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— Souhrn * Summary

Pii registraci biocidniho ¢i repelentniho pfipravku v Evropské Unii a Spojenych statech americkych je nutné predloZit
test t¢innosti v souladu s nafizenim a metodikou Evropské agentury pro chemické latky a Agentury pro ochranu
Zivotniho prostredi. PrestoZe se nymfy a samice kliStat vyrazné 1isi z behavioralniho i morfologického hlediska, obé
vySe uvedené instituce ve svych metodikach povoluji pouZzit pro laboratorni testy nymfy a (nebo) samice. V tomto
¢lanku prindsSime ditkaz o rozdilech mezi témito stadii kliStéte Ixodes ricinus v mobilité (P < 0,05) a senzitivité
k repelentu DEET (P < 0,0001). Tato studie tedy ukazuje, Ze vybér stadia pro testovani mize ovlivnit vysledky
testu, prestoZe budou testy tcinnosti provedeny v souladu s doporuc¢enou metodikou.

In the European Union and United States of America, the efficacy of a biocide or repellent coming onto the market
has to be evaluated according to the guidelines of the European Chemical Agency and the United States Environ-
mental Protection Agency. Despite the obvious differences in morphology and behaviour, both these guidelines
allow the use of nymph or adult female ticks for laboratory testing. Here, we provide evidence that sensitivity of
Ixodes ricinus nymphs to diethyltoluamide (DEET) within the in-vitro trial was significantly higher compared to
adult females (P < 0.0001). We also observed that feral ticks were less sensitive to the repellent than were labo-
ratory-reared ticks (P < 0.01) and that mobility decreased when the trial was repeated (P < 0.05). This study has
shown that the efficacy testing results may vary significantly between the two developmental stages even when the
protocol is conducted in accordance with the guidelines.
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Obrazek 1: In-vitro test na filtracnim papife pouzitym pro posouzeni schopnosti nymf a samic klistéte obecného (Ixodes ricinus) prekonat
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zméné klimatu se rozSifuje 1 aredl vyskytu klistat [1,2] a tim
padem i nemoci prendsenych klistaty. S vyjimkou vyuZiti
vhodného obleceni a obuvi jsou repelenty jedinou moznosti
jak zabranit prichyceni kliStéte na hostiteli [3]. Repelenty jsou
latky syntetického ¢i ptirodniho ptivodu, které odradi ¢lenov-
ce od jejich umyslu sat krev na hostiteli [4]. V sou€asnosti je
komer¢né nabizena velka Skéla repelentnich latek v riznych
koncentracich. Na zdkladé doporuceni Centra pro kontrolu
a prevenci nemoci [5] jsou za nejucinnéjsi latky povazovany
diethyltoluamid (DEET), picaridin, IR3535 a citridiol. Aby
mohl byt repelentni piipravek registrovan pro komercni prode;j,
je nutné prokazat mimo jiné jeho tcinnost, a to laboratornim
testovanim repelence. Pfi testovani ptipravki pro uvedeni na trh
v Evropské unii se laboratofe musi fidit Nafizenim Evropského
parlamentu a Rady (EU) ¢. 528/2012 a musi byt v souladu
s pravidelné aktualizovanou smérnici Evropské agentury pro
chemické latky (ECHA). Ve Spojenych statech americkych se
laboratote fidi pokyny vydavanymi Agenturou pro ochranu
Zivotniho prostiedi (USEPA). Co se tyce testovani piipravka
proti kliStatiim, obé agentury povoluji v testech pouZivat nymfy
nebo dospélé samice [6,7], pfestozZe se jednd o morfologicky
i behavioralné odlisné aspekty téchto stadii [8,9]. Z tohoto da-
vodu bylo cilem této prace popsat rozdily v jejich chovani pii
expozici repelentu. Jako modelovy organismus pro pokus bylo
vybrano klisté obecné (Ixodes ricinus), dominantni druh klistat
Ceské republiky, jehoZ senzitivita byla testovana proti DEETu.

METODIKA

Klistata pouzita pro pokus byla zakoupena z laboratore
Insect Services (Berlin, Némecko) a odchycena metodou vlaj-
kovéni ve volné piirodé na Ctytech riznych lokalitach. Prvni
dvé lokality Krejcarek (50.095°N, 14.477°E) a Prokopské
udoli (50.039°N, 14.366°) jsou lesoparky se smiSenymi lesy
a managementem sece v intravildnu hlavniho mésta Prahy,

hojné vyuzivané k volnoc¢asovym aktivitim obcand. Hlavnimi
zastupci fauny jsou zde ptaci a mali savci. Dalsi lokalitou
odchytu byla pfirodni rezervace Domanovicky les (50.114°N,
15.348°E). Les je smiSeny s majoritou bucin, fauna zahrnuje
pestrou Skalu ptakd, plazf, malych a velkych savci. Posledni
lokalitou je okraj jehliCnatého lesa v blizkosti rekreacniho aredlu
urybnika Landa v obci Ostrovec (49.403°N, 14.118°E), kde se
pohybuje velké mnoZstvi vodniho ptactva, nicméné pritomny
jsouijestérky, mali savci a prileZitostné i ¢ernd a sparkatd zver.

Celkem bylo pro testovani vyuzito 175 klistat (18 samic +
12 nymf z kazdé lokality vyjma Prokopského tudoli, kde byly
odchyceny 4 samice a 51 nymf). Pfed testovanim byla kliStata
uloZena v plastovych zkumavkach s perforovanym vickem do
exsikatoru vybaveného vlhkou vatou (RH > 80 %). Exsikatory
s klistaty byly uloZeny v laboratofi pii teploté 26 = 1 °C bez
specialniho svételného rezimu.

K popisu mobility klistat (vzdalenost, kterou klisté urazi
béhem testu) a schopnost piekonat bariéru repelentu DEET
byl pouZit in-vitro test na filtratnim papife, jeZ byl navrZzen
na zdkladé dfive publikovanych metodik [10,11]. Na filtracni
papir Whatman™ (GE Healthcare, Buckinghampshire, Velka
Britanie) bylo natiSténo 5 soustfednych kruhti, po celé Sifce
pasem vytvoreného témito kruhy (15 mm) byl Stétcem nanesen
repelent DEET v koncentraci od 0,1 % do 5 % (viz Obréazek 1).
Klistata byla vysazovana na prostiedni ¢ast kruhu o priméru
60 mm, kter4 zlistala neoSetfena 15 minut od aplikace repelentu,
a jejich pohyb byl monitorovan po dobu 2 minut. Jako stimul
k aktivizaci klistat byl pouzit dech pozorovatele. Trajektorie
klistéte byla zaznamenana mikrotuzkou a zméfena kiivkome-
rem (Recta, Zurich, Svycarsko). K1ist& bylo povaZovano za ne-
repelované v pripadé, Ze prekonalo vnéjsi hranici oSetfené zony.
Kazdé klisté bylo otestovéano tfikrat, mezi opakovanimi bylo
uloZeno v Sml Eppendorf zkumavce, ta byla oznacena unikat-
nim kédem a uloZena v exsikatoru (RH > 80%, t = 26 °C). Po
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Obrazek 2: Mobilita jednotlivych klistat (2 minutovy test) v opakovanych
pokusech (Etverce bez vypiné, uprostied krabicového grafu, predstavuji
prdméry u samic, piné étverce priméry u nymf. Stredni ¢ast diagramu je
ohranicena konci 1. a 3. kvartilu, isecky na koncich krabicového grafu
predstavuji minimalni a maximalni hodnoty). ZvySeny rozsah usec¢ek
s mensi plochou pole ve tfetim pokusu ukazuje na heteroskedasticitu
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ukonceni pokusu byla kliStata zamrazena piti -70 °C a poskyt-
nuta Narodni referen¢ni laboratofi pro lymeskou boreliézu na
otestovani piitomnosti patogend. Testy byly provedeny béhem
¢ervna 2017 v Narodni referen¢ni laboratofi pro dezinsekci
a deratizaci ve Statnim zdravotnim tstavu v Praze pii vlhkosti
50 £2 % ateploté 25 °C + 1 °C.

Pro statistické vyhodnoceni ovlivnéni mobility vyvojovym
stddiem a opakovanim pokusu byl pouZit zobecnény linedrni
smiSeny model (GLMM), funkce (Ime). Senzitivita na repelent
(prekonani bariéry repelentu) byla hodnocena kumulativnim
smiSenym modelem (CMML). VSechny analyzy byly pocitany
za pomoci softwaru R studio (R Studio, Boston, Spojené staty
americké).

VYSLEDKY A DISKUSE

Mobilita klistat béhem pokusu byla ovlivnéna vyvojovym
stadiem (GLMM: F = 189,82; P < 0,0001) i poradim pokusu
(GLMM: F=4.79, P < 0.05), pti¢emz samice béhem testovani
urazili vétsi vzdalenost a s opakovanim pokusu mobilita klesala
u obou testovanych stadii (Obrazek 2). Tolerance repelentu byla
vyznamné ovlivnéna vyvojovym staddiem kliStat, kdy nymfy
byly senzitivnéj$i nez samice (CLMM: estimate = —3,13; z-
-value = -9.28, P < 0,0001) (Obrazek 3). Dale byla schopnost
prekondvat bariéru repelentu ovlivnéna také ptivodem klistat,
kdy laboratorni kmen byl vyrazné citlivéjsi v porovnéni s od-
chycenymi klistaty ve volné prirodé (CLMM: estimate =—1,19;
z-value = -2.81, P < 0,01). Naopak mezi klistaty z prirody
nebyl v zavislosti na lokalité v tomto ukazateli Zadny rozdil.

Prestoze platna nafizeni [6,7] vyZaduji pfi registraci repe-
lentd testy d¢innosti na predlokti pokusnych osob, in-vitro testy
jsou bézné pouzivany k porovnani u¢innosti riznych i¢innych

Obrazek 3: Podil vSech testovanych klistat podle vyvojového stadia,
ktera tispésné prekonala riizné koncentrace DEET
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latek ¢i koncentraci repelentt a s vysledky laboratornich testl
in-vivo koreluji [12], proto je vyuZiti takového testu pri popisu
sledovaného jevu relevantni. VSechna klistata vyuzita v ramci
této prace reagovala na hostitelské stimuly velice dobfe, po
celou dobu pozorovani se pohybovala a snazila prekonat bariéru
repelentu. Vysledky této studie ukazuji, Ze samice v porovnani
s nymfami dokazi 1épe piekondvat bariéru repelentu, prestoze
dle Vassalo et. Perez-Eid (2002) [9] je motivace nymf sit na
Cloveéku vétsi, a jsou tak viici repelentu signifikantné vnimavejsi.
Tento vysledek miZe byt vysvétlen rozdily v chovani i morfolo-
gii obou testovanych stadii. Zatimco nymfy méfi 1,2 x 1,5 mm
a jejich hmotnost se pohybuje okolo 4 mg, primérna velikost
a hmotnost nenasatych dospélych samic je 2,0 x 4,0 mm
a 18 mg [13,14]. Kdyz vezmeme v potaz, Ze ob€ vyse uvedené
smérnice k laboratornimu testovani repelentti vyzaduji aplikaci
pfipravku pouze na 30 mm pdsmo okolo zapésti (Obrazek 4)
a dle naSich vysledk( nymfy za stejnou dobu urazi zhruba po-
lovi¢ni vzdélenost v porovnani se samicemi, bariéra tak jasné
predstavuje pro nymfy vétsi prekazku neZ pro samice, coz miize
mit za nasledek ovlivnéni vysledku testovani.

Co se tyce rozdilu mezi klistaty z piirody a laboratote,
klistata z umélého odchovu byla vyznamné vnimavéjsi na
repelent. Naopak chovani klistat z prirody vici repelentu se
mezi jednotlivymi lokalitami vyznamné neliSilo. Aby byla
vyloucena moznost ovlivnéni vysledku patogenem, ktery by
mohl zvysit motivaci kliStéte prekondvat repelent, jako bylo
prokazano napiiklad pro klistovou encefalitidu [11], klistata,
jez byla pozitivni na pfitomnost borrelii (1040 %) byla po-
rovnana s klistaty negativnimi pochazejicimi ze stejné lokality.
V chovani téchto klistat nebyl nalezen rozdil. NiZsi senzitivitu
viaci repelentim tak 1ze vysvétlit urcité expozici repelentim
ainsekticidnim piipravkiim. Dal§im divodem tohoto jevu miize
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Obrézek 4: Laboratorni testovani repelentd proti klistatim pfi
aplikaci pipravku na pasmo okolo zapésti dle smérnic EPA a USEPA
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byt urcité potlaceni vyhledavaciho médu, kdy neni tfeba vyvi-
nout snahu k hledani hostitele. Obdobné rozdily v chovani viici
repelentu je zndmé napiiklad pro komary [15,16], octomilky
[17] nebo Svaby [18].

Zajimavym vysledkem je také opakovatelnost pokusu,
kdy se pii obou testech (mobilita a senzitivita) vykony jedince
lisily méné nez vykony mezi sledovanymi klistaty. Tento jev
by mohl znamenat, Ze urcitou roli hraje individualni motivace,
tedy zjednoduSené urcitd ,,osobnost* vyznamné ovliviiujici
rozhodovani a chovani klistéte. At uZ to zni jakkoli bizarné,
tato vlastnost jiZ byla popsédna i u jinych bezobratlych véetné
roztoct [19]. Celkové ovSem doslo k poklesu sledovanych
vlastnosti, a prestoZe prvni a druhé opakovani se vyznamné
neliSilo (Obrazek 2), prokazalo se, Ze pii opakovani pokusu
klisté ztraci motivaci prekondvat bariéru repelentu. Pozadavek
platnych naiizeni na pouze jedno pouziti jednoho kliStéte se tak
zda z tohoto pohledu opravnény.

ZAVER

Na zdklad€ in-vitro testu je ziejmé, Ze chovani nymf a samic
je pii testech repelence rozdilné, pricemz samice jsou méné
vnimavé a vice pohyblivé. PouZitim odlisného stadia tak Ize
vyznamné zkreslit vysledek testu i¢innosti, a proto by tato prace
méla prispét k zpfesnéni novych smérnic, jejichZ vydani chysta
Evropska agentura pro chemické latky na podzim roku 2020.

Original textu vysel v Casopise ,,Journal of the American
Mosquito Control Association‘ v prosinci 2019: Martin Kulma,
Oldrich Kopecky, Terezie Bubova. Nymphs of Ixodes ricinus
Are More Sensitive to Deet Than Adult Females. J Am Mosq
Control Assoc. 2019; 35(4): 279-284.
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