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Vyhodnoceni biocidni ucinnosti esencialnich oleju na kliSté
obecné (I1xodes ricinus)

Souhrn

Tato bakalarska prace se zabyva moznosti vyuziti esencialnich oleji smrku ztepilého
(Picea abies) a salv¢je 1ékarské (Salvia officinalis) jakoZto alternativnich biocidu proti klistéti
obecnému (Ixodes ricinus).

Teoreticka ¢ast prace obsahuje zakladni informace o klistéti obecném (Ixodes ricinus) a
jeho vlivu na ¢lovéka a zivocisnou produkcei. Dale se zabyva problematikou nyni pouzivanych
biocidnich pfipravkt proti Klistéti obecnému a vyhodami i nevyhodami pouziti alternativnich
biocidl na bazi esencialnich oleji.

V praktické c¢asti byl uskutecnén laboratorni test biocidni ucinnosti vybranych
esencialnich olejii na dospélych samicich posbiranych v terénu metodou vlajkovani. Biocidni
aktivita byla prokdzana u obou esencidlnich oleji. Biocidni aktivita byla prokazdna u obou
esencialnich oleji. VEtsi biocidni aktivita byla zjisténa u Salvéje 1ékaiské (Salvia officinalis), u
které byly spoc¢itany hodnoty LC50= 3,732 ml/L, LC90= 19,741 ml/L, LC95= 25,186 ml/L a
LC99= 37,213 ml/L roztoku. U smrku ztepilého (Picea abies) byly naméteny hodnoty LC50=
6,444 ml/L, LC90= 28,072 ml/L, LC95= 35,427 ml/L a LC95= 51,674 ml/L roztoku.

Na zéklad¢ vysledkli provedeného pokusu Ize oznacit oba testované esencialni oleje za
akaricidy a doporucit jejich pouZiti v ramci minimalizace pouziti syntetickych biocidli a
prevence rezistence u Klistat. Z tohoto pohledu je zadouci zaméfit intenzivni vyzkum na
moznosti vylepSeni biocidni G¢innosti napiiklad mikroenkapsulaci ¢i synergickym plisobenim
smési ruznych silic, stejné jako na dlouhodobé sledovani efektu subletalnich davek na cilové
¢lenovce. V neposledni fad€é je pak nutnosti vybrat vhodny zpisob implementace téchto

ptipravki v rdmci integrovaného managementu hubeni Skiidct.

Klicova slova: biopesticidy, akaricidy, klist¢ obecné, esencialni oleje, laboratorni testy

biologické ti¢innosti



Evaluation of biological effectivness of essencial oils on
Castor bean tick (Ixodes ricinus)

Summary

This bachelor thesis deals with the possibility of using the essential oils of Norway spruce
(Picea abies) and common sage (Salvia officinalis) as an alternative biocides against sheep ticks
(Ixodes ricinus).

The theoretical part of the thesis contains the basic information on the sheep tick (Ixodes
ricinus) and its importance for humans and animal production. It also reviewas the knowledge
on currently used biocidal products against ticks and decribes the advantages and disadvantages
of using alternative biocides based on essential oils.

In the practical part, a laboratory bioassay of the biocidal efficacy of selected essential
oils was performed against adult females collected in the field by the flagging. Biocidal activity
of both essential oils was proved. Higher biocidal activity was found in case of Salvia
officinalis, in which LC50= 3,732 ml/L, LC90= 19,741 ml/L, LC95= 25,186 ml/L and LC99=
37,213 ml/L of solution were measured. For spruce, LC50= 6,444 ml/L, LC90= 28,072 ml/L,
LC95= 35,427 ml/L and LC95= 51,674 ml/L solution were measured.

Based on the obtained results, both tested essential oil were proved to have an acaricidal
effect, and so, they might be used within sustainable tick management as an alternative to
synthetic products. Also, their use might prevent the tick resistance to common biocides.
Further research on sublethal doses, synergy of uses and improvement of efficacy and

persistency, as well as implementation in the field, is therefore highly recommended.

Keywords: biopesticides, akaricides, sheep tick, essential oils, laboratory tests of biological
efficacy
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1 Uvod

Klisté obecné (Ixodes ricinus) je neustalou zdravotni hrozbou nejen pro lidské zdravi, ale
1 pro domaci a divoka zvifata a chovy hospodarskych zvifat. Piendsi tak zvané klistaty
prenasené nemoci (nebo TBD, z anglického Tick-Borne diseases), jako jsou lymeska borelioza,
Klistova encefalitida, marseillska horecka, tularémie, bartonel6za, anaplasmoéza, babezidza a
dalsi. Puvodci téchto nemoci jsou obsazeni v organismu klistat, ¢asto v zazivacim Ustroji, a
pfenaseji se béhem piisati klistéte na jeho hostitele (Dantas-Torres et al. 2012).

V ramci prevence pienosu téchto chorob, respektive piisati klistéte na hostitele, se
pouzivaji biocidni a repelentni pfipravky, vétSinou na syntetické bazi. Boj proti klistatim je
vSak neustale obtiznéj$i z divodu neustdlého zvySovani rezistence klistat vici nékterym
latkam, které jsou bézné obsazené v pouzivanych syntetickych, biocidnich a repelentnich
ptipravcich. To vede ke zvySovani davek, nutnych na hubeni téchto parazitii, ¢imz se zvySuji 1
finan¢ni naklady spojené s ndkupem a aplikaci téchto latek. Dal§im problémem je postupné
zvySovani zatéze zivotniho prostiedi v misté pouziti onéch biocidnich a repelentnich latek,
majici za nasledek ohrozeni nékterych zivocisSnych a rostlinnych druht v okoli aplikace
(Sangster 2001).

Pti hledani vhodné alternativy v boji proti témto parazitim se jiz dlouhou dobu piihlizi
Kk pfirodnim rostlinnym olejim. Tyto oleje nabizi podobné vlastnosti jako latky obsazené v nyni
pouzivanych biocidnich, respektive repelentnich, latkach a neptedstavuji markatni hrozbu pro
nakladnéjsi nez produkce syntetickych latek, obsaZzenych v béZzné pouzivanych biocidnich a
repelentnich ptipravcich, a proto se velice Spatné prosazuji na trhu, kde dnes zaujimaji méné
nez 2 % z dostupnych vyrobku (Isman 2000). Z toho diivodu byla tato prace zaméfena na oleje
ze Salvéje 1ékaiské a smrku ztepilého, které jsou velmi dobfe dostupné (péstovatelné) a
Vv pfipad€ smrku se jedna o vedlejsi (odpadni) material z devaiské produkce. TudiZ se jednd o
varianty, které by pii optimalizaci procesu produkce mohly byti nad€nymi a cenové

dostupnymi alternativnimi akaricidy.



2 Cil prace
Cilem prace je zjistit akaricidni u¢inek vybranych esencialnich olejti na klisté obecné a

porovnat jej se syntetickymi biocidy.



3 Literarni reSerse

Klist¢ obecné (Ixodes ricinus) je typickym a nejrozsifenéjSim zastupcem cCeledi
listatovitych (Ixodidae) tiidy pavoukovcu (Arachnida) kmene ¢lenovct (Arthropoda). T¢lo
klistat se sklada ze dvou hlavnich ¢asti — hlavicky (gnathosoma) a vlastniho téla (idiosoma).
Samicka je zlutohnédd, velkd az 4 mm. V nasatém stavu dosahuje délky az 11 mm a jeji barva
se zméni na fialovou. Cervenohnddé zbarveni samci jsou jen asi 2 mm dlouzi. Samci maji téIni
¢ast krytou chitinizovanym Stitem (scutum) a nepiijimaji zddnou potravu. Samice maji Stit
pouze do jedné tfetiny délky téla a zbytek téla je kryt kozovitou kutikulou, jez umoziiuje
mnohonasobné zvétseni samice pifi nasati krve. Ustni Gstroji samice je dobte viditelné. Jeho
zékladem je chobot (hypostom), ktery je opatien zpétné zahnutymi hacky. Ustroji dale tvoii dvé
klistkovita kusadla (chelicery), rovnéz vybavené nazpét zahnutymi hacky. Timto ustrojim
klisté nafizne pokozku hostitele a pevné se k nému pfichyti. Pfi sani uvoliluje samice do
hostitele enzym ixodin, ktery zamezuje srazeni krve (Gardiner & Gettinby 1983, Lang et al.
1971).

Na spodni strané téla ma dopé¢lé klisté Ctyfi pary nohou. Travici soustava samic je
ptizplisobena parazitickému zptsobu Zivota. Na stfeve jsou postranni laloky, které slouzi jako
zasobarna nasaté krve. Klistata dychaji vzdusnicemi. Dychaci otvory se nachazeji po strandch
na ¢tvtém paru nohou. V cévni soustave je vyvinuto srdce (Lang et al. 1971).

KI1ist€ obecné ma 4 Zivotni stadia, po€inaje vajickem, ze kterého se vyvinou larvy. Larvy
se uchyti na prvniho hostitele, ze kterého saji krev zhruba tfi dny. Poté odpadnou na zem a
zacnou proménu do stadia nymfy, kterd trva nékolik mésict. Po této dobé se vznikla nymfa
uchyti na dalsiho hostitele, kde saje krev asi po dobu péti dni. Nasledné opét odpadne a zacne
vyvoj v dospélce. Dospéla samice hleda posledniho, tietiho hostitele, kde saje krev az tyden.
Poté odpadne, klade vajicka a umird. Samci klistéte krev nesaji, hledaji hostitele pouze pro
ucely spafeni se se samici na ném a po spafeni rovnéz umiraji. Pro pfeziti a vyvoj do kazdé faze

potiebuji klistata minimalne 85% vlhkost pudy (Stanek et al. 2012).

3.1 KIisté jako vektor nemoci

Klistata jsou potencidlnimi pienaSeci nejvice patogenii ze vSech krevsajicich druht
¢lenovcu (Benelli et al. 2016) a jim pfenasSené nemoci jsou jednim z velkych problémd, se
kterymi se lidstvo potyka. Choroby, jejichz plvodci jsou klistaty velice Casto pfendseny

ohrozuji zdravi lidi, domacich zvitat i hospodaiskych zvirat a divoké zvéte.



KIiste obecné je prvni ¢lenovec, u které¢ho byl prokézan pienos patogenti a dnes je spolu
s komary povazovano za nejvétsiho prenasece téchto patogent na lidi a zvirata (Dantas-Torres
et al. 2012). Klistata Ixodes ricinus jsou castym faktorem celkovych metabolickych
onemocnéni. Vedle nejcastéjsi lymeské boreliozy a Klistové encefalitidy jim mohou byt
pfenaseny i patogeny, zpusobujici anaplasmézu (Anaplasma fagocytophilum), tularemii
(Francisella tularensis), babesiozu (Babesia divergens), rikettsiozu (Coxiella burnetii) nebo
bartoneldozu (Bartonella henselae) (Dantas-Torres et al. 2012). Promotenost klist'at patogeny
se odviji hlavné od mikroklimatickych a podminek lokace a ptfitomnosti vhodné vegetace a
hostitelti v dané lokaci (Siiss et al. 2008).

Volné zijici divoka zvirata (hlavné mali savci) hraji v Sifeni klist'at a klist'aty pfenasenych
chorob kli¢ovou roli. Volnym pohybem téchto zvifat se totiz kliSt'ata §ifi do vétSich vzdalenosti

a $ifi se tak i potencialni nakaza klistaty prenaSenymi chorobami (Cull et al. 2017).

3.1.1 Lymeska boreliéza

Zdaleka nejcastéjSim klistaty zplsobenym onemocnénim je Lymeska borelidoza
(Medlock et al. 2008). Jeji pavodce Borelia burgdorferi se nachazi v travici soustave klistéte a
je v inaktivnim stavu. Aktivuje se po prisati kli§téte na hostitele, zaéne se mnozit a méni sviij
fenotyp, kdy dochazi k expresi vnéjsich proteint (ospC), ktery jim umozni vstoupit do slinnych
zlaz kliStéte a dochazi k ptenosu. Tento proces je zdlouhavy a udava se, zZe k ptenosu borelidzy
dochazi nejméné po deseti hodindch od ptisati klistéte, Casto vSak az po dni 1 déle. Za nejvetsi
rezervoar boreliézy se povazuji mali savci jako mysi, mysSice, hrabosi a podobné (Stanek et al.
2012).

Beéhem vyzkumu vyskytu klistat infikovanych bakterii borrelia burgdorferi na tzemi
Ceské republiky RNDr. Katefiny Kybicové Ph.D. z roku 2017 bylo testovano 526 klistat,
sesbiranych na tfech lokacich (méstsky park v Praze- Hostivafi, v okoli vesnice Stupno a na
Kralickém Snézniku) na pfitomnost Borrelia burgdorferi a u 91 (17,3 %) klistat byla
pritomnost této bakterie prokdzéna. Nejvetsi promotenost byla prokazana u nymf a to u 63
promotenost byla zjisténa u adultnich samct, kdy bylo pozitivnich 8 ze 107 testovanych (7,5

%) (Kybicova et al. 2017).



3.1.2 Kili§tova encefalitida

Dalsim velice Castym onemocnénim zpusobenym klist’aty je klistova encefalitida. Jejim
pavodcem je RNA virus rodu Flaviviridae. Jelikoz se virus nachazi ve slinach, k pfenosu
dochazi témét okamzité po prisati klistéte na hostitele. Béhem sani se virus ve slinach namnozi
deseti- az stonasobn¢ (Lindquist & Vapalahti 2008).

Vyzkum Dr. Héniga z roku 2015 testoval 20 057 klistat, z nichz 64 bylo pozitivné
testovano na ptitomnost klistové encefalitidy (0,32 %). Z toho vétSinu tvoti dospélci v poctu
10 pozitivnich ze vSech 1 228 testovanych (0,73 %). Nymf bylo pozitivné testovano 54 z 18 829
(0,29 %); (Honig et al. 2015).

Z divodu rozsifovani a nardstani piipada téchto chorob se v poslednich letech zvysil

zajem o repelentni i biocidni ptipravky proti klistatim (Krober et al. 2013).

3.2 KIisté jako hrozba pro chov hospodarskych zvirat

Chov hospodaiskych zvifat je jednim ze stéZejnich odvétvi vyspélé spolecnosti.
Uspokojuje nejen biologické potieby populace skrze zivocisné produkty, ale rovnéz je
neoddélitelnou soucasti ekonomiky a pudniho hospodaistvi témét vSech vyspélych a
rozvojovych zemi svéta (De Castro 1997).

Krevni parazité obecné jsou velkou hrozbou venkovnich chovli zvifat na celé planeté.
Uvadi se, ze nejmén¢ 80 % veskeré svétove populace dobytka v pastevnich chovech ma vysoké
riziko ndkazy minimaln¢ jednou z klist'aty prenasenych chorob.

V chovu hospodaiskych zvirat je klisté velice ¢astym vektorem infekénich chorob. Ty tak
nepiimo ohrozuji 1 €loveka, jelikoz pfi nakaze hospodaiskych zvifat je ohroZena kvalita
zivoc¢iSnych produktli a potravin z nich ziskanych (syrové maso ¢i mléko) a tim potencidlné
ohrozuji i zdravi jejich konzumentt (De Castro 1997). Je naptiklad prokazano, ze poziti
syrového, nepasterovaného mléka nebo nedostatecné tepelné opracovaného masa od zvitete
nakazeného klistovou encefalitidou mize kliStovou encefalitidou nakazit 1 ¢lov€ka. VSechny
tyto problémy zptsobuji ekonomické ztraty v fadu miliard korun po celém svéteé, hlavné
v tropickych a subtropickych oblastech (Lindquist & Vapalahti 2008, Salman et al. 2020).

Klist¢ obecné (Ixodes ricinus) predstavuje velké nebezpeci pro zdravi zvitat. Jen jeho
pouhd pfitomnost v chovu mulze zplsobit stres, ztratu krve nebo poSkozeni srsti, respektive
kliZe nebo otevieni ran, skrze které hrozi ndkaza sekundéarni infekci z vnéj$iho prosttedi. VéEtsi
hrozbou je ovSem jejich nepiimy vliv na hospodafska zvitata, tedy infekce jednou z klistaty

prenasenych chorob, naptiklad klistovou encefalitidou nebo babeziozou (Pavela et al. 2016).

\Y



Tyto faktory jsou extrémnim problémem v rozvojovych zemich, které maji omezené moznosti
péstovani rostlin, kviili nedostatku vody a suchu a zavisi tedy z majoritni ¢asti na extenzivnim
chovu zvifat. Jde hlavné o oblasti subsaharské Afriky, Asie a Jizni Ameriky (Benelli et al.
2016), (Minjauw & McLeod 2003), (Naqvi et al. 2017). V Africe je klisté¢ dokonce fazeno mezi
nejvetsi problémy zivocisné produkce, spolu s mouchami tse-tse a trypanozomami (Young et
al. 1988).

Témto ztratim je mozné zabranit pouze GispeSnym snizenim poctu klist’at v oblasti chovu.
Pro tyto ucely se nejCastéji pouzivaji syntetické latky na bazi organofosfat, amidint,
pyrethroidd a avermektinu. Ty maji ovSem veliké nevyhody. Znecistuji okolni ekosystém,

zanechavaji rezidua v mase a mléce a klist’ata si proti nim vytvaii rezistenci. (De Castro 1997).

3.3 Pouzivana ochrana

Ochrana zvitat pred klistaty, respektive klistaty pienaSenymi chorobami je velkou
vyzvou pro narodni i nadnarodni organizace a je zdsadni pro bezpecnost potravin a udrzitelnou
a ekonomicky i environmentaln¢ pfijatelnou zivocisnou produkci (Benelli 2019).

Aktivni ochrana proti klistatim dfive spocivala v plosném postiiku syntetickych
biocidi, které jsou sice uc¢inné, ale rovnéz svou toxicitou ohrozuji necilené zZivocichy a rostliny
a zpuisobuji zdravotni problémy lidi i zvifat. PouZivaly se tekuté a granulované formy karbarylu
(1-naftylmethylkarbamat), cyfluthrinu ([(R)-kyano-[4-fluor-3-(fenoxy)fenyl]methyl] (1R,3R)-
3-(2,2-dichlorethenyl)-2,2-dimethylcyklopropan-1-karboxylat), diazoninu (O,O-diethyl-O-[4-
methyl-6-(propan-2-yl)pyrimidin-2-yl]fosforthioat) a chloropyrifu (O,0O-diethyl-O-(3,5,6-
trichlor-2-pyridyl)-fosforthioat) (Dolan et al. 2007).

Ty vSak svou vysokou toxicitou zplsobuji svédéni, paleni, slabost, nauzeu, kiece i
poruchy vyvoje plodu. Navic jsou toxické i pro n¢které necilové skupiny zivocichti — cyfluthrin
je velmi toxicky pro ryby, karbaryl pro koryse a diazinon pro ptaky.

V nékterych zemich jsou kvili své toxicité od roku 2004 zakazany (Barahona & Sanchez-
Fortun 1999, Soni et al. 2011, Eaton et al. 2008).

Dal§im problémem je, ze dlouhodobé uzivani syntetickych biocidi zpusobilo, ze si
klistata proti t€émto pripravkim vytvorfila do jisté miry odolnost neboli rezistenci (Kaplan &
Vidyashankar 2012, Banumathi et al. 2017).

Rezistence obecné znamena schopnost cilovych organismi piezit takovou davku biocidni

latky, kterd by je bézné usmrtila. Formalné je definovana jako posun v néachylnosti jedince



k dané latce (Kaplan & Vidyashankar 2012). V pfimém vztahu k akaricidim ¢i jinym latkam
Kk hubeni $kidci je definiovana jako selhani latek slouzicich k témto ucelim (Sangster 2001).

Rozeznavaji se ti1 zakladni typy rezistence. Rezistence ziskana, jez je definovana jako
rezistence, jez je vysledkem dédi¢ného snizeni citlivosti k danné latce postupem casu, kiizova
rezistence, kterd je rezistenci proti vice biocidim se stejnym mechanismem uc¢inku a
vicendsobnd rezistence, jez je definiovana jako rezistence proti vice druhtim latek i pfes to, ze
maji rizné mechanismy G¢inku (Chapman 1997).

Jednim z oblibenych zplsobli ochrany pastevnich chovl zvifat je také péstovani
aromatickych trav a rostlin, které samy klist'ata odpuzuji nebo jinym zplisobem brani jejich
Sifeni (napiiklad stylosanty, andropogony nebo melasové travy). Nevyhodou tohoto zptisobu
ochrany hospodaiskych zvitat proti klistatim je, Ze tyto rostliny nespliuji nutriéni pozadavky

chovatelu zvirat (Soares et al. 2010, Abbas et al. 2014).

3.3.1 Alternativni biocidy— esencialni oleje

Esencialni oleje jsou nestabilni pfirodni latky, tvofené aromatickymi rostlinami jako
sekundérni metabolity, které slouzi primarné¢ k ochran¢ rostliny proti napadeni viry, bakteriemi
a houbami (plisnémi). Jejich slozeni a vlastnosti se li$i v zavyslosti na druhu a vyvojovém stadiu
rostliny. Nekteré esencialni oleje diky své aromati¢nosti pfitahuji hmyz a pomadahaji tak
hmyzosnubnym rostlinam mnozit se, jiné mohou mit repelentni nebo dokonce akaricidni efekt
(Salman et al. 2020).

Z chemického hlediska jsou hlavné smési terpend, fenold a fenylpropant s ptidanymi
latkami, jez zahrnuji slouceniny uhlovodiku, siry a dusiku. Celkem obsahuji 20 az 60 riznych
latek, specifickych pro kazdou rostlinu a jeji vyvojové stadium (Salman et al. 2020).

Kviili vefejnym obavam ohledné dlouhodobych dopadl syntetickych biocidli na Zivotni
prostiedi, zejména v Evropé a severni Americe, se na trhu zacaly objevovat i ptipravky na
ptirodni bazi (Regnault-Roger et al. 1993). Biocidni ptipravky na bakterialni i rostlinné bazi
zahrnovaly k roku 2000 kazdy zhruba 1 % globalniho trhu s insekticidy. Toto procento se
ovSem razantné zvysilo po zakazu organofosfati a karbamati (Salman et al. 2020). Kvuli
slozité extrakci esencialnich oleji z rostlin, jsou ovSem biocidy na bazi esencialnich oleji
drahé, a proto na trhu stale z velké ¢asti pievladaji biocidy pramyslové (Regnault-Roger et al.
2012, Salman et al. 2020).

Biologické aktivita esencialnich olejii byla prokdzdna a demonstrovana na vybranych

skudcich. Z dvaadvaceti esencialnich oleju, testovanych na zrnokazu fazolovém se jako
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nejtoxictéjsi ukdzaly ty oleje, které byly bohaté na fenoly thymol a karbarol a ty, bohaté na
terpinen-4-ol (Regnault-Roger et al. 2012; Isman 2000).

Nejveétsi vyhodou pouziti esencialnich olejti jakozto biocidi je jejich minimalni zatéz na
zivotni prostfedi. Nékteré latky (karvakrol, pulegon) ukazaly lehkou toxicitu. Pfi testech na
mysich byla davka dvou az tff gramti na kilogram potravy letalni z padesati procent. Avsak pfi
adekvatnim zfedéni roztoku biocidu je letalita nulova. Pfi vyzkumu toxického plisobeni
esencialnich olejii na statické vody byl nejtoxictéjsi latkou eugenol. Avsak i po Sestadevadesati
hodinovém testu byla letalita testovaného subjektu, pstruha duhového 1500krat nizsi neZ pti
pouziti primyslovych biocida (Isman 2000, Stroh et al. 1998).

Dalsi velkou vyhodou biocidii na bazi esencialnich oleju je jejich velice kratka doba
biodegradace, ktera cilenym organismim témef znemoziiuje tvorbu rezistence k témto latkam
(Benelli et al. 2016).

Rada studii prokazuje rovndZ vysokou repelentni uéinnost esencialnich oleji v

klistatam (Thorsell et al. 2006, Soares et al. 2010).



4 Metodika

Metodika vyzkumu alternativnich repelentti probihala ve dvou fazich. Nejprve byla
klistata nachytana ve volné piirodé metodou vlajkovani a nasledné byla provedena testace
samotnych esencidlnich oleji v laboratofi. Vzorky samotnych esencialnich oleji byly
podrobeny plynové chromatografii v rdmci spoluprace s Oddélenim pro chemickou bezpecnost

vyrobki ve Statnim zdravotnim Ustavu.

4.1 Sbér vzorku

Klist'ata byla sbirana metodou vlajkovani. Tato metoda vyuziva znalost vyvojového cyklu
klistéte obecného, kdy jdou klist'ata sbirdna béhem ¢ekani na hostitele na vrcholku porostu na
prapor zflanelové latky o rozméru 1 m? se stiedné¢ dlouhym vlasem.
Vlanim praporu po porostu se klisté chyti na vlajku a nasledné je sebrano entomologickou
pinzetou a vloZeno do konické zkumavky. Pro pokus byly chytany pouze sami¢i jedinci klist’at.
Entomologicka pinzeta je plochd pinzeta zmékkého kovu, kterd umoziuje sbér
entomologickych vzorkll bez vétsiho rizika poranéni sbiraného subjektu. Koénicka zkumavka
(takzvana ,,falkonka“) je zkumavka o objemu 15 az 50 ml, urena pro odbér entomologickych
vzorki (viz Obrazek 1). Sbér klistat probihal na nékolika lokalitach v Praze. V okoli nau¢né
stezky Housle (50.1248714 N, 14.3598931 E) a Kunratickém lese (50.0250564 N, 14.4759994
E). Do zkumavky byla navic vloZena rostlinna biomasa, naptiklad list stromu, pfipadné travy,
kvtli udrZzeni minimalni 80% vlhkosti, kterou kliStata vyZaduji k pteziti. Po pfevozu bylo do
uzavéru zkumavky vyvrtano nékolik dychacich otvori, kvili pfistupu vzduchu. Mezi viko a
zavit zkumavky byl vlozen ¢tverec jemné latky, aby se zamezilo uniku klistat skrz otvory ve
viku. Takto upravené zkumavky byly ulozeny v exsikatoru, s vlhkou vatou zajistujici 90 — 100
% vlhkost, v Narodni referen¢ni laboratofe pro desinsekci a deratizaci statniho zdravotniho

ustavu v Praze (NRL DD).



Obrazek 1: vzorky sezbiranych jedincti klistéte obecného b&hem transportu do néarodni

referen¢ni laboratote. (Foto: Autor prace)

4.2 Priprava pokusu

Pokus i jeho ptiprava probihaly v laboratornich podminkach (teplota 25 + 2 °C, vlhkost
40-60 %) v NRL DD. Klistata byla vyjmuta z exsikatoru a umisténa do petriho misky. Na
vnitini okraj misky se pomoci vatové tyCinky nanesla vrstva fluonu (Ethen-tetrafluorethen),
ktery diky své poréznosti zamezuje klist'atim ptejit pfes okraj petriho misky. Byla pfipravena
jedna, zatim prazdna petriho miska rovnéz osetfend fluonem na otestovana klist'ata. V dalsi fazi
byl namichan roztok konkrétniho esencidlniho oleje o konkrétni koncentraci do kadinky na ml.
Pro pokus byly pouzity oleje smrku ztepilého (Picea abies) a salvéje Iékaiské (Salvia
officinalis) o koncentracich 8 %, 4 %, 2 %, 1 %, 0,5 % a 0,25 %. Pouzité esencialni oleje byly
zna¢ky Epam (Praha, Ceska republika). Kviili rozdilné hustoté vody a esencialnich olejii byl do
roztoku piiddn emulgator Tween 20 (Sigma Aldrich, Praha, Ceska republika), a to v mnozstvi
2 % z roztoku. Pro 10 ml 8% roztoku bylo tedy smichano 9 ml destilované vody, 0,8 ml
konkrétniho esencidlniho oleje a 0,2 ml tweenu, pro 10 ml 4% roztoku bylo smichdno 9,4 ml
destilované vody, 0,4 ml esencialniho oleje a 0,2 ml tweenu, pro 0,2% roztok bylo pouzito 9,6

ml destilované vody, 0,2 ml esencialniho oleje a 0,2 ml tweenu, pro 1% roztok bylo pouzito 9,7



ml destilované vody, 0,1 ml esencialniho oleje a 0,2 ml tweenu, pro 0,5% roztok bylo pouzito
9,75 ml destilované vody, 0,05 ml esencialniho oleje a 0,2 ml tweenu a pro 0,25% roztok bylo
pouzito 9,775 ml destilované vody, 0,025 ml konkrétniho esencidlniho oleje a 0,2 ml tweenu.
Pro namichani byly pouzity automatické mikropipety do 1000 pl a 200 pl, ru¢ni sklenéné pipety
do 2 a 5 ml. Cely proces piipravy probihd na savém podkladu, v tomto ptipadé¢ byl pouzit
filtracni papir. Pfipravena byla rovnéz kadinka se smési ethanolu a benzinu k desinfekci
nastroju. Pfipraven byl také papir z buni¢iny, uréeny k suseni testovanych klist'at. V posledni

fad¢ se ptipravily zkumavky na uchovani otestovanych jedincti.

4.3 Metodika pokusu

Jednotlivi jedinci klistat v petriho misce byli uchopeni entomologickou pinzetou a
ponoieni na dvé sekundy do roztoku esencialniho oleje. Poté byly polozeny na bunic¢inu, aby
doslo k osuseni (< 30 sekund). Poté byla klistata vlozena do falkonky, ktera byla popsana datem
testovani, poctem jedincii v ni (v tomto ptipad¢ zpravidla deset) a druhem testovaného oleje
(smrk/salvéj). Celkem bylo otestovano 424 samic klistéte obecného, z toho 179 pro efekt
roztoku Salvéje 1ékarské a 185 pro efekt roztoku smrku ztepilého. Dalsich 60 klistat bylo
testovano ponofenim do smési destilované vody a Tweenu 20 jako negativni kontrola. Po
dokonceni testu byly falkonky s testovanymi klistaty vlozeny do exsikatoru a po 24 hodinach
byl zaznamenan pocet uhynulych jedinci. Je dulezité, aby testovana klistata nebyla vlozena do
stejného exsikatoru s klistaty pred testovanim, aby nedoslo ke znehodnoceni vlivem tékavosti
potencialné pifitomnych latek z jiz otestovanych klistat. Testovani bylo provedeno ve tfech
opakovanich (4 = 9 — 12 klistat) v kazdé koncentraci a ukonceno, kdyz letalita kliStat poklesla

pod 50 %.
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Obrézek 2: vyhodnocovani mortality jednoho z esencialnich olejt. (Foto: Ing. Martin Kulma
Ph.D.) — odecet mrtvych samic pii koncentraci 0,25.

4.4 Vyhodnoceni pokusu

Vysledna data byla zpracovana v programu Rstudio (Boston, USA). Pomoci tohoto
programu byly vypocteny hodnoty LC50, LC90, LC95 a LC99. Ostatni vysledky byly
zpracovany v programu Microsoft Excel.

5 Vysledky
5.1 Mortalita kli§t’at

Oba testované esencialni oleje dosahly stoprocentni mortality testovanych jedinct
Ixodes ricinus pii koncentraci 8 %. Pti koncentracich 4 %, 2 %, 1 % a 0,5 % m¢él pak
efektivné&jsi akaricidni ¢inek esencialni olej z Salvéje 1ékaiské. Pouze v koncentraci 0,25 %

byl silngjsi ucinek smrkového esencialniho oleje.



Tabulka 1: mortalita testovaného esencialniho oleje Salvéje 1ékaiské (Salvia officinalis) pti

koncentraci 8 %

Salvéj 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: mortalita testovaného esencidlniho oleje Salvéje 1ékatské (Salvia officinalis) pti

koncentraci 4 %

Salvéj 4% | Ziva | Mrtva | Mortalita
1.pokus 1 9| 90,00%
2.pokus 0 11| 100,00%
3.pokus 0 10| 100,00%
celkem 1 30| 96,77%

Tabulka 3: mortalita testovaného esencialniho oleje Salvéje 1ékaiské (Salvia officinalis) pii

koncentraci 2 %

Salvéj 2% | Ziva | Mrtva | Mortalita
1.pokus 2 8| 80,00%
2.pokus 1 9| 90,00%
3.pokus 0 10| 100,00%
celkem 3 27| 90,00%

Tabulka 4: mortalita testovaného esencialniho oleje Salvéje 1ékaiské (Salvia officinalis) pfi

koncentraci 1 %

Salvéj 1% | Ziva | Mrtva | Mortalita
1.pokus 1 9] 90,00%
2.pokus 2 8| 80,00%
3.pokus 2 7| 77,78%
celkem 5 24| 82,76%

Tabulka 5: mortalita testovaného esencialniho oleje Salvéje 1ékaiské (Salvia officinalis) pfi

koncentraci 0,5 %

Salvé; 5

0,5% Ziva | Mrtva | Mortalita
1.pokus 3 7] 70,00%
2.pokus 2 8| 80,00%
3.pokus 4 5| 55,56%
celkem 9 20| 68,97%
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Tabulka 6: mortalita testovaného esencidlniho oleje Salvéje 1ékatské (Salvia officinalis) pti

koncentraci 0,25 %

Salvéj 0,25% | Ziva | Mrtva | Mortalita
1.pokus 5 5| 50,00%
2.pokus 9 1| 10,00%
3.pokus 8 2| 20,00%
celkem 22 8| 26,67%

Tabulka 7: mortalita testovaného esencialniho oleje smrku ztepilého (Picea abies) pii

koncentraci 8 %

Smrk 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: mortalita testovaného esencialniho oleje smrku ztepilého (Picea abies) pii

koncentraci 4 %

Smrk 4% | Ziva | Mrtva | Mortalita
1.pokus 1 11| 91,67%
2.pokus 1 11| 91,67%
3.pokus 0 12| 100,00%
celkem 2 34| 94,44%

Tabulka 9: mortalita testovaného esencialniho oleje smrku ztepilého (Picea abies) pti

koncentraci 2 %

Smrk 2% | Ziva | Mrtva | Mortalita
1.pokus 2 9] 81,82%
2.pokus 1 8| 88,89%
3.pokus 2 10| 83,33%
celkem 5 27| 84,38%

Tabulka 10: mortalita testovaného esencialniho oleje smrku ztepilého (Picea abies) pti

koncentraci 1 %

Smrk 1% | Ziva | Mrtva | Mortalita

1.pokus 4 6| 60,00%
2.pokus 3 6| 66,67%
3.pokus 5 5| 50,00%

celkem 11 16| 59,26%




Tabulka 11: mortalita testovaného esencialniho oleje smrku ztepilého (Picea abies) pti

koncentraci 0,5 %

Smrk 0,5% | Ziva | Mrtva | Mortalita
1.pokus 4 6| 60,00%
2.pokus 6 4| 40,00%
3.pokus 5 5| 50,00%
celkem 15 15| 50,00%

Tabulka 12: mortalita testované¢ho esencialniho oleje smrku ztepilého (Picea abies) pii

koncentraci 0,25 %

Smrk 0,25% | Ziva | Mrtva | Mortalita
1.pokus 5 5| 50,00%
2.pokus 7 3| 30,00%
3.pokus 8 2| 20,00%
celkem 20 10| 33,33%

Tabulka 13: u¢innost testovanych esencialnich oleju Salvéje 1ékaiské (Salvia officinalis) a
smrku ztepilého (Picea abies) na klisté obecné (Ixodes ricinus) pii riznych koncentracich

(8%, 4%, 2%, 1%, 0,5% a 0,25%)

koncentrace | Salvgj 1ékarska | smrk ztepily
8,00% 100,00% 100,00%
4,00% 96,77% 94,44%
2,00% 90,00% 84,38%
1,00% 82,76% 59,26%
0,50% 68,97% 50,00%
0,25% 26,67% 33,33%
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Graf 1: Porovnani ucinnosti testovanych esencialnich oleji smrku ztepilého (Picea abies) a
Salvéje 1¢kaiské (Salvia officinalis).
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5.2 Hodnoty LC

Hodnoty LC50, LC90, LC95 a LC99 byly vypoditany v programu STATISTICA

dosazenim zjiS§téné mortality.

Tabulka 14: Hodnoty LC50, LC90, LC95 a LCY9 testovaného oleje smrku ztepilého (Picea

abies), vypocitany pomoci programu Rstudio. Hodnoty jsou uvedeny v ml/L.

Chi-kvadrat test dobré ptiléhavosti: 0,01768
Stupné volnosti: 4
Signifikance p = 0,99996

Standard Dolni mez Horni mez

LC LC vypoétena Error (95%0) (95%0)
LC50 6,444 1,984 2,555 10,333
LC90 28,072 4,261 19,720 36,424
LC95 35,427 5,693 24,268 46,585

LC99 51,674 8,991 34,052 69,297




Tabulka 15: Hodnoty LC50, LC90, LC95 a LC99 testovaného oleje Salvéje 1ékaiské (Salvia

officinalis), vypoc¢itany pomoci programu Rstudio. Hodnoty jsou uvedeny v ml/L.

Chi-kvadrat test dobré ptiléhavosti: 0,12191
Stupné volnosti: 4
Signifikance p = 0,99822

Dolni Horni

Standard mez mez

LD LD vypocltena Error (95%0) (95%)
LC50 3,732 1,742 0,318 7,146
LC90 19,741 3,316 13,243 26,240
LC95 25,186 4,530 16,307 34,064
LC99 37,213 7,338 22,830 51,595

Biocidni aktivita byla prokazana u obou esencialnich olejii. VEtsi biocidni aktivita byla
zjisténa u Salvéje 1ékarské (Salvia officinalis), u které byly spocitany hodnoty LC50= 3,732
mi/L, LC90= 19,741 ml/L, LC95= 25,186 ml/L a LC99= 37,213 ml/L roztoku. U smrku
ztepilého (Picea abies) byly naméfeny hodnoty LC50= 6,444 ml/L, LC90= 28,072 ml/L,
LC95= 35,427 ml/L a LC95= 51,674 ml/L roztoku.

5.3 Vysledky plynové chromatografie
Majoritnimi prvky v esencidlnim oleji z Salvéje 1ékatské byl bergamol, citronellol a terpineol
(Tabulka 16). U smrkového esencialniho oleje byl dominantni substanci bornyl acetat

nasledovan terpineolem (Tabulka 17).

Tabulka 16: primarni chemické slozeni esencidlniho oleje $alvéje 1ékarské (Salvia officinalis)

Chemické slozeni esencidlniho oleje Salvéje
1¢karské (Salvia officinalis
Latka | doba retence (min) Obsah (%)
Linalool 13,43 25,5
Terpineol 17,24 3,7
Citronellol 19,44 3,8
Bergamol 20,51 54,5

Tabulka 17: primarni chemické sloZeni esencialniho oleje smrku ztepilého (Picea abies)
Chemickeé slozeni esencialniho oleje smrku
ztepilého (Picea abies)

Latka | doba retence (min) | Obsah (%)
Alfa-pinen 6,53 23,5
Kafr 15,05 8,5
terpineol 17,21 1,1
Bornyl acetat 21,64 33,1
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6 Diskuze
6.1 Biocidni aktivita

Ze ziskanych vysledkl a Ize soudit, Ze esencialni oleje rostlin maji biocidni vlastnosti a
jejich mira zéavisi na koncentraci pouzitého esencidlniho oleje v roztoku. Pfi aplikaci 8%
roztokll esencialnich oleji dochézi spolehlivé k umrti vSech testovanych jedincti klist'at. Pii
aplikaci 0,25% roztoku esencidlniho oleje dochazi k umrti jen u méné nez poloviny testovanych
jedinct. Pfi kontrolni skupiné klistat, na které byl aplikovan 0% roztok testovanych
esencialnich olejti, byla mortalita nulova. To prokazuje biocidni Gi¢inek téchto oleju.

Béhem experimentu, o kterém tato prace pojednava byla prokdzana vys$si biocidni
ucinnost esencialniho oleje Salvéje 1ékaiské (Salvia officinalis) nez u smrku ztepilého (Picea
abies), kdy zjisténa LC50 salv¢je 1ékarské (0,321mg/ml) je vice neZz dvakrat nizsi nez LC50
smrku ztepilého (0,8304). Rovnéz hodnoty LC90, LC95 a LC99 potvrzuji fakt, ze esencialni
olej salveje 1ékarské (Salvia officinalis) ma daleko lepsi biocidni potencial nez esencialni olej
smrku ztepilého.

Nekolik védeckych praci rovnéz potvrzuje biocidni u€innost esencialnich oleji nejen ke
klistéti obecnému. Napiiklad Dolan et al. (2007) potvrdil biocidni G¢inek tii esencialnich oleju
a to pazeravu sbihavého (Calocedrus ducurrens), cypiisku Lawsonova (Chameacyparis
lawsoniana) a jalovce zapadniho (Juliperus occidentalis) na Kklist¢ obecné (Ixodes ricinus),
komara tropického (Aedes aegypti) a blechu morovou (Xenopsylla cheopis). Z téchto tii byla
nejveétsi biocidni aktivita viéi klistéti obecnému zjisténa u pazeravu sbihavého (Calocedrus
ducurrens) s hodnotou LC 50 zhruba 0,096 mg/ml roztoku, pti¢emz cypiisek Lawsontiv a
jalovec zapadni méli oba hodnotu LC 50 okolo 0,3mg/ml.

Lee et al. (2004) ve své praci testoval biocidni Gi¢inek esencialnich olejii nékolika druht
rostlin z celedi myrtovitych na pilousi ryzovém (Sitophilus oryzae). Z dvaactyticeti vybranych
rostlin projevilo silny biocidni G¢innek pouze Sest, a to mata peprna (Eucalyptus nicholii),
blahoviénik codonocarpa (Eucalyptus codonocarpa), Stétkovec siberni (Callistemon sieberti),

kajeput tipytny (Melaleuca fulgens), blahovi¢nik blakelytv (Eucalyptus blakelyi) a kajeput



armilaris (Melaleuca armillaris). LC50 téchto druhi byla 29.0, 19.0,27.3, 28.6,31.2 2 30.6 ul/1
vzduchu. Tyto vysledky indikuji, Ze esencialni oleje rostlin nemaji biocidni potencial na stejné

arovni.

6.2 Vliv obsahu biologicky aktivnich latek

Mira biocidni Gi¢innosti zavisi na koncentraci biologicky aktivnich latek, ktera je velice
riznoroda. Plynova chromatografie prokazala ptitomnost né¢kolika biologicky aktivnich latek
Vv obou testovanych esencidlnich olejich. Jmenovité se jedna o terpineol, coz je biologicky
aktivni latka ze skupiny terpenti, kterd byla nalezena v obou testovanych esencialnich olejich.
V esencialnim oleji Salvéje 1ékarské (Salvia officinalis) byla jeho koncentrace 3,7 % ze vzorku
a v esencialnim oleji smrku ztepilého (Picea abies) byla jeho koncentrace 1,1 %. V salvgji
1ékaiské (Salvia officinalis) byl pak nalezen i obsah bergamolu v koncentraci 54,5 % vzorku a
obsah linaloolu v koncentraci 25,5 % vzorku. V esencialnim oleji smrku ztepilého byl pak
mimo jiné nalezen alfa-pinen v koncentraci 23,5 % ze vzorku. VSechny vySe zminéné latky
patii do skupiny terpenti, u kterych jsou prokazany biocidni Gc¢inky (Cardoso et al. 2020).
Muzeme tedy konstatovat, Ze koncentrace téchto latek ze skupiny terpenil v esencidlnich olejich
ovliviiuje jejich biocidni, respektive akaricidni vlastnosti.

Toto tvrzeni potvrzuje Coskun et al. (2008), ktery ve svém experimentu vyuziva
piitomnosti karvakrolu v esencialnim oleji Oregana feckého (Origanum onites) k demonstraci
jeho biocidniho téinku vici zastupci Celedi klistatovitych (Rhipicephalus turanicus). Z dalsich
experimentti naptiklad Andreotti et al. (2013) uvadi Gspé$né vyuziti esencialniho oleje
Aksamitniku mensiho (Tagetes minuta) v chovu hospodaiskych zvifat, coby ochranu proti
Pijakovi tropickému (Rhipicephalus mikroplus), diky obsahu dihydro tagetonu, limonenu ¢i
beta-ocimenu. Vsechny tyto zjisténé biologicky aktivni latky obsahuji terpenové skupiny, nebo
se samy mezi terpeny fadi. Proto lze soudit, ze biocidni, respektive akaricidni ¢i pesticidni

ucinek esencialnich oleji se odviji mimo jiné od mnozstvi v nich obsazenych terpenovych latek.

6.3 Porovnani biocidni ucinnosti se syntetickymi akaricidy

V porovnani se syntetickymi akaricidy jsou pfirodni akaricidy, respektive biocidy
vseobecné méné efektivni. To doklada napiiklad prace Gashouta et al. (2018), v ramci které se
porovnaval biocidni ucinek ptirodnich latek a syntetickych akaricidii na v¢elach. Z ptirodnich

latek zde mé&l nejvyssi ucinnost thymol, jez se fadi opét do skupiny terpenti a je slozkou fady
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esencialnich oleju (Salman et al. 2020b), pficemz LC 50 byla v jeho pripadé 51.250 pug na véelu,
coz je mnohonasobn¢ vyssi davka, nez u testovanych syntetickych akaricidl, u nichz byly
stanoveny LC 50 v hodnotéach 0,448 ug na vcelu (Tau-fluvilinat), 1,984 pg na véelu (Amitraz)
a 6,232 pg na véelu (Kumafos). Z toho se da vyvodit, Ze piestoze esencialni oleje s vysokym
obsahem terpenovych latek maji akaricidni potencial, syntetické akaricidy jsou v tomto ohledu

mnohokrat efektivnéjsi.

6.4 Kritické body prace

Absence jednotné metodiky podobnych testli a hodnoceni je velkym problémem v této,
ale 1 dalSich pracich. Metodika je pochopitelné¢ dilezitym faktorem pfi testovani biocidnich
vlastnosti esencidlnich olejli. Protoze neexistuje standardizovand metodika pro podobné testy
¢1 vyzkumy, rtizné studie vyuZzivaji riizné metodické postupy pii testovani biocidni aktivity
esencialnich oleji a tim vznikd nesoulad. Naptiklad experiment, provedeny v rdmci této
bakalarské prace, vyuziva metodiku inspirovanou praci Jia et al. (2018) s nékolika Gpravami,
pti které byli testovani jedinci klistat v pfimém kontaktu se standardizovanym roztokem
danného esencialniho oleje na pét sekund, zatimco pii obdobném imerznim testu Vv praci
Salmana et al. (2020) byli testovani jedinci klist'at v kontaktu s testovanym esencialnim olejem

pet minut.



[ Zavér

Tato prace popisuje experiment, jez mél za ukol vyhodnotit biocidni uU¢innost
esencialnich oleju smrku ztepilého (Picea abies) a Salvéje 1ékarské (Salvia officinalis) vuci
Klistéti obecnému (Ixodes ricinus), ¢lenovci, ktery je neoddélitelné spjaty s prenasenim
nejriznéjsich nemoci a patogent na lidi, divokou zvér a hospodarska zvitata. Biocidni aktivita
byla prokazana u obou esencidlnich oleji. Vétsi biocidni aktivita byla zjisténa u Salvéje 1€karské
(Salvia officinalis), u které byly spoc¢itany hodnoty LC50= 3,732 ml/L, LC90= 19,741 ml/L,
LC95= 25,186 ml/L a LC99= 37,213 ml/L roztoku. U smrku ztepilého (Picea abies) byly
naméfeny hodnoty LC50= 6,444 ml/L, LC90= 28,072 ml/L, LC95= 35,427 ml/L a LC95=
51,674 ml/L roztoku.

Béhem experimentu bylo prokdzano, Ze tyto oleje se daji vyuZit jako alternativni
biopesticidy, ale efektivitou se ov§em nedokazou vyrovnat syntetickym biocidnim pfipravkim.
Na druhou stranu, na rozdil od syntetickych pfipravki, neohrozuji Zivotni prostiedi a necilové
zivocistné druhy.

Vyuziti esencialnich oleju rostlin, jakozto alternativnich biocida proti klistéti obecnému
je velice perspektivni disciplina, avSak v prvni fad€ je zapotiebi sjednotit metodiku jejich

vyzkum a ziskat vice dat.
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