie infikuje a nasledné preziva v neutrofilech, kde
se vyhyba specifickym imunitnim reakcim. Jednad se o akutni horecnaté onemocnéni
charakterizované letargii, nechutenstvim, hubnutim a bolestmi pohybového aparatu. Absence
specifickych klinicko-patologickych ptiznak(, rychly vyvoj a pozitivni prognéza i bez 1écby
predstavuje obtiznou diagndzu pro veterinarniho Iékare. Pro spravnou diagndzu je provedeno
sérologické vysSetfeni krve. Vektorem jsou klistata rodu Ixodes. Existuji tfi stupné tohoto
onemocnéni: akutni, subklinické a chronické. Psi zlstavaji po napadeni touto bakterii
infikovani po cely Zivot, a to i v pfipadé |éCeni antibiotiky (doxycyklinem). Lécba probiha
pomoci antibiotik po dobu a? tficeti dnG. U¢innou prevenci mohou byt réiznd antiparazitika a
repelenty.

Ackoli jsou psi vnimavi k tomuto druhu infekce, povazuji se spiSe za nahodné hostitele a
jejich role jako potencidlnich rezervoart je stale sporna. Divodem je predevsim kratka doba
bakteriémie (Skotarczak 2003; Khatat et al. 2021).



4.3.3 Klistova encefalitida

Klistova encefalitida (TBE), onemocnéni zplsobené virem klistové encefalitidy (TBEV),
predstavuje zdvaznou nervovou infekci lidi i zvifat v Evropé a Asii. Virus patfi do rodu
Flavivirus. Hlavnimi rezervoary jsou klistata, hlodavci a hmyzoZravci. Virem se mohou nakazit
i psi a kocky u nichzZ se infekce muze projevit klinickymi priznaky podobnymi tém, které jsou
pozorovany u zavaznych pfipadud u lidi.

Stejné jako u jinych obratlovcd prendseji klistovou encefalitidu na psy infikovana
klistata, ktera se Zivi na svych hostitelich. Podobné projevy jako u lidi se mohou vyskytovatiu
psU v pripadé rozvoje zavainého onemocnéni, které ma casto tézky prabéh, nékdy i se
smrtelnym koncem. Délka inkubaéni doby klistové encefalitidy u pst se odhaduje na 1 az 2
tydny. Mezi bézné projevy TBE u psl patfi: zvySena teplota a zmény v chovani zvifat, jako je
odmitani potravy, zvySena agresivita, plachost a apatie. U nemocnych zvirat se asto vyskytuji
poruchy pohybového apardtu, pricemz nejéastéjsi jsou abnormality pohybu prednich a
zadnich koncetin. Jako neurologické poruchy se objevuji napfiklad: parézy prednich nebo
zadnich koncetin, kvadruplegie, zachvaty, kieCe nebo ataxie. VSechny tyto projevy svédci o
zavazném neurologickém poskozeni mozecku a mozkového kmene.

Infekce se vSak klinicky projevi pouze u malé ¢asti infikovanych psu a zavainé projevy
se vyskytuji pouze ve vzdcnych ptipadech. Pfesto by se na toto onemocnéni mélo myslet u pst
s neurologickymi poruchami nebo abnormalnimi zménami chovani.

Diagnostika TBE se opira o sérologickou detekci specifickych protilatek pomoci metody
ELISA. Lécba TBE u psu je vyhradné symptomaticka. Doba rekonvalescence se u vétsiny
pfipadd TBE u pst pohybuje od 6 do 12 mésich (Pfeffer & Dobler 2011).

Preventivni opatfeni k zamezeni infekce TBEV u psU spocivaji pfredevsim v omezeni
napadeni infikovanymi klistaty. Na srst zvifat lze aplikovat pfipravky s dlouhodobymi
repelentnimi a akaricidnimi Ucinky (Dryden 2009). Dlouhodoba aplikace repelentl se
doporucuje predevsim v oblastech s endemickym vyskytem klistat, kde pfinos jejich pouziti
vyrazné prevazuje nad jejich moznymi nepftiznivymi ucinky. V soucasnosti dostupné vakciny
proti klistové encefalitidé pouZivané v Evropé jsou licencovany pouze pro humanni pouZiti
(Sal4t & Ruzek 2020).

4.3.4 Babesioza

Jedna se o zoonotické onemocnéni, které je zplsobené krevnimi parazity. Tito parazité
napadaji cervené krvinky (erytrocyty) a zplsobuji hemolytickou anémii. Plvodcem
onemocnéni je Babesia canis. Parazit, ktery se vyskytuje v Evropé&, Americe a Africe.
Geografické rozsifeni zavisi na vektorech, kterymi jsou klistata. Hostiteli jsou predevsim psi a
ostatni zastupci ¢eledi Canidae. Merozoiti se mnozi v hostitelském erytrocytu, ktery po urcité
dobé praskne. Merozoti se poté uvolni a zacnou napadat dalsi bunky.

K pohlavnimu mnozZeni dochazi uvniti vektora, ktery nasaje infikovanou krev. Pti prisati
na daného hostitele se parazité dostavaji do slinnych Zlaz vektora a nasledné do krve zvirete.
Pokud infikovanou krev nasaje samicka, pronikaji prvotni stadia parazita do ovarii a zde vytvori
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drobnd zakulacena stadia. Dalsi vyvoj probiha v nymfalnim stadiu a dospélcich. Vysoka
produktivita vajicek klistaty napomaha k rychlému Sifeni babesii. Pfenos babesii je také mozny
mezi jednotlivymi vyvojovymi stadii, z nymfy na dospélce. Jedna se tak o transstadialni prenos.
Vektorem babezidzy u pst v Ceské republice je predeviim pijak luini (Dermacentor
reticulatus), ale také Ixodes ricinus mlze byt vektorem. Babesie Ize potvrdit pomoci krevniho
stéru.

PFfi akutnich pripadech byva prvnim priznakem vysoka horecka a apatie. Postupné
dochazi k vyvinuti ikteru a anémie. Onemocnéni muze koncit letalné. V pfipadé chronického
onemocnéni psi celkové chifadnou a slabnou. Projevy nejsou tak vyrazné, jako v akutnich
pripadech. Mozkova forma babezidzy pfipomina svymi priznaky vzteklinu. | tato forma muze
pro psy koncit letdlné. V pfipadé akutnich priznakQl se podava imidokarb a pfi v€asném
rozpoznani je progndza pfizniva.

Uzdravena zvirata ziskdvaji preimunitu. Parazité preZivaji v hostiteli, pfi reinfekci mize
propuknout babezidza znovu. Pokud k reinfekci nedojde, zhruba po roce parazit spontanné
hyne. Jako prevence slouzi ochrana proti klistatiim v podobé pipet spot-on, spreje nebo ve
formé obojku. MozZna je také vakcinace (Svobodova et al. 2013).
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Obr. 4: Zivotni cyklus Babesie.
Prevzato z: https://www.researchgate.net/figure/Generic-life-cycle-of-Babesia-spp-Babesia-
sporozoites-Sz-are-injected-into-the_figl 230632207

4.4 Ochrana proti klistatim u zvirat

Ektoparaziticti ¢lenovci predstavuji vyznamnou skupinu organismU ve veterindrni
mediciné. Klistata a blechy jsou nej¢astéjsimi ektoparazity domacich zvirat, ktefi mohou pfimo
nebo neptimo ovlivnit zdravi a zaroven jsou schopni prenaset patogeny, z nichz jsou nékteré
zoonotické (Otrano et al. 2009). Nejc¢astéji se jako ochrana proti klistatiim pouzivaji akaricidy.
V zavislosti na sloZeni pouzité latky Ize dosahnout nasledujicich ucinkud: preruseni kontaktu
mezi parazitem a hostitelem, ochrana pred prisatim nebo Uhyn parazita. Pripravky proti
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klistatlm u pst by mély mit alespori 90% ucinnost, vyznacujici se snizenim poctu klistat 48
hodin po osetreni (Halos et al. 2012).

K nahrazovani syntetickych insekticidli dochazi zejména kvlli rezistenci ektoparazitl na
dané latky a zaroven se u nékterych latek (organochlory, organofosfaty a pyretroidy), vyskytly
vedlejsi ucinky na zdravi lidi a Zivotni prostredi. Rezidua syntetickych insekticidli se hromadi
napf. ve vodé, potravinach, vzduchu a ptdé, diky dlouhodobé aplikaci. Z tohoto dlivodu se
bioinsekticidy (napf. esencidlni oleje) objevily jako alternativa k syntetickym insekticidim
v zemédélstvi (Ellse & Wall 2013; Mossa 2016).

4.4.1 Repelence

Jsou definovany dva typy repelence. Prvnim typem je sensu stricto, aplikovana latka
vyvolava drazdivy ucinek pfi pfimém kontaktu, coZ zpUsobi vzdaleni klistéte od oSetfeného
povrchu/zvitete nebo odpadnuti pfed pfichycenim k hostiteli. Uginek je kratkodoby a
proménlivy v zavislosti na vyvojovém stadiu a druhu kliStéte. Neni také mozné hodnotit
drazdivy ucinek jiz na zvifeti zamoreném klistaty, protoze v takovém ptipadé jsou klistata jiz
pevné prichycena (Halos et al. 2012).

Druhym typem repelence je sensu lato, kterd zplsobuje neschopnost klistéte se pfisat
nebo dojde k preruseni prisati. Kontakt s latkou zpUsobi naruseni procesu prisati klistéte (tj.
inhibici prisati, stazeni Ustniho Ustroji klistaty ve fazi pfisavani nebo odpadnuti jiz pfichycenych
klistat) (Dryden et al. 2006).

Vétsina doposud udélanych vyzkum0 byla zamérena na in-vitro studie repelence sensu
stricto (Cetin et al. 2010; Stefanidesova et al. 2017).

4.4.2 Akaricidy

Ochrana pred nakaZzenim a prichycenim klistéte z €asti zavisi na pouziti chemickych
akaricidG. S pouZivanim akaricidl se ovSem objevila fada nezadoucich ucinkd, jako je
znecisténi Zivotniho prostfedi, mozny vyskyt rezidui v mase a mléce hospodarskych zvirat,
pomeérné vysoké naklady a rozvoj rezistence na dané akaricidy (diky pouzivani stale stejnych
latek) (Sonenshine 1993; Kaaya et al. 1996; Castro 1997; Ravindran et al. 2018). Proto se zacalo
letech se jako slibné prostiedky k aplikaci proti klistatlm jevi pouZiti rostlinnych latek
(Nwanade et al. 2020).

4.4.2.1 Organofosfaty

Jedna se o latky, které blokuji enzymy nachazejici se v nervovych a svalovych synapsich.
Dojde ke Stépeni neurotransmiteru acetylcholinu na dvé neucinné ¢asti, acetat a cholin. Diky
tomu dojde k ukonceni nervového prenosu. U parazitl tak dochazi ke kife¢im a naslednému
Uhynu. NepUsobi pouze proti klistatim, ale také proti vSim, vienkdm a blecham. S mensim
ucinkem pusobi stejnym zpUsobem také na savce, a proto pti Spatném davkovani mlze dojit
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k otravé oSetfovaného zvifete. V dneSni dobé uZ se pouZivaji pouze jako pesticidy
v zemédélstvi, jiné vyuziti je v Evropské unii zakdzdno (Svobodova et al. 2013).

4.4.2.2 Fipronil

Jedna se o latku, ktera blokuje pre- a postsynapticky prenos chloridovych iontl pres
bunééné membrany parazitd. Dochazi tak k nekoordinované cinnosti centralni nervové
soustavy a naslednému uhynuti parazita. Klistata obvykle po kontaktu s fiprinolem umiraji do
48 hodin. Negativné plsobi na slinné Zlazy klistat, coZz znemozZiiuje sani na zvifeti. U samic
klistat dochazi k reprodukéni toxicité (na oocytech se objevily ireverzibilni zmény). U&inna
latka pronika do svrchnich vrstev kiZe zvirete, kumuluje se v chlupovych folikulech a tukové
sloZce, uvolnuje se tak na kdzZi a srst a je tak zarucena dlouho pretrvavajici ucinnost. Do nizsich
vrstev klZe se tato latka nevstiebava. Velmi dlouho fipronil pretrvava na kazi (prdmérné 52
dni) (Svobodova et al. 2013).

4.4.3 Pyrethriny a pyrethroidy

Pyrethriny patfi mezi insekticidy obsazené v kvétech kopretin a pouzivaly se jako
insekticidy od 19. stoleti. V dnesni dobé se pouZivaji syntetické pyrethroidy. Tyto latky
ovliviuji repolarizaci a depolarizaci sodnych kanald a diky tomu dochazi k okamzité paralyze a
naslednému uhynu parazita. Jsou ucinné proti hmyzu sajicimu krev a maji také repelentni
ucinky, které snizuji, ale neeliminuji riziko pfenosu transmisivnich onemocnéni (Svobodova et
al. 2013).

4.4.4 Repelenty

Repelenty proti ¢lenovcim jsou definovany jako chemické latky, které zpUsobi, Ze se
¢lenovec za¢ne pohybovat smérem od zdroje aplikované latky (Dethier et al. 1960).

Idealni repelent by mél poskytovat ochranu proti Sirokému spektru ¢lenovcl, kteti se
Zivi krvi, po dobu alespon 8 hodin. Dale by mél byt netoxicky, nedrazdivy, bez zapachu a nemél
by byt mastny (Fradin 1998).

Podle pokynl EMA (European Medicine Agency) repelentni icinek znamen3, Ze se na
zvife nepfichyti Zadna klistata a ta, ktera jsou jiz na zviteti (pfisata nebo nepfisatd) brzy po
oSetreni hostitele opusti. Obecné plati, Ze by 24 hodin po podani pripravku neméla byt na
zvireti klistata detekovana (Halos et al. 2012).

4.4.4.1 Moderni syntetické a rostlinné repelenty

K dispozici je fada komercnich repelentll proti klistatim, véetné syntetickych a
rostlinnych sloucenin. Mezi nejcastéji pouzivané syntetické latky k vyrobé repelentd mizeme
zaradit deet (N,N-diethyl-3-methylbenzamid), IR3535 (ethyl aminoproprionate) nebo
picaridin.

Nejcastéji pouzivany prirodni derivat je z rostliny Eucalyptus citriodora (para-menthan-
3,8-diol) (Abdel-Ghaffar et al. 2015; Benelli et al. 2016).
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Deet

Deet (N, N-diethyl-3-methylbenzamide) je jiz vice neZ pét desetileti nejrozsifenéjsim
repelentem proti clenovcim a je dostupny v Siroké skale koncentraci a produktd, které mohou
byt aplikovany na pokozku ¢i odév (Frances 2007). Poprvé byl registrovan jako repelent v roce
1957. Je aktivni slozkou vétsiny komercéné dostupnych repelentd proti klistatiim, které se dnes
pouzivaji na lidskou kizi, v repelentech pro psy a je ucinny proti nékolika druhdm klistat
(Kulkarni & Naik 1985). Neni ovSsem ucinny na vsechny druhy klistat, napfiklad proti A.
hebraeum neni schopny poskytnout dlouhodobou ochranu ani pfi pomérné vysokych
koncentracich (Jensenius et al. 2005). BohuZel ma radu nezadoucich ucinkd, jako jsou: toxicita
a drazdivost (lyigundongdu et al. 2019). Kromé toho bylo zaznamenano i poskozeni
centralniho nervového systému, zejména u déti (Frances 2007). Mezi dalsi znamé komplikace
spojené s vystavenim se deetu, patfi také kardiovaskularni a dermatologické reakce (Stajkovié
& Milutinovié 2013).

IR3535

Byl vyvinut v 70. letech v Evropé jako bezpecnéjsi varianta repelentu, nezZ je deet.
ZpUsobuje mensi podrazdéni sliznic a jeho akutni ordlni a dermalni toxicita je znatelné lepsi.
Také neexistuji zadné predchozi zpravy o jakychkoliv vdinych nezadoucich Ucincich
(lyigundongdu et al. 2019).

Picaridin

Picaridin je jednou z dalSich alternativ deetu a predstavuje oproti nému nékolik vyhod.
Neposkozuje a nelepta plasty, nezanechava zapach a neni mastny ani lepivy (Katz et al. 2008).
Podobné plsobi i pfi aplikaci na latku, kdZi nebo srst zvifat. Je mozné ho tak vyuZit pro lidi i
domadci zvifata (Abdel — Ghaffar et al. 2015). Ve 20% koncentraci zajistuje delsi dobu ucinku
proti klistatdm ve srovnani s deetem (Frances 2007). Toxicita, kterd by méla vliv na vnitfni
organy, reprodukci nebo zplsobovala dermatitidu, nebyla prokazana (Diaz 2016).

Repelenty s vytazky z rostlin

Naprosta vétSina latek, které byly testovany na repelenci proti klistatim, byly
terpenoidy. Rada rostlin a esencidlnich olejd také vykazuje repelentni vlastnosti proti
hematofagnim ¢lenovcim véetné klistat (Brooke et al. 2009). Z prehledu publikovanych studii
vyplyva, Ze nejcastéji byly pouzivany k testovani repelence rostlinné latky z fadu Lamiaceae
(hluchavkoviti) (Tarig et al. 2016).

Terpenoidy

Terpenoidy jsou metabolity rostlin, které se podileji na obrané proti ¢lenovclim a
patogendm (Kappers et al. 2008). Dautel et al. (1999) ve svém vyzkumu zjistili, Ze nymfy
I. ricinus stravily podstatné méné ¢asu na filtracnim papire oSetfeném myrtenalem (bicyklicky
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terpen), ktery je obsazen v tadé rostlin jako napf. v maté peprné (Mentha piperita) nebo
medurice lékarské (Melissa officinalis) oproti neosetfenému.

Esencidlni oleje

Esencialni oleje rostlinného plivodu jsou smési pfiblizné 20 - 80 rdznych metabolitQ
rostlin. Tyto metabolity vétSinou obsahuji dvé az tfi hlavni terpenové nebo terpenoidni slozky,
které tvofi az 30 % oleje (Bakkali et al. 2008). Jsou lipofilni povahy a narusuji zakladni
metabolické, biochemické a fyziologické a behavioralni funkce hmyzu (Brattsten 1983). Oproti
syntetickym insekticidim, jsou esencidlni oleje cenové dostupnéjsi po celém svété (Mossa
2016).

Z hlediska chemického jsou tvoreny uhlovodiky — terpeny a seskviterpeny a
okyslicenymi slouc¢eninami jako estery, aldehydy, alkoholy, ketony, ethery, laktony,
fenolethery a fenoly, které vytvari charakteristicky zapach rostlin. Vyrazné se oleje mohou lisit
ve sloZeni diky rGznym odriddm a druhlm rostlin, ze kterych jsou ziskavany a zaroven
z hlediska oblasti pivodu rostliny (Tripathi et al. 2009).

Pokud je rostlina napadena plisni, hmyzem, byloZravci nebo mikroorganismy za¢nou se
uvolnovat esencialni oleje, které pusobi jako ochranné latky. Variabilni sloZeni oleji se odviji
od klimatickych podminek, ve kterych dana rostlina vyrostla, na pldnim sloZeni, véku rostliny
a také na Casti, ze které byl dany olej ziskan. Z rostlin jsou obvykle extrahovany pomoci parni
destilace a Ize je ziskat ze stonkd, list(i, koren(, kvét a semen (Tripathi et al. 2009; Swany et
al. 2016).

Esencialni oleje jsou pouzivané napf. jako pfirodni pesticidy k hubeni hmyzu. Pomahaji
snizovat populaci skGidct a zvySovat produkci potravin. Maji mensi dopad na Zivotni prostredi
a lidské zdravi nez vétsSina syntetickych pesticidl. Kromé zemédélstvi se také vyuZivaji ve
farmaceutickém prlmyslu, kosmetice a parfémech. Esencidlni oleje se také pouzivaji
v potravinarském pramyslu, kde slouZi predevSim kochuceni potravin. Diky svym
antioxidacnim, antinociceptivnim, antibakterialnim a antivirovym Gcinkm se pouzivaji také
v mediciné (Flanagan 2011). Nyni je znamo pfiblizné 3 000 rtznych esencidlnich olejl a z toho
okolo 300 z nich je vyuZivano v primyslu (Mossa 2016). Repelentni Gc¢inek proti klistatim je
v soucasnosti znam pro 51 esencialnich oleju a stejné tak u dalSich 39 Cistych syntetizovanych
latek z éterickych oleja (Benelli & Pavela 2018).

Biocidni Gcinnost vici hematofagnim clenovcdm vykazuji esencialni oleje z rostlin jako
napriklad Salvéj lékarskd (Salvia officinalis), medurnika |ékarska (Melissa officinalis), smrk
ztepily (Picea abies), mata peprnd (Mentha piperita), skofice (Cinnamomum), levandule
lékarska (Lavandula angustifolia), citrénova trava (Cymbopogon citratus), bazalka prava
(Ocimum basilicum) a blahovi¢nik (Eukalyptus) (Tripathi et al. 2009).

Esencialni oleje maji nékolik riznych zplsobd, jak na ¢lenovce plsobi. M(zZe dochazet
k inhibici sani nebo syntézy chitinu, sniZzovani rlstu, vyvoje nebo reprodukce a mohou
ovliviiovat také chovani klistat (Rosado-Aguilar et al. 2017).

Uginnost esencialnich olejd byla prokadzana nékolika réiznymi zplisoby. Klistata byla
ponofena do testovaného roztoku nebo vystavena fyzickému kontaktu s oSetfenym
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povrchem. Bylo pozorovdno plsobeni vypar( z oleju, kdy se ukdzalo, Ze nemusi jit pouze o
mechanicky ucinek, ale mlZe dochazet i kneurotoxicité. Napfiklad terpin-4-ol,
monoterpenoid, ktery se ve vysokych koncentracich nachazi v tea tree oleji, inhibuje
acetylcholinesterdzu clenovcl. Jednd se o enzym, ktery je nezbytny pro prenos akcnich
potenciald (Mills et al. 2004).

Esencialni oleje maji vysoce tékavou povahu a diky tomu se nevyznacuiji pfilis dlouhou
dobou repelence (Ellse & Wall 2013). Obecné muzZeme fici, Ze jsou méné ucéinné a poskytuji
ochranu pred klistaty po kratsi dobu nez napfiklad synteticky deet (Moore 2007). V pfipadé
pouziti vyssich koncentraci smési rGznych silic se, diky synergickému ucinku, mlze zvysit
repelentni Gcinnost. U senzitivnich jedincl vsak vysoké koncentrace esencialnich olejlil mohou
vézt k projevu dermatitid (Barnard 1999).

Pfed vznikem syntetickych repelentl se proti hmyzu bézné vyuZival esencidlni olej
z vonatky citronové (Cymbopogon citratus), ktery se i v soucasnosti ¢asto vyskytuje jako
prisada v nékterych komerénich produktech pro své repelentni Gcéinky proti klistatim
(Bissinger & Roe 2010). Vytazky a esencialni oleje z ni, jsou znamé ucinkem napfiklad proti
nymfam klistat A. cajennense a I. ricinus (Soares et al. 2010).

V pripadé laboratorniho in-vitro testu na dospélych samicich /. ricinus bylo prokazano,
ze esencialni olej z levandule Iékafské (Lavandula angustifolia) vykazuje zajimavy potencial
jako alternativni repelent pro venkovni, kratkodobé aktivity. Byly také zkouseny dalsi
esencidlni oleje, a to eukalyptovy a pomerancovy. Oba zminéné oleje vsak vykazovaly nizkou
repelenci. Ackoliv Gcinnost vsech tfi testovanych olejli se v prlilbéhu ¢asu snizila, ucinek deetu
po dobu testovani zlistal témér stejny (Kulma et al. 2017).

Insekticidni vlastnosti esencialnich olejti

Chemické sloZeni esencialnich oleju je lipofilni povahy. Mohou zpUsobit biochemickou
dysfunkci a nasledné smrt. Toxicita oleju nezavisi pouze na chemickych slou¢eninach, které
pusobi jako toxiny, ale také na misté vstupu toxinu do téla, molekulové hmotnosti a
mechanismu ucinku. Do téla hmyzu se mohou dostat vdechnutim, pozitim ¢i absorpci skrz
pokozku (Mossa 2016). Diky mechanickému Ucinku na parazita, jako je napf. naruseni
kutikuldrnich vosk(, mlze dojit u hmyzu k smrti udusenim (Burgess 2009).

Mechanismus ucinku esencialnich oleju

Ukazuje se vSak, Ze aktivita esencialnich olejd jako insekticidl spociva v plisobenti jejich
ucinku na nervovy systém hmyzu. Jeho naruseni ma za nasledek zastaveni Cinnosti nervové
soustavy. Receptor pro oktopamin nebyl u obratlovc(i nalezen. Proto maji esencidlni oleje jako
bioinsekticidy selektivni toxicitu pro savce. Pokud jde o anticholinesterazovy ucinek
esencialnich olejl, mechanismus neurotoxického plsobeni a symptomy jsou podobné tém,
které vyvolavaji organofosfatové a karbamatové insekticidy. Ptiznaky se projevuji
hyperaktivitou, kie¢emi, tfesem a nasledné paralyzou (Mossa 2016).
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4.4.4.2 Synergicky efekt

Synergismus lze popsat jako Ucinek interakce biologickych struktur nebo chemickych
latek, coz vede k celkovému ucinku, ktery je vyssi nez soucet jednotlivych ucinkd.

Synergicky efekt byl pozorovan také u sloZek esencialnich olejii. Napriklad thymol a
karvakrol v kombinaci s dalSimi sloZzkami esencialniho oleje vykazovaly zvyseny antibakterialni
ucinek. K ovéreni hypotézy, Ze u slozek esencialnich olejd mlze dochazet k synergickym
ucinktm, byly pripraveny binarni smési 1:1 fady slozek obsaZenych v esencialnich olejich a
testovany na cytotoxickou aktivitu. Ve vétsiné pripadl doslo ke zvySeni aktivity. To znamena,
Ze cytotoxicka aktivita smési je vyssi, nez by se dalo ocekavat, pokud by aktivity obou latek
byly aditivni (Wright et al. 2007).

Repelentni ucinnost olejid je obvykle pricitana konkrétnim slouceninam, k vyssi
biologické aktivité mlze vést synergicky jev mezi danymi metabolity, ve srovnani
s jednotlivymi oleji (Gillij et al. 2008). Tyto synergické ucinky esencidlnich oleji byly u¢inné
testovany proti komartim (Reegan et al. 2014). Stefanidesova (2017) ve své studii toto tvrzeni
vyzkousela. Testovany byly dvé smési, které obsahovaly vidy dva esencialni oleje. Vysledky
ukazaly, Ze smési esencialnich oleji jako repelentl byly ucinnéjsi, oproti poufZiti oleje
samostatné. Omolo et al. (2004) ve své studii naopak dosli k zavéru, Ze pfi testovani smési
éterickych oleju se vyrazné sniZila repelentni aktivita, coZ naznacuje, Ze i minoritni slozky
obsazené v repelentech jsou velice dllezité v celkovém sloZeni repelentu a jeho repelentni
aktivity.

4.4.5 Studie zabyvajici se testovanim esencialnich olejti na psech
4.4.5.1 In-vitro

Goode et al. (2018) zkoumali in-vitro schopnost fady esencidlnich oleji nebo aktivnich
slozek komercné dostupnych repelentli zamezit orientaci a pohybu klistéte /. ricinus vQci
koZnimu mazu extrahovanému ze psich chlup(. K testovani latek byl vyuzit filtracni papir, ktery
byl osetfen danou latkou, klisté na néj bylo pfiloZzeno a pozorovano. Byly pozorovany znaéné
rozdily mezi oleji, ale kurkumovy olej byl schopen zabranit pohybu klistat a mél delsi zbytkovou
aktivitu nez jiné oleje.

Oleje v této studii byly vybrany na zédkladé predchozich vyzkumu o biologické aktivité.
Byly pouzity oleje z pelargdnie vonné (Pelargonium gravolens), zazvoru lékarského (Zingiber
officinale), grapefruitu (Citrus paradisi), levandule |ékafské (Lavendula angustifolia),
pomerance (Citrus sinensis), maty rolni (Mentha arvensis), tymianu obecného (Thymus
vulgaris) a z kofene kurkumy (Curcuma longa). Oleje byly nejprve testovany v 5% koncentraci.

Jako atraktant byl pouZit mazovy sekret extrahovany z psich chlupl ziskanych od
anglického Springrspanéla. Chlupy byly nasekany a umistény do 50 ml roztoku methanolu a
kontinualné michany po dobu 10 minut. Kadinka se poté nechala v mistnosti o teploté zhruba
21 °C po dobu 48 hodin. Poté byla zbyvajici kapalina precedéna pres sito. Suspenze mazu byla
rozdélena a skladovana pfi teploté -20 °C az do doby pouziti. Ethanol a suspenze olivového
oleje byly pouzity jako negativni kontroly. Deet (N,N-diethyl-3-methylbenzamid) a PMD (p-
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methan-3,8,-diol) poskytly pozitivni kontroly. Casto se tyto slozky objevuji v repelentech proti
hmyzu.

Maz extrahovany z psich chlupl se ukazal jako silny atraktant. Z vysledku vyplynulo, Ze
kurkumovy olej ma podobny uUcinek jako deet a pomerancovy olej jako ethanol. Kurkumovy
olej dosahoval podobného vysledku i po ¢tyfech hodinach ve srovnani s deetem. Kurkumovy
olej byl znovu testovan také v koncentraci 2,5 % a 1,25 %, aby se ukdzala nejmensi ucéinna
koncentrace. Nebyl pozorovan zadny vyznamny rozdil mezi koncentracemi5 %, 2,5 % a 1,25 %.

4.4.5.2 In-vivo

Pro testovani oleji na psech bylo vyuZité stejné prostredi, jako pro sbér nymf do
in- vitro testovani. Podminkou pro vybrani daného psa do vyzkumu bylo, aby mél alespon
jednou za Zivot prisaté klisté a zaroven moznost dochazet alespon trikrat tydné na dané
testovaci misto v parku po dobu ¢tyf tydnu. Diky tomu byli psi vystaveni podobné Urovni rizika
napadeni klisStétem (Jennett et al. 2013).

Psi byli ndhodné rozdéleni do tfi skupin. V kazdé skupiné bylo 30 psu. OSetfeni psa
probihalo vzdy pred vychazkou, a to zejména v oblasti koncetin a bficha.

Dvé skupiny psu byly osetreny pripravkem a jedna, kontrolni, byla bez oSetfeni. Pouzily
se dva typy esencidlnich olej(i, kurkumovy a pomerancéovy. Oba oleje v koncentraci 2,5 %, byly
zfedéné ve vodé s 1% kokosovym glukosidovym excipientem a namichany jednotlivé do
200 ml hlinikovych lahvi¢ek s rozprasovacem. Pomerancovy olej byl pouZit jako negativni
kontrola, aby se vyvratila moznost hydrofobni povahy olej.

Vysledky ukazaly, Ze v oblastech oSetfenych kurkumovym olejem se nachazela klistata
pouze v 15 % ve srovnani s pomerancovym olejem, kde klistata byla u 85 % ps0. V pfipadé
kontrolni skupiny byla klistata nalezena v 73 %.
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5 Metodika
5.1 Klistata

5.1.1 Lokalita sbéru klistat

Klistata, kterd byla pfedmétem testovani na ucinnost smési esencidlnich olejl, byla
sesbirdna v Praze v Klanovickém lese. Samotny sbér probihal v obdobi od poloviny kvétna do
prvniho tydne mésice fijna roku 2020. Konkrétni sbérnd mista byla vybirdana dle znalosti
bionomie klistéte obecného. Prvotni sbér byl proveden na nesecené travé (50.0829N,
14.6598E) a pozdéji (pfi znepfistupnéni dané lokality), bylo pokratovdno na mistech
opadaného listi a jehlici v blizkosti krmelce pro lesni zvér (50.0813N, 14.6584E) (viz Obr. 5).

AP

Obr. 5: Druha z lokalit pro sbér nymf v Klanovickém lese (Autorka prace)

5.1.2 Klistata

Ke sbéru klistat dochazelo v podvecernich hodinach (16 — 20 h), vyjimec¢né v dopolednich
hodinach (9 — 11 h) dle denni teploty a pocasi. Sbér byl provadén metodou vlajkovani, kdy byla
pouzita vlajka z fleecového materidlu bilé barvy, ktera byla navle¢ena na dievénou ty¢ a
pomalu vlecena po zvoleném prostiedi. Bild barva je zvolena z dlivodu dobré viditelnosti
jedincll (kontrast barev) a snadnéjsSimu rozpoznavani.

Pfedmétem sbéru byly nymfy klistéte, kterych se béhem jednoho sbéru obvykle podafilo
nasbirat sto az dvé sté padesat kusd. Jeden sbér trval pfiblizné hodinu a pUl az tfi hodiny.
Nymfy byly z vlajky sebrany pomoci entomologické pinzety a vioZzeny do centrifugacni plastové
zkumavky s pripravenym listem nebo stébly travy pro udrzeni vihkosti a predejiti tak mortalité
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klistat z ddvodu vyschnuti. Do jedné zkumavky bylo vioZzeno maximalné padesat nymf.
Zkumavky byly o velikosti 15 nebo 50 ml, uzavieny neprodysnym vickem (viz Obr. 6)

Obr. 6: Klistata pripravena k testovani po prevozu do laboratore (Autorka prace)

Protoze se sbér obvykle uskutecnoval v podvecernich hodinach a k testovani v laboratofi
dochdazelo az druhy den rano, byla klistata pfes noc uchovavana ve zkumavkach a vloZzena do
krabicky s vlhkou vatou a ponechdany v pokojové teploté.

Po pfivezeni nymf do laboratofe jim byla ze zkumavek odstranéna rostlinna slozka a
nahrazena prouzkem filtra¢niho papiru. Nepropustna vicka zkumavek byla vyménéna za vicka
s péti az Sesti otvory, ktera slouzila pro pfistup vzduchu a vlhkosti. Mezi vickem a hrdlem
zkumavky byla umisténa neprostupna sitovina. Nymfy byly nasledné uloZeny do exsikatoru,
tlustosténné dvoudilné nadoby o prdméru 30 cm. Ve spodni ¢asti, pod perforovanou deskou,
se nachdzela Petriho miska s navlhéenou vatou, kterd udrzuje relativni vlhkost 95 £ 5 % a
teplotu 26 £ 1°C.

K testovani bylo pouZzito celkem 2 100 nymf klistéte Ixodes ricinus.
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5.2 Esencialni oleje

Pro testovani byly pouzity esencialni oleje ze smrku ztepilého (Picea abies) a Salvéje
Iékarské (Salvia officinalis). Esencialni oleje byly ziskany z komercénich zdroji (Roni Epam s.r.o.,
Praha) v 10 ml lahvi¢kach a skladovany pfi 5 °C v lednici v Narodni referencni laboratofi pro
dezinsekci a deratizaci ve Statnim zdravotnim ustavu (SZU). Oleje byly nafedény lihem do
koncentraci 5, 10, 15 a 20 %. Pomér esencialnich oleji ve smési byl 1:1, 1:2 a 2:1 a tyto poméry
byly vyuzity ve vSech testovanych koncentracich. Pro kontrolu ucinnosti olejd a zjisténi
pripadného synergického ucinku byl pouzZit synteticky repelent (deet), ktery je jednou
z hlavnich ucinnych slozek psich repelentt. Byl pouzZit v koncentraci 5 % a 20 %.

5.3 In-vitro test

5.3.1 Priprava pred testovanim

Pfed kazdym testovanim byly nymfy vyjmuty z exsikatoru a rozdéleny po péti jedincich do
mikrozkumavek o velikosti 1,5 ml. Celkem bylo pfipraveno Sest mikrozkumavek s celkovym
poctem triceti jedincl, a to maximalné jednu hodinu pred samotnym testovanim. Pro
zachovani vlhkosti byla pouzita rostlinna slozka (viz Obr. 7).

4

Obr. 7: Nymfy v mikrozkumavkach pripravené na testovani na Petriho miskach (Autorka prace)
Nasledné byl pfipraven roztok sesencidlnim olejem nebo deetem v poZadované

koncentraci. Roztok byl naredén do 10 ml sklenéné lahvicky a utésnén alobalovym vickem,
které slouzilo jako ochrana pred vyparovanim (viz Obr. 8).
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Obr. 8: Naredény roztok pro aplikaci na Petriho misky (Autorka prace)

Pro samotny in-vitro test esencialnich olejli byly pouzity ctyfi Petriho misky (tfi
experimentalni + jedna kontrolni) s prllmérem 9 cm, priCemZ pro naslednou snadnéjsi
identifikaci byly misky vZdy oznaceny Cislem (viz Obr. 9a a 9b). Do kazdé misky byly vloZeny tfi
vrstvy filtracniho papiru Whatman (GE Healthcare, USA).

Déle byla pripravena zkumavka pro klistata, kterd prekonala filtraéni papir napustény
testovanym roztokem. K méreni poZzadovaného casu byly pouzity minutkové hodiny.

Obr. 9a a 9b: Oznacena Petriho miska s testovanymi nymfami a minutkovymi hodinami. Na
druhé fotografii vidime nymfy béhem pokusu na oSetifené Petriho misce (Autorka prdace)
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5.3.2 Prubéh testovani

Testovani bylo provedeno v sedmi ¢asovych usecich (5 min, 30 min, 60 min, 2 hod, 4
hod, 6 hod a 8 hod po aplikaci roztoku). Pfipraveny roztok byl pomoci pipety nanesen na okraj
filtracniho papiru kolem vnitiniho okraje Petriho misky v mnoZstvi 0,5 ml. Kontrolni miska byla
oSetfena ethanolem ve stejném mnoizstvi, pro vylouceni vlivu rozpoustédla na repelentni
ucinek. Pro kazdé testovani bylo pouZito deset nymf, které byly pomoci pinzety umistény
doprostied Petriho misky. Vzdy, kdyz klisté roztok prelezlo, byl zaznamenan konkrétni ¢as a
klisté bylo umisténo do zkumavky (viz Obr. 10a). Pfed prvnim testovanim byly nymfy umistény
do kontrolni misky a byly pozorovany po dobu péti minut. Pfi kontrolnim testovani nymfy vzdy
prelezly ethanolovou bariéru. Po kontrole bylo do kazdé oSetfené misky vloZzeno pinzetou
deset nymf a po dobu péti minut bylo odecitdno mnozZstvi jedinc, ktefi tuto bariéru byli
schopni prekonat. Za prekonani bylo povazovano opusténi Petriho misky nebo pohyb po
oSetifené cCasti filtracniho papiru delSim neZ jedna minuta. V pfipadé, Ze nymfa nebyla
dostatecné aktivni, byla vyménéna za novou. Pro kazdy ze stanovenych ¢asl byly provedena
tfi opakovani vidy s deseti nymfami v jedné Petriho misce. Jednotlivé nymfy byly pouzity
pouze jednou pro dany ¢as a poté uloZzeny do zkumavky s konkrétnim ¢asem pro pozdé;si

pozorovani (viz Obr. 10b).

Obr. 10a a 10b: Zaznamendvani klistat, pfi testovani na kontrolni Petriho misce a pfi
S5minutovém testovdani na 15% koncentraci smrku a Salvéje v poméru 1:2. Na druhé fotografii
vidime zkumavku pro klistata, kterd béhem pétiminutového intervalu pfekonala Petriho misku
s aplikovanym roztokem (Autorka prace)
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5.3.3 Ukonceni testovani

Pokus byl ukoncen po osmi hodinach nebo v pfipadé, Ze repelentni ucinnost pfipraveného
roztoku byla nizsi nez 33,3 %. VSechny testované nymfy byly ulozeny ve zkumavce s pfislusSnym
¢asem, a umistény do krabicky s pfipravenou navlhcéenou vatou. Po dvaceti ¢tyfech hodinach
od zahajeni testovani byly tyto nymfy zkontrolovany a byla zaznamenana jejich pfipadna
mortalita. Dle ECHA (2018) nesmi byt mortalita klistat vyssi nez 10 %, aby pfipravek odpovidal
definici repelentu. Umrtnost nymf mimo pfirozené prostiedi vyskytu je vy33i, a zaroven se také
zvySuje pfi manipulaci, testovani a obecné pfi vystavovani stresu. Pfi vyhodnocovani se na tyto
faktory musel brat zretel. Pfi presahnuti 10% umrtnosti bylo nutné cely test zopakovat.
Nasledné byla po ukonceni testu klistata usmrcena mrazem pfi -30 °C a darovana Narodni
referencni laboratofti pro Lymeskou boreliézu pro dalsi analyzy.

5.4 Vyhodnoceni dat

Repelentni ucinnost byla vypocitdna pomoci aritmetického prdméru tfi opakovani
pokusu. Vysledné hodnoty byly zaokrouhlené na jedno desetinné misto. Ke statistickému
vyhodnocovani byl pouzit program Statistica (StatSoft, Praha) za poufziti vicefaktorové Anovy
a post-hoc Turkeyeho testu. Za ucelem zjisténi synergického efektu byla ziskana data
porovnana sdaty paralelniho pokusu provedeného identickou metodikou, ovSem
s nesmichanymi esencidlnimi oleji (DP Jesiky Kinterové).
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6 Vysledky
6.1 Tabulky pro potvrzeni synergického efektu

Tabulka €. 1: Porovnani ucinnosti 5% a 20% deetu v Case.

Ucinnost v ¢ase (%)

Koncentrace [ 5 min [30min | 60 min | 120 240 360 480

DEET min min min min
5% 100,0 | 100,0 | 96,7 83,3 80,0 80,0 | 76,7

20% 100,0 | 100,0 | 100,0 | 96,7 96,7 86,7 | 80,0

Tabulka €. 2: Porovnani repelentni ucinnosti v ¢ase u roztoku z esencialniho oleje ze smrku
ztepilého (prevzato z prace Jesiky Kinterové).

Uc¢innost v ¢ase (%)

Koncentrace | 5 min | 30 min | 60 min 120 240 360 480
min min min min
Smrk 5% 76,7 30,0 3,3
10% 90,0 93,3 76,7 30,0
15% 86,7 90,0 86,7 53,3 43,3 20,0
20% 86,7 86,7 80,0 60,0 60,0 43,3 16,7

Tabulka €. 3: Porovnani repelentni Gcinnosti v ¢ase u roztoku z esencialniho oleje z salvéje
|ékarské (prevzato z prace Jesiky Kinterové).

Ucinnost v ase (%)
Koncentrace 5 min 30 60 120 240 360 480
min min min min min min
Salvéj 5% 80,0 66,7 13,3
10% 86,7 86,7 63,3 26,7
15% 80,0 76,7 70,0 66,7 50,0 50,0 16,7
20% 83,3 76,7 70,0 66,7 56,7 56,7 26,7
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Tabulka €. 4: Porovnani repelentni u¢innosti v ¢ase u smési esencialnich oleju ze smrku a
Salvéje v poméru 2:1.

Smrk
Salvéj
2:1

Ucinnost v ¢ase (%)

Koncentrace | 5min | 30 min | 60 min | 120 min 240 360 480
min min min
5% 93,3 90,0 26,7
10% 96,7 93,3 90,0 26,7
15% 90,0 86,7 93,3 80,0 36,7 26,7
20% 86,7 90,0 83,3 83,3 86,7 86,7 83,3

Tabulka €. 5: Porovnani repelentni u¢innosti v ¢ase u smési esencialnich oleju ze smrku a
Salvéje v poméru 1:2.

Smrk
Salvéj
1:2

Ucinnost v ¢ase (%)

Koncentrace | 5 min 30 min | 60 min | 120 min 240 360 480
min min min
5% 86,7 80,0 76,7 16,7
10% 86,7 93,3 86,7 76,7 40,0 30,0
15% 93,3 80,0 73,3 80,0 33,3
20% 96,7 93,3 90,0 86,7 90,0 83,3 66,7

Tabulka €. 6: Porovnani repelentni u¢innosti v ¢ase u smési esencialnich oleju ze smrku a
Salvéje v poméru 1:1.

Smrk
Salvéj
1:1

Ucinnost v ¢ase (%)

Koncentrace 5 min 30 min 60 min 120 min 240 360 480
min min min
5% 96,7 93,3 66,7 16,7
10% 96,7 96,7 90,0 96,7 76,7 33,3
15% 90,0 93,3 90,0 80,0 30,0
20% 93,3 90,0 93,3 86,7 76,7 66,7 60,0
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Pfi porovndni tabulek 2 a 3 s tabulkami 4 — 6 mGzZeme Fici, Ze mezi esencidlnimi oleji ze smrku
ztepilého a Salvéje Iékarské existuje synergicky efekt. Pfi poméru smési 2:1 byl synergicky efekt
pozorovan u vsech koncentraci s tim, Ze u 20% koncentrace byl pozorovan po celou dobu
testovani a vyrazné se zvysila repelentni ucinnost v porovnani s testovanim samostatnych
olejl. Pri poméru 1:2 byl pozorovan synergicky efekt ve vsech koncentracich, kromé 15 %. Zde
nebyl synergicky efekt témér pozorovan. Nejvyraznéjsi synergicky efekt byl opét pri 20%
koncentraci. U posledniho poméru 1:1 byl pozorovan synergicky efekt u vSech koncentraci a
stejné jako u predchozich dvou byl nejvyrazné;jsi pfi 20% koncentraci. MUzZeme tedy fici, Ze
synergicky efekt mezi témito esencialnimi oleji existuje.
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6.2 Statistické vyhodnoceni pokusu

V nasledujicich grafech jsou znazornéné vysledky statistického vyhodnoceni pokusu.

6.2.1 5% koncentrace

Pti testovani 5% koncentrace vSech esencialnich olejli byl mezi dobou testovani a
repelentni Ucinnosti zaznamenan statisticky vyznamny rozdil (viz Obr. 12 a Tabulka ¢. 7). Pfi
porovnavani jednotlivych esencialnich oleji v 5% koncentraci nebyl statisticky vyznamny
rozdil pozorovan mezi esencidlnim olejem ze smrku ztepilého a Salvéje |ékarské. Pfi
porovndvani smési ze smrku ztepilého a Salvéje lékarské v poméru 2:1, nebyl statisticky
vyznamny rozdil pozorovan pouze se smési v poméru 1:2. V pfipadé porovnavani smési
v pomeéru 1:2, nebyl statisticky vyznamny rozdil pozorovan se smésmi v pomérech 2:1 a 1:1.
V pfipadé porovnavani deetu, nebyl pozorovan statisticky vyznamny rozdil pouze mezi jeho
koncentracemi, 5 % a 20 %. Pfi porovndvani sesencidlnimi oleji byl vidy zaznamenan
statisticky vyznamny rozdil (viz Tabulka €. 8).
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90
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MPicea abies  MSalvia officinalis ~ B P. abies : S. officinalis 1:1 EP. abies : S. officinalis 1:2 OP. abies : S. officinalis 2:1 EIDEET5%  WDEET20%

Obr. 12: Pomoci grafu vyjadrena post-hoc analyza ucinnosti testovanych esencialnich oleji pfi
5% koncentraci. Oleje byly testovany samostatné i ve smésich a porovnany s kontrolnim
syntetickym repelentem deet a to v5% a 20% koncentraci. Repelentni Ucinnost byla
zaznamendna do 120 minut po aplikaci. Do této doby byla repelentni Uc¢innost pozorovana
pouze u dvou smési ze smrku ztepilého a Salvéje |ékarské, a to v pomérech 1:2 a 1:1. V ramci
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pfipravovaného ¢lanku z dostupnych vysledk(, poskytl graf pan Ing. Martin Kulma, Ph.D.,
vedouci této zavérecné prace.

Tabulka €. 7: Vliv doby testovani 5% koncentrace vSech esencidlnich olejl na jejich repelentni

ucinnost.

Tukeylv HSD test; proménna Ucinnost (Koncentrace)

PFiblizné pravdépodobnosti pro post hoc testy

Chyba: meziskup. PC = 84,545, sv = 55,000

Cas [ {1} 2 3) @)

C. buriky 89,524 79,524 57,500 30,476
1 5 0,004766, 0,000161| 0,000161
2 30 0,004766 0,000161| 0,000161
3 60| 0,000161 0,000161 0,000161
4 120 0,000161| 0,000161, 0,000161

Tabulka €. 8: Vliv typu esencialniho oleje v 5% koncentraci na jeho repelentni Ucinnost.

Tukeylv HSD test; promé&nna Uginnost (Koncentrace)
PFiblizné pravdépodobnosti pro post hoc testy
Chyba: meziskup. PC = 84,545, sv = 55,000
Roztoky {1} {2} {3} {4} {5} {6} {7}
buriky 30,000 | 40,000 | 52,500 | 63,333 | 68,333 | 94,167 | 99,167
smrk ztepily 0,144411/0,000139| 0,000135/),000135),000135| 0,000135
Salvéj lékarska|| 0,144411 0,024644| 0,000136/),000135),000135| 0,000135
smés 2:1/[0,000139/0,024644 0,076798,001810,000135 0,000135
smés 1:2/0,000135/0,000136 0,076798 ),833974),000135 0,000135
smés 1:1/[0,000135/0,000135 0,001810 0,833974 ),000135| 0,000135
deet 5%| 0,000135/0,000135/0,000135| 0,000135/),000135 0,833974
deet 20%| 0,000135 0,000135/0,000135| 0,000135),000135,833974

~No|o|hw[N[=]0
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6.2.2 10% koncentrace

Pfi testovani 10% koncentrace vsech esencidlnich olejli byl mezi dobou testovani a
repelentni U¢innosti zaznamenan statisticky vyznamny rozdil mezi ¢asy 120 minut, 240 minut
a 360 minut od aplikace. Mezi ¢asy 5 minut, 30 minut a 60 minut od aplikace, nebyl
zaznamendn statisticky vyznamny rozdil (viz Obr. 13 a Tabulka ¢. 9). Pfi porovnavani
jednotlivych esencialnich oleji v 10% koncentraci nebyl statisticky vyznamny rozdil pozorovan
mezi esencidlnim olejem ze smrku ztepilého a Salvéje Iékarské. Pfi porovnavani smési ze smrku
ztepilého a Salvéje |ékarské v poméru 2:1, nebyl statisticky vyznamny rozdil pozorovan pfi
porovnani se samostatnymi esencidlnimi oleji ze smrku ztepilého a Salvéje Iékarské. V pripadé
porovnavani smeési vpoméru 1:2, byl statisticky vyznamny rozdil pozorovan se vsemi
esencidlnimi oleji. U smési v poméru 1:1, nebyl statisticky vyznamny rozdil pozorovan pfi
srovnani s 5% koncentraci deetu. V pfipadé porovnavani deetu, nebyl pozorovan statisticky
vyznamny rozdil mezi jeho koncentracemi, 5 % a 20 % a smési v poméru 1:1 (viz Tabulka ¢. 10).
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M Picea abies M Salvia officinalis B P. abies : S. officinalis 1:1 ~ OP. abies : S. officinalis 1:2  OP. abies : S. officinalis 2:1 B DEET 5% B DEET 20 %

Obr. 13: Pomoci grafu vyjadrena post-hoc analyza ucinnosti testovanych esencialnich oleji pfi
10% koncentraci. Oleje byly testovany samostatné i ve smeésich a porovnany s kontrolnim
syntetickym repelentem deet a to v5% a 20% koncentraci. Repelentni Ucinnost byla
zaznamendana do 360 minut po aplikaci. Do této doby byla repelentni Ucinnost pozorovana
pouze u dvou smési ze smrku ztepilého a Salvéje |ékarské, a to v pomérech 1:2 a 1:1. V ramci
pfipravovaného ¢lanku z dostupnych vysledk(, poskytl graf pan Ing. Martin Kulma, Ph.D.,
vedouci této zavérecné prace.

30



Tabulka €. 9: Vliv doby testovani 10% koncentrace vSech esencidlnich olejl na jejich repelentni
ucinnost.

Tukeyuv HSD test; proménna U¢&innost (Koncentrace)
PFiblizné pravdépodobnosti pro post hoc testy
Chyba: meziskup. PC = 78,571, sv = 84,000
Cas {1} {2} {3} {4} {5} {6}
buriky 93,810 94,286 86,190 62,381 41,905 32,857
5 0,999979 0,069905 0,000124 0,000124 0,000124
30[ 0,999979 0,044767, 0,000124| 0,000124| 0,000124
60 0,069905 0,044767 0,000124| 0,000124| 0,000124
120 0,000124 0,000124, 0,000124 0,000124| 0,000124
240/ 0,000124, 0,000124| 0,000124| 0,000124 0,016964
360]| 0,000124/ 0,000124| 0,000124| 0,000124| 0,016964

IEGIFNEINEE

Tabulka €. 10: Vliv typu esencialniho oleje v 10% koncentraci na jeho repelentni Uéinnost.

Tukeylv HSD test; proménna Ucinnost (Koncentrace)
Priblizné pravdépodobnosti pro post hoc testy
Chyba: meziskup. PC = 78,571, sv = 84,000
Roztoky {1} {2} {3} {4} {5} {6} {7}
buriky 48,333 | 43,889 | 51,111 | 68,889 | 81,667 | 89,444 | 96,667
smrk ztepily 0,741597),964857 ),000123 0,000123/2,000123/3,000123
Salvéj lékarskall 0,741597 ),193717),000123 0,000123/2,000123/,000123
smés 2:1|| 0,9648570,193717 ),000123| 0,000123/2,000123/3,000123
smés 1:2 0,000123/0,000123),000123 0,000913/2,000123/2,000123
smés 1:1J 0,000123/0,000123),000123,000913 0,129584 2,000173
deet 5%| 0,000123/0,000123,000123),000123| 0,129584 0,193717
deet 20%| 0,000123/0,000123)),000123),000123| 0,000173/2,193717

~No|o|hwN]=]0x
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6.2.3 15% koncentrace

Pfi testovani 15% koncentrace vSech esencidlnich olejli byl mezi dobou testovani a
repelentni U¢innosti zaznamenan statisticky vyznamny rozdil mezi ¢asy 120 minut, 240 minut
a 360 minut od aplikace. Mezi ¢asy 5 minut, 30 minut a 60 minut od aplikace, nebyl
zaznamenan statisticky vyznamny rozdil (viz Obr. 14 a Tabulka ¢. 11). Pfi porovnavani
jednotlivych esencialnich oleji v 15% koncentraci nebyl statisticky vyznamny rozdil pozorovan
mezi esencidlnim olejem ze smrku ztepilého a Salvéje Iékarské. Pfi porovnavani smeési ze smrku
ztepilého a Salvéje lékarské ve vsech pomérech, byl statisticky vyznamny rozdil pozorovan
pouze pfi porovnavani se syntetickym deetem v koncentracich 5 % a 20 %. V pripadé
porovnavani deetu, nebyl pozorovan statisticky vyznamny rozdil mezi jeho koncentracemi (viz
Tabulka ¢. 12).
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Obr. 14: Pomoci grafu vyjadrena post-hoc analyza ucinnosti testovanych esencialnich oleji pfi
15% koncentraci. Oleje byly testovany samostatné i ve smésich a porovnany s kontrolnim
syntetickym repelentem deet a to v5% a 20% koncentraci. Repelentni Ucinnost byla
zaznamendna do 360 minut po aplikaci. Do této doby byla repelentni U¢innost pozorovéana u
obou samostatné testovanych esencialnich olejlii a u smési ze smrku ztepilého a Salvéje
lékarské, v poméru 2:1. V rdmci pripravovaného ¢lanku z dostupnych vysledkt, poskytl graf
pan Ing. Martin Kulma, Ph.D., vedouci této zavérecné prace.
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Tabulka €. 11: Vliv doby testovani 15% koncentrace vSech esencidlnich olejli na jejich
repelentni dc¢innost.

Tukeydv HSD test; proménna Uc&innost (Koncentrace)
Priblizné pravdépodobnosti pro post hoc testy
Chyba: meziskup. PC = 88,095, sv = 84,000
Cas [ {1} 2) {3) {4y {5) {6
buriky 91,429 89,048 87,143 77,143 52,857 32,857
5 0,962722| 0,678137 0,000175 0,000124 0,000124
30 0,962722 0,986038 0,001351, 0,000124, 0,000124
60 0,678137 0,986038 0,011019| 0,000124| 0,000124
120 0,000175 0,001351| 0,011019 0,000124| 0,000124
240| 0,000124| 0,000124 0,000124| 0,000124 0,000124
360| 0,000124| 0,000124 0,000124| 0,000124| 0,000124

olo|nw[N][=[ox

Tabulka €. 12: Vliv typu esencialniho oleje v 15% koncentraci na jeho repelentni G¢innost

Tukeyllv HSD test; proménna Ucinnost (Koncentrace)
PFiblizné pravdépodobnosti pro post hoc testy
Chyba: meziskup. PC = 88,095, sv = 84,000
Roztoky {1} {2} {3} {4} {5} {6} {7}
buriky 63,333 | 60,000 | 68,889 | 60,000 | 63,889 | 89,444 | 96,667
smrk ztepily 0,936423| 0,567974 0,936423 0,999997 0,000123/0,000123
Salvéj lékarskall 0,936423 0,079268| 1,000000 0,875150 0,000123 0,000123
smés 2:1|{ 0,567974 0,079268 0,079268 0,683890 0,0001230,000123
smés 1:2|[ 0,9364231,000000 0,079268 0,875150/ 0,000123 0,000123
smés 1:1|[ 0,999997 0,875150 0,683890 0,875150 0,000123/0,000123
deet 5%l| 0,000123/0,000123/ 0,000123| 0,000123| 0,000123 0,252406
deet 20%| 0,000123/0,000123 0,000123 0,000123| 0,000123| 0,252406

~[olalrlw[Nd[=]ox
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6.2.4 20% koncentrace

Pti testovani 20% koncentrace vsech esencidlnich olejli byl mezi dobou testovani a
repelentni U¢innosti zaznamenan statisticky vyznamny rozdil mezi ¢asy 240 minut a 360 minut
od aplikace. Mezi ¢asy 5 minut, 30 minut a 60 minut od aplikace, nebyl zaznamenan statisticky
vyznamny rozdil. U ¢asu 120 minut byl statisticky vyznamny rozdil pozorovan pouze pfi
srovnani se 360 minutami a 480 minutami (viz Obr. 15 a Tabulka ¢. 13). Pfi porovnavani
jednotlivych esencidlnich olejl v 20% koncentraci byl statisticky vyznamny rozdil pozorovan
mezi esencialnim olejem ze smrku ztepilého a Salvéje Iékarské. Pfi porovnavani smési ze smrku
ztepilého a salvéje lékarské ve vsech pomérech, byl statisticky vyznamny rozdil pozorovan
pouze pfi porovnavani se samostatnymi esencidlnimi oleji ze smrku ztepilého a Salvéje
|ékarské. PFi srovnani se syntetickym deetem byl statisticky vyznamny rozdil pozorovan pouze
u smési smrku ztepilého a Salvéje Iékarské v poméru 1:1 a 5% koncentrace deetu. V pripadé
porovnavani deetu, nebyl pozorovdn statisticky vyznamny rozdil mezi jeho koncentracemi (viz
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Obr. 15: Pomoci grafu vyjadrena post-hoc analyza ucinnosti testovanych esencialnich oleji pfi
20% koncentraci. Oleje byly testovdny samostatné i ve smésich a porovnany s kontrolnim
syntetickym repelentem deet a to v5% a 20% koncentraci. Repelentni Ucinnost byla
zaznamendna do 480 minut po aplikaci. Do této doby byla repelentni U¢innost pozorovéana u
samostatné testovaného esencidlniho oleje ze smrku ztepilého a u vSech tfech smésich ze
smrku ztepilého a Salvéje |ékarské. V ramci pfipravovaného ¢lanku z dostupnych vysledkd,
poskytl graf pan Ing. Martin Kulma, Ph.D., vedouci této zadvére¢né prace.
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Tabulka €. 13: Vliv doby testovani 20% koncentrace vSech esencidlnich olejli na jejich

repelentni dc¢innost.

Tukeydv HSD test; proménna Uc&innost (Koncentrace)
Priblizné pravdépodobnosti pro post hoc testy
Chyba: meziskup. PC = 101,36, sv = 98,000

Cas

{1}
92,381

{2}
90,476

{3}
87,619

{4}
83,333

{5}
78,095

{6}
67.619

{7}
54,762

NERIEINEDNEER

5
30
60

120
240
360
480

0,996322
0,724606
0,064846
0,000364
0,000120
0,000120

0,996322

0,968631
0,255149
0,002508
0,000120
0,000120

0,724606
0,968631

0,811482
0,043175
0,000120
0,000120

0,064846
0,255149
0,811482

0,627029
0,000166
0,000120

0,000364
0,002508
0,043175
0,627029

0,017957
0,000120

0,000120
0,000120
0,000120
0,000166
0,017957

0,001505

0,000120
0,000120
0,000120
0,000120
0,000120
0,001505

v

Tabulka ¢. 14: Vliv doby testovani 20% koncentrace vsech

repelentni dc¢innost.

esencialnich olejd na jejich

Tukeylv HSD test; proménna Ucinnost (Koncentrace)
Priblizné pravdépodobnosti pro post hoc testy
Chyba: meziskup. PC = 101,36, sv = 98,000

Roztoky

{1}
64,762

{2}
54,286

{3}

85,714

{4}
86,667

{5}
80,952

{6}
87,619

{7}
94,286

NIRIEIENENEE

smrk ztepily,
Salvéj Iékarska
smés 2:1
smés 1:2
smés 1:1

deet 5%

deet 20%

0,017957
0,000120
0,000120
0,000137
0,000120
0,000120

0,017957

0,000120
0,000120
0,000120
0,000120
0,000120

0,000120
0,000120

0,999936
0,724606
0,996322
0,095001

0,000120
0,000120
0,999936

0,525342
0,999936
0,188753

0,000137| 0,000120/ 0,000120
0,000120| 0,000120/ 0,000120
0,724606 0,996322 0,095001
0,525342 0,999936 0,188753
0,334908 0,000914
0,334908 0,334908

0,000914 0,334908
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6.3 Chemické sloZeni esencidlnich oleji a jejich smési

Vtabulce ¢. 15 je uvedené chemické sloZeni testovanych binarnich sloucenin.

V Salvéjovém oleji je nejvice zastoupen bergamol (54,5 %) a linalool (25,5 %) a v oleji ze smrku

ztepilého nalezneme zastoupeny predevsim bornyl acetat (33 %).

Tabulka €. 15: Chemickeé slozeni esencidlnich olej{i ze smrku ztepilého (S) a $alvéje IékaFské (S)
a jejich smésich v danych pomérech — vysledky analyzy kapalinovou chromatografii. (Rt =

retencni ¢as). V ramci spoluprace na projektu, poskytl namérené hodnoty pan Mgr. Vaclav

Sevéik. Podle poméru jednotlivych esenci bylo dopoéitano slozeni bindrnich smési.

Smrk | Salvgj

ztepily | 1ékafska | S:S, S:S, S:S,

(S) (S) 1:1 1:2 2:1

Rt Sloucenina (%) (%) (%) (%) (%)

(min)

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 | o-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 | Isopulegol 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
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Smrk | Salvgj

ztepily | 1ékafska | S:S, S:S, S:S,

(S) (S) 1:1 1:2 2:1

Rt Sloucenina (%) (%) (%) (%) (%)

(min)

21,64 | Bornyl-acetat 33,10 16,55 | 11,00 | 22,10
24,94 | Neryl-acetdt 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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7 Diskuze

Vramci této zavérecné prace byly zkoumany tfi smési esencidlnich olejli ze smrku
ztepilého (Picea abies) a Salvéje |ékarské (Salvia officinalis) v pomérech 2:1, 1:2 a 1:1. Byla
sledovana jejich repelentni U&innost proti nymfam klist&te obecného (I. ricinus). U&inek téchto
smési byl testovan v laboratofi in-vitro metodou v Petriho miskach. Testovani probihalo ve
tfech opakovanich a bylo pozorovano chovani nymf . ricinus vici aplikovanému roztoku na
filtraénim papiru v Petriho misce. Pfi vyhodnocovani repelentni ucinnosti byla pocitana
klistata, ktera byla schopna béhem 5minutového intervalu bariéru pfekonat. Bud' souvislym
pohybovanim se po ni, anebo opusténim Petriho misky. Testovani probihalo maximalné po
dobu 8 hodin nebo pfi poklesu ucinnosti pod 33,3 %. Podle ziskanych vysledkd mGzeme fici,
Ze vSechny smési vykazovaly repelentni ucinek.

7.1 Esencidlni oleje ze smrku ztepilého a salvéje lékarské

Repelentni ucinky esencidlnich olejli jsou zpisobené predevsim monoterpeny (Nerio et
al. 2010). Jejich repelentni Gc¢innost je jiz zndamd a popsdna ve vyzkumu Pavela (2014). Tyto
monoterpeny se také nachazeji v esencidlnich olejich testovanych v této zavérecné praci. Proti
nymfam I ricinus zatim nebyly testovany repelentni uUcinky esencidlniho oleje ze Salvéje
lékarské.

Schubert et al. (2017) testovali ve své studii slouceniny s repelentnimi vlastnostmi vici
klistéti obecnému (/. ricinus), které byly izolovany ze sulfatového terpentynu sestavajiciho se
z 80 % ze smrku ztepilého a z 20 % z borovice lesni. Terpentyn byl pomoci destilace rozdélen
na casti tak, aby vznikla jedna monoterpenova uhlikova a zbylou ¢ast tvofili terpenoidy.
Monoterpenova cast byla dale oxidovana za ucelem ziskani okyslicenych monoterpent
s potencialnimi odpuzujicimi vlastnostmi proti klistatim. Slouéeniny s nejvy3simi odpuzujicimi
vlastnostmi byly identifikovany pomoci plynové chromatografie. Obsahovaly predevsim
borneol a smési 1-terpineolu a terpinen-4-ol. Nymfy byly testovény v lahvi¢ce Falcon™
(odstfediva zkumavka o objemu 50 ml). Na hrdlo lahvicky byla pfipevnéna latka, kterd byla
napusténa testovaci latkou a jako kontrola byl vyuzit aceton. Stény lahvicky byly perforovany
otvory, aby nedochazelo k nasyceni vzduchu testovanou latkou, kontrolni latkou nebo pachem
experimentatora. Kazdé testovani bylo provadéno ve 20 opakovanich. Nanaseno bylo vidy
100 pl testované latky a probihalo 5 minut. Pokud se klistata pfichytila na latku, byla
zaznamenana jako ,prilakana“, klistata, ktera se nepfichytila jako ,repelovana“ a pokud se
nachdzela pod urovni 3 cm (celkova velikost zkumavky je 11,5 cm), byla oznacend jako ,,silné
repelovana”. Latky byly pouzité v 10% koncentraci a jako nejucinnéjsi se projevil borneol, mezi
dalsimi nalezenymi latkami byl napf. a- a B-pinen. Vsechny tyto latky miUZzeme najit také
v testovaném esencidlnim oleji ze smrku ztepilého vtéto zavérecné praci. Ackoliv se
v esencialnim oleji ze smrku ztepilého objevuje pfedevsim bornyl acetat, z této studie vyplyva,
Ze jako nejucinngjsi latka se jevi borneol a v pfipadé testovani ve vyssi koncentraci je dle
vysledkll pomérné stejné stabilni, jako 20% deet, ktery ve svém vyzkumu pouZili pro srovnani
repelentni u¢innosti proti klistatim obecnym.
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Esencidlni olej ze Salvéje |ékarské proti kliStéti obecnému zatim nebyl testovan. Tabari
et al. (2017) se ve své studii zaméfovali na testovani vice monoterpenoidl a jednim z nich byl
i linalool, ktery se v Salvéji |ékarské nachazi. Byl testovan na repelentni uéinnost proti /. ricinus
a zaroven také na ovicidni a larvicidni ucinky. Vysledky ukazaly, Ze linalool vykazuje pouze
repelentni Ucinek, a to pouze v50 % pripadd v5% koncentraci. Dale byly testovany
koncentrace 0,25; 0,5; 1 a 2 %. V Zadné z téchto koncentraci se repelentni U¢inek neprojevil.

Araujo et al. (2016) ve své studii testovali synergicky efekt u monoterpen(i thymolu,
eugenolu a karvakrolu proti larvam pijaka hnédého (Rhipicephalus sanguineus) a pijaka
tropického (Rhipicephalus micropulus) z celedi Ixodidae. Thymol mulzeme najit napfr.
v tymianu, karvakrol v dobromysli obecné a eugenol v hiebicku, skofici nebo bobkovém listu.
U vSech téchto latek byla jiz dfive repelentni uc€innost prokazana. Pfi kombinaci téchto tfi latek
bylo dosazeno synergického efektu proti larvdm u obou druh(.

Wright et al. (2007) ve své praci také dosli k vysledkiim, Zze karvakrol a thymol spolecné
vytvareji synergicky efekt, ale napf. pfi kombinaci a-pinenu a B-karyofylenu, doslo
k antagonickym ucinkdm. Je tedy dulleZité kombinovat latky spravné tak, aby nedochazelo
k jejich vzajemnému vyruseni.

Vtéto praci na synergicky efekt nebyly testované konkrétni slozky jednotlivych
esencialnich oleju, ale pfi srovnani esencialnich olejli samostatné a ve smési, pozorujeme
synergické ucinky ve vsech koncentracich. Vyraznéji se projevuji u vyssich koncentracich, kde
vyznamneé prodluzuji délku ucinnosti.
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8 Zaveér

Vysledky prace prokazaly, Ze vSechny tfi testované smési (poméry 2:1, 1:2, 1:1) ze smrku
ztepilého (Picea abies) a Salvéje lékarské (Salvia officinalis) vykazuji repelentni Gcinnost proti
nymfam kliStéte obecného I. ricinus. Pfi porovnavani jednotlivych smésich mezi sebou, jsou
vSak podstatné rozdily. Pfi nizSich koncentracich (5 % a 10 %) nebyly smési pfilis ucinné.
VsSechny smési v 15% koncentraci dosahovaly 80% repelentni ucinnost do 120 minut od
aplikace, a proto by mohly byt vhodnou alternativou k syntetickym repelentiim na kratsi
pobyty v pfirodé.

Nejucinnéjsi byla smés ze smrku ztepilého (Picea abies) a Salvéje |ékarské (Salvia
officinalis) v poméru 2:1 a 20% koncentraci. Dosahovala i po 480 minutach 83% repelentni
ucinnost a béhem celého procesu testovani vykazovala pomérné stabilni vysledky ve vSech
¢asovych intervalech.

Na zakladé ziskanych vysledk( lze fici, Ze védeckd hypotéza ,Smés testovanych
esencidlnich olejd ma repelentni Ucinek, neni oviem tak stabilni, jako u syntetickych
ptipravk(”, byla potvrzena. Ve srovndni se syntetickym deetem nebyla Zadnd z danych smési
stejné stabilni.

V pfipadé hodnoceni synergického efektu mezi jednotlivymi esencidlnimi oleji mGzeme
fici, Ze existuje. Nejvyraznéji byl pozorovan u vsech tfech smési pfi 20% koncentraci, kdy zvysil
repelentni uc¢innost u smési vpoméru 1:2 a 1:1 0 30 — 40 % a v pripadé poméru 2:1 o 50 —
60 %.

Jednim z cil(i prace bylo posoudit, zda by nékterd z testovanych smési mohla byt vyuZzita
jako alternativa k syntetickym repelentiim a jinym preventivnim opatfenim (obojky, spot-on)
pro psy na dlouhodobéjsi pobyty v prirodé. Dle vysledk( zin-vitro testovani by touto
alternativou mohla byt smés ze smrku ztepilého (Picea abies) a Salvéje lékarské (Salvia
officinalis) v poméru 2:1 a 20% koncentraci. Vysledky dosahuji podobné ucinnosti jako
synteticky repelent deet a po ¢as testovani byla tato smés i pomérné stabilni. Tato alternativa
by byla vhodna predevsim pro svilij pfirodni charakter, kdyby nedochazelo ke kontaminaci
Zivotniho prostredi a nemusely by se projevovat nezadouci ucinky na téle, jako tomu obcas
byva u syntetickych pripravk(. Pro potvrzeni této smési jako vhodné alternativy pro psy, bude
ovsem potreba in-vivo testovani, aby se vysledna repelentni Ucinnost této smési potvrdila ci
vyvratila.
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10 Samostatné prilohy

Samostatné prilohy zndzornuji podrobné vysledky jednotlivych smésich v koncentracich
5%, 10 %, 15 % a 20 % v Case a jejich repelentni Ucinnost ve tfech opakovani. Posledni radek
znaci pramérny repelentni uc¢inek v daném case.

10.1 Tabulky se smési smrku a Salvéje v poméru 2:1

Tabulka €. 16: Repelentni U¢innost smési esencidlniho oleje ze smrku ztepilého (Picea abies) a
Salvéje lékarské (Salvia officinalis) proti nymfam kliStéte obecného (Ixodes ricinus) v 5%
koncentraci a v poméru 2:1.

Repelentni ucinek (%)
Opakovani
5 min 30 min 60 min
1 90,0 100,0 20,0
2 100,0 90,0 30,0
3 90,0 80,0 30,0
Celkem (%) 93,3 90,0 26,7

Tabulka €. 17: Repelentni Gcinnost smési esencialniho oleje ze smrku ztepilého (Picea abies) a

Salvéje |ékarské (Salvia officinalis) proti nymfam kliStéte obecného (Ixodes ricinus) v 10%

koncentraci a v poméru 2:1.

Repelentni ucinek (%)
Opakovani
5 min 30 min 60 min 120 min
1 90,0 100,0 100,0 60,0
2 100,0 90,0 80,0 10,0
3 100,0 90,0 90,0 10,0
Celkem (%) 96,7 93,3 90,0 26,7




Tabulka €. 18: Repelentni Gcinnost smési esencialniho oleje ze smrku ztepilého (Picea abies) a
Salvéje lékarské (Salvia officinalis) proti nymfam kliStéte obecného (Ixodes ricinus) v 15%
koncentraci a v poméru 2:1.

Repelentni ucinek (%)
Opakovani
5 min 30 min 60 min
1 90,0 90,0 90,0
2 90,0 90,0 90,0
3 90,0 80,0 100,0
Celkem (%) 90,0 86,7 93,3

Pokracovani tabulky ¢. 18

Repelentni ucinek (%)
Opakovani
120 min 240 min 360 min
1 90,0 50,0 30,0
2 60,0 50,0 20,0
3 90,0 10,0 30,0
Celkem (%) 80,0 36,7 26,7

II



Tabulka €. 19: Repelentni Gcinnost smési esencialniho oleje ze smrku ztepilého (Picea abies) a
Salvéje lékarské (Salvia officinalis) proti nymfam kliStéte obecného (Ixodes ricinus) v 20%
koncentraci a v poméru 2:1.

Repelentni ucinek (%)
Opakovani
5 min 30 min 60 min 120 min
1 90,0 90,0 60,0 100,0
2 80,0 90,0 90,0 70,0
3 90,0 90,0 100,0 80,0
Celkem (%) 86,7 90,0 83,3 83,3

Pokracovani tabulky ¢. 19

Repelentni ucinek (%)
Opakovani
240 min 360 min 480 min
1 100,0 90,0 80,0
2 70,0 90,0 90,0
3 90,0 80,0 80,0
Celkem (%) 86,7 86,7 83,3

III



10.2 Tabulky se smési smrku a Salvéje v poméru 1:2

Tabulka €. 20: Repelentni Gcinnost smési esencialniho oleje ze smrku ztepilého (Picea abies) a
Salvéje lékarské (Salvia officinalis) proti nymfam kliStéte obecného (Ixodes ricinus) v 5%

koncentraci a v poméru 1:2.

Repelentni ucinek (%)
Opakovani
5 min 30 min 60 min 120 min
1 80,0 80,0 70,0 20,0
2 90,0 70,0 80,0 10,0
3 90,0 90,0 80,0 20,0
Celkem (%) 86,7 80,0 76,7 16,7

Tabulka €. 21: Repelentni U¢innost smési esencidlniho oleje ze smrku ztepilého (Picea abies) a
Salvéje lékarské (Salvia officinalis) proti nymfam kliStéte obecného (Ixodes ricinus) v 10%

koncentraci a v poméru 1:2.

Repelentni ucinek (%)
Opakovani
5 min 30 min 60 min
1 80,0 90,0 90,0
2 80,0 90,0 80,0
3 100,0 100,0 90,0
Celkem (%) 86,7 93,3 86,7

v




Pokracovani tabulky ¢. 21

Repelentni ucinek (%)
Opakovani
120 min 240 min 360 min
1 70,0 30,0 20,0
2 80,0 40,0 40,0
3 80,0 50,0 30,0
Celkem (%) 76,7 40,0 30,0

Tabulka €. 22: Repelentni Gcinnost smési esencialniho oleje ze smrku ztepilého (Picea abies) a
Salvéje |ékarské (Salvia officinalis) proti nymfam kliStéte obecného (Ixodes ricinus) v 15%
koncentraci a v poméru 1:2.

Repelentni ucinek (%)
Opakovani
5 min 30 min 60 min 120 min 240 min
1 100,0 70,0 80,0 80,0 20,0
2 90,0 80,0 80,0 80,0 50,0
3 90,0 90,0 60,0 80,0 30,0
Celkem (%) 93,3 80,0 73,3 80,0 33,3




Tabulka €. 23: Repelentni U¢innost smési esencidlniho oleje ze smrku ztepilého (Picea abies)

a Salvéje lékarské (Salvia officinalis) proti nymfam klistéte obecného (Ixodes ricinus) v 20%

koncentraci a v poméru 1:2.

Repelentni ucinek (%)
Opakovani
5 min 30 min 60 min 120 min
1 90,0 80,0 90,0 80,0
2 100,0 100,0 80,0 100,0
3 100,0 100,0 100,0 80,0
Celkem (%) 96,7 93,3 90,0 86,7
Pokracovani tabulky ¢. 23
Repelentni ucinek (%)
Opakovani
240 min 360 min 480 min
1 90,0 100,0 60,0
2 90,0 50,0 70,0
3 90,0 100,0 70,0
Celkem (%) 90,0 83,3 66,7

VI




10.3 Tabulky se smési smrku a Salvéje v poméru 1:1

Tabulka €. 24: Repelentni Gcinnost smési esencialniho oleje ze smrku ztepilého (Picea abies) a
Salvéje lékarské (Salvia officinalis) proti nymfam kliStéte obecného (Ixodes ricinus) v 5%

koncentraci a v poméru 1:1.

Repelentni ucinek (%)
Opakovani
5 min 30 min 60 min 120 min
1 100,0 90,0 50,0 20,0
2 100,0 90,0 60,0 20,0
3 90,0 100,0 90,0 10,0
Celkem (%) 96,7 93,3 66,7 16,7

Tabulka €. 24: Repelentni Gcinnost smési esencialniho oleje ze smrku ztepilého (Picea abies) a
Salvéje |ékarské (Salvia officinalis) proti nymfam kliStéte obecného (Ixodes ricinus) v 10%

koncentracia v poméru 1:1.

Repelentni ucinek (%)
Opakovani
5 min 30 min 60 min
1 90,0 90,0 90,0
2 100,0 100,0 90,0
3 100,0 100,0 90,0
Celkem (%) 96,7 96,7 90,0

VII




Pokracovani tabulky ¢. 24

Repelentni ucinek (%)
Opakovani
120 min 240 min 360 min
1 100,0 90,0 40,0
2 100,0 80,0 30,0
3 90,0 60,0 30,0
Celkem (%) 96,7 76,7 33,3

Tabulka €. 25: Repelentni Gcinnost smési esencialniho oleje ze smrku ztepilého (Picea abies) a
Salvéje |ékarské (Salvia officinalis) proti nymfam kliStéte obecného (Ixodes ricinus) v 15%
koncentraci a v poméru 1:1.

Repelentni ucinek (%)
Opakovani
5 min 30 min 60 min 120 min 240 min
1 90,0 100,0 100,0 70,0 30,0
2 80,0 90,0 90,0 70,0 40,0
3 100,0 90,0 80,0 100,0 20,0
Celkem (%) 90,0 93,3 90,0 80,0 30,0

VIII




Tabulka €. 26: Repelentni Gcinnost smési esencialniho oleje ze smrku ztepilého (Picea abies) a
Salvéje |ékarské (Salvia officinalis) proti nymfam kliStéte obecného (Ixodes ricinus) v 20%
koncentraci a v poméru 1:1.

Repelentni ucinek (%)
Opakovani
5 min 30 min 60 min 120 min
1 100,0 80,0 100,0 90,0
2 90,0 100,0 90,0 80,0
3 90,0 90,0 90,0 90,0
Celkem (%) 93,3 90,0 93,3 86,7

Pokracovani tabulky ¢. 26

Repelentni ucinek (%)
Opakovani
240 min 360 min 480 min
1 70,0 60,0 70,0
2 90,0 60,0 60,0
3 70,0 80,0 50,0
Celkem (%) 76,7 66,7 60,0

IX



10.4 Tabulky s kontrolnim repelentem DEET

Nasledujici tabulky ukazuji vysledky kontrolniho testovani repelentniho pfipravku s 97%
aktivni slozkou deet v 5% a 20% koncentraci.

Tabulka ¢. 27: Repelentni Ucinnost syntetického pripravku deet proti nymfam klistéte
obecného (Ixodes ricinus) v 5% koncentraci.

Repelentni ucinek (%)
Opakovani
5 min 30 min 60 min 120 min
1 100,0 90,0 90,0 80,0
2 100,0 100,0 100,0 90,0
3 100,0 100,0 100,0 80,0
Celkem (%) 100,0 96,7 96,7 83,3

Pokracovani tabulky ¢. 27

Repelentni ucinek (%)
Opakovani
240 min 360 min 480 min
1 80,0 80,0 70,0
2 70,0 80,0 80,0
3 90,0 80,0 80,0
Celkem (%) 80,0 80,0 76,7




Tabulka ¢. 28: Repelentni ucinnost syntetického pfipravku deet proti nymfam klistéte
obecného (Ixodes ricinus) v 20% koncentraci.

Repelentni ucinek (%)
Opakovani
5 min 30 min 60 min 120 min
1 100,0 100,0 100,0 90,0
2 100,0 100,0 100,0 100,0
3 100,0 100,0 100,0 100,0
Celkem (%) 100,0 100,0 100,0 96,7

Pokracovani tabulky ¢. 28

Repelentni ucinek (%)
Opakovani
240 min 360 min 480 min
1 100,0 90,0 80,0
2 100,0 80,0 80,0
3 90,0 90,0 80,0
Celkem (%) 96,7 86,7 80,0
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