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ABSTRACT

The use of repellents is the most important in the tick-bite protection. The tests of repellents efficiency shall
give strict answer whether ticks are repelled effectively or not by a given agent. Methods of testing repellent
efficiency can be divided in in three groups: experiments without tick host and host stimuli; studies simulating
host stimuli, methods of testing repellents on animals or human volunteers. Studies on protected human volunteers
are the nearest practical conditions of repellent use. However, there is sometimes a need of testing products with
unknown toxicity to man; in such circumstances their efficiency should be evaluated in experiments in simulated
human body conditions but without a person.
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STRESZCZENIE

Podstawg profilaktyki antykleszczowej jest stosowanie srodkdéw odstraszajacych (repelentow). Badania repelen-
tow powinny jednoznacznie odpowiadaé na pytanie, czy kleszcze sg odstraszane przez dany preparat.

Aktualnie stosowane metody badan mozna podzieli¢ nastgpujgco: metody stosowane w nieobecnosci zywicieli
i ich bodzcow, metody wykorzystujace symulacje bodzcow zywicieli, metody, w ktorych wykorzystywani sa
zywiciele kleszczy. Badania z wykorzystaniem odpowiednio zabezpieczonego cztowieka jako przynety sa naj-
bardziej odpowiadajace praktycznym warunkom stosowania repelentow. Czgsto zachodzi jednak potrzeba bada-
nia produktow o nieznanej toksycznosci dla cztowieka i wtedy ich aktywnos$¢ powinna by¢ oceniana w uktadach

doswiadczalnych symulujacych warunki ciata cztowieka, ale bez jego udziatu.

Stowa kluczowe: repelenty, kleszcze, ochrona przed uktuciem kleszczy

INTRODUCTION

All ticks around the world, which consist of over
900 species, (1) are obligatory, temporary ectoparasites
of animals and humans. Since they are reservoirs and
vectors for dangerous and often fatal diseases, they are
considered a serious threat to the health and life of hu-
mans, pets and farm animals (2). Tick-borne diseases
present in Europe include amongst others borreliosis,
tick-borne encephalitis, human granulocytic anaplas-
mosis and they are transmitted by ticks of the Ixodes
ricinus species. Ticks of the Haemophysalis spp. and
Hyalomma spp. species can transmit Crimean—Con-
go hemorrhagic fever; Ripicephalus sanguineus can
transmit borreliosis, Mediterranean fever, human
babesiosis; Dermacentor spp. ticks can be carriers of
borreliosis, tick fever, human babesiosis, tick-borne
encephalitis.

WSTEP

Wszystkie kleszcze zyjace na $wiecie, a jest ich po-
nad 900 gatunkow (1) sg obligatoryjnymi, czasowymi
ektopasozytami zwierzat i ludzi. Poniewaz sa one rezer-
wuarami i wektorami groznych i nierzadko $miertelnych
chorob, uwaza si¢ je za powazne zagrozenie dla zdrowia
i zycia czlowieka, zwierzat domowych i hodowlanych
(2). Choroby odkleszczowe wystepujace w Europie to
m.in. borelioza, odkleszczowe zapalenie mézgu, ludz-
ka anaplazmoza granulocytarna — przenoszone przez
kleszcze z gatunku Ixodes ricinus. Kleszcze z rodzajow
Haemophysalis spp. 1 Hyalomma spp. moga przenosic¢
goragczke krymsko-kongijska; Ripicephalus sanguine-
us boreliozg, goraczke srédziemnomorska, ludzky ba-
beszjoze; kleszcze Dermacentor spp. moga by¢ prze-
nosicielami boreliozy, goraczki kleszczowej, ludzkiej
babeszjozy, odkleszczowego zapalenia mozgu.
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Some of the mentioned diseases can be transmitted
transstadially within the population, which means that
immature ticks can also infect, because in order to go
through the next stage of development, the tick has to
drink the blood of the host in each stage. Hence, it is
important to prevent a human (or an animal) from the
tick attack.

The range of ticks extends annually to new areas.
The simultaneous effect of all favourable factors is
responsible for this phenomenon i.e.: global change
in the form of global warming, environmental and
economic impact (spatial management and reduction
of pesticides and other chemicals), increase of wild-
life as a result of its protection and relocation of ticks
to new areas due to tourism and the development of
means of transport (3). It is worrying that ticks are of-
ten found in urban areas: parks, squares, allotments,
kitchen gardens and urban forests where they live on
plants (grasses, low bushes) growing along the paths
attended by animals and people. It is estimated that in
urban areas the risk of human infection with tick-borne
pathogens is as high as in forest areas (4).

The eradication of ticks in their natural habitat is
extremely difficult. As it is often based on the use of
only chemical methods, it is not inert to the environ-
ment (5, 6, 7).

Due to limited effectiveness and negative impact
on the environment, the use of chemical insecticides
to eradicate ticks is secondary to the prevention con-
sisting of appropriate behavior, the use of impregnated
clothing, and repellents against these arthropods. The
use of tested repellents present on the market are fun-
damental in tick prevention (8).

ACTIVE SUBSTANCES
USED IN TICK REPELLENTS

Repellents are chemicals applied to the surface of
the skin or other surfaces (such as clothing) which dis-
courage arthropods from entering or climbing on the
human or animal body. The following active substanc-
es are used in the ticks’ repellents: N-N-diethyl-m-tol-
uamide (DEET); 3- (N-n-Butyl-N-acetyl) aminopropi-
onic acid ethyl ester (IR3535); KBR3023 (icaridine)
and natural substances of plant origin, e.g. geraniol,
citriodiol, eucalyptus oil (2).

DEET is an active ingredient most commonly used
as a repellent substance. In repellents it is most com-
monly used in concentrations ranging from 7 to 31.6%.
It is considered a “gold standard” for other repellents.
Out of the 20,000 compounds tested so far, none has
been as versatile as DEET.

IR3535 is another active ingredient often used in
repellents. It has been available in Europe since 1970
while in the USA since 1999. When it comes to prod-
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Niektére z wymienionych chorob moga by¢ w ob-
rebie populacji kleszczy przenoszone transstadialnie,
a wiec mlodociane stadia kleszczy rowniez moga za-
kaza¢, gdyz aby przejs$¢ kolejny etap rozwoju, kleszcz
w kazdym ze stadidéw musi napi¢ si¢ krwi zywiciela.
Wazne jest wobec tego, aby nie dopusci¢ do zaatako-
wania cztowieka (lub zwierzecia) przez kleszcza.

Zasieg wystepowania kleszczy z roku na rok roz-
szerza si¢ na nowe tereny. Za to zjawisko odpowie-
dzialny jest efekt synchroniczny catego zespotu sprzy-
jajacych czynnikow — zmiany globalne w postaci ocie-
plenia klimatu, zmiany krajobrazowo-gospodarcze
(gospodarowanie terenem i ograniczenie stosowania
pestycydow i innych $rodkéw chemicznych), wzrost
liczebnosci dzikich zwierzat, jako rezultat ich ochrony
oraz zawlekanie kleszczy na nowe tereny w zwigzku
z turystyka i rozwojem $rodkoéw transportu (3). Nie-
pokojacy jest fakt, ze obecnie kleszcze sg czesto spo-
tykanie na terenach zurbanizowanych: w parkach, na
skwerach, ogrodkach dziatkowych i przydomowych
oraz lasach miejskich, gdzie bytujg na roslinach (tra-
wy, niskie krzewy) rosnacych przy $ciezkach, ktérymi
uczeszczajg zwierzeta i ludzie udajacy si¢ na spacery.
Szacuje si¢, ze na terenach miejskich zagrozenie zaka-
zenia ludzi patogenami przenoszonymi przez kleszcze
jest tak samo wysokie jak na obszarach lesnych (4).

Zwalczanie wystgpowania kleszczy w naturalnym
srodowisku jest wyjatkowo trudne, a poniewaz czgsto
oparte jest na wykorzystaniu wylacznie metod chemicz-
nych, nie jest obojetne dla tego srodowiska (5, 6, 7).

W zwigzku z ograniczong skutecznoscia i ujemny-
mi skutkami dla $rodowiska, stosowanie chemicznych
insektycydow do zwalczania kleszczy jest drugorzedne
w stosunku do profilaktyki polegajacej na odpowied-
nim zachowaniu, stosowaniu impregnowanej odziezy
oraz preparatdw odstraszajacych te stawonogi zwanych
repelentami. Podstawa profilaktyki antykleszczowej
jest stosowanie przebadanych i dostgpnych w sprzedazy
repelentoéw (8).

SUBSTANCIJE CZYNNE STOSOWANE
W SRODKACH ODSTRASZAJACYCH KLESZCZE

Repelenty to $rodki lub substancje odstraszajace
stosowane na powierzchni¢ skory lub inne powierzch-
nie np. odziez, ktére powoduja zniechegcenie stawo-
nogoéw do wchodzenia i wspinania si¢ na ciato czto-
wieka lub zwierzecia. W preparatach do odstraszania
kleszczy, w réznych stezeniach, stosowane sa naste-
pujace substancje aktywne: N-N-dietylo-m-toluamid
(DEET); ester etylowy kwasu 3-(N-n-butylo-N-ace-
tylo)aminopropionowego (IR3535); kwas 1-piperydy-
nokarboksylowy KBR3023 (ikarydyna) oraz substan-
cje naturalne pochodzenia roslinnego, np. geraniol,
citriodiol, olejek eukaliptusowy (2).
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ucts licensed in Poland, it is used most commonly
in concentrations of 7-20%. It is effective not only
against ticks, but also against mosquitoes, tse-tse flies
(Glossinae), horseflies (Tabanidae), black flies (Simul-
lidae) and wasps (Vespula).

A common ingredient in repellents is also ikari-
dine, synthesized in 1980 and available on the market
since 2000. In formulations it is most commonly found
in concentrations of 10-20%.

At present it is also believed that also natural sub-
stances possess the properties of repellents. These in-
clude the oils: anise, bergamot, camphor, cinnamon
oil, clove, coconut, eucalyptus, geranium, lavender,
lemon, nutmeg, orange blossom, wild mint, pine,
thyme and oil of lemon eucalyptus. Plant oils are gen-
erally less effective and provide an acceptable level
of protection for a shorter period of time than for ex-
ample DEET. It is widely believed that compounds of
plant origin are more user-friendly and harmless. In-
creasing the concentration of oils can boost efficiency,
but their high concentrations can cause skin irritation.
Many herbal products also exhibit properties toxic to
vertebrates, for example eugenol is a substance which
irritates eyes and skin and it proved to be a mutagen;
citronellol irritates the eyes and it is also a mutagen.
Moreover, it negatively affects the reproductive and
nervous system. (8).

In the 1970s, the first pyrethroids were synthesized
—those are pyrethrum-like compounds of similar chem-
ical structure and insecticidal properties, but character-
ized by increased stability. Nowadays, they are part
of many insecticides, an example being a compound
such as permethrin used for the impregnation of cloth-
ing (military uniforms, clothing for employees work-
ing in forests, hunters) against ticks. Permethrin has
a short-term repellent effect and long-lasting activity
against ticks. Among various methods of impregnat-
ing clothing with permethrin, using polymeric carriers
at elevated temperatures proved to be the most effec-
tive method. Research addressing this issue was car-
ried out by M. Faulde et al. (9). Soldiers volunteered to
participate in the research and, dressed in permethrin-
impregnated uniforms, spent 36 hours in habitats with
large numbers of ticks. The tests showed that wearing
permethrin-impregnated clothing significantly reduced
the risk of attack and bites by ticks. Out of 138 Ixodes
ricinus ticks collected during the study, only 6 were re-
corded on volunteers wearing permethrin-impregnated
clothing, whereas 132 ticks were found on volunteers
wearing non-impregnated clothing. The repellent effi-
cacy on clothing was determined at 95.5% (9). Similar
studies were conducted by F. Dusbabek (10) and M.
Faulde with their teams (11).

DEET jest substancjg aktywng najczesciej stoso-
wang jako sktadnik repelentow. W repelentach najcze-
$ciej stosowany jest w stezeniach od 7 do 31,6%. Uwa-
zany jest za ,,zloty standard” dla innych repelentow.
Na 20 000 przebadanych do tej pory zwigzkoéw zaden
nie okazat si¢ tak uniwersalny jak DEET.

Kolejng czesto wykorzystywang w repelentach
substancja aktywna jest IR3535. W Europie dostepny
jest od 1970 r., w USA od 1999 r. W preparatach za-
rejestrowanych w Polsce wystepuje najczesciej w ste-
zeniu 7-20%. Jest skuteczny nie tylko w stosunku do
kleszczy, ale takze komarow, much tse-tse (Glossi-
nae), much konskich (Tabanidae) 1 meszek (Simulli-
dae) oraz os (Vespula).

Czgsto spotykanym sktadnikiem repelentow jest
tez ikarydyna, zsyntetyzowana w 1980 r., dostepna na
rynku od 2000 r. W preparatach najczgsciej spotykana
w stezeniu 10-20 %.

Wspolczesnie uwaza sie, ze whasciwosci repelentow
maja rowniez takze substancje naturalne. Wsrdd nich
wymienia si¢ olejki: anyzkowy, bergamotowy, kamfore,
olejek cynamonowy, gozdzikowy, kokosowy, eukalip-
tusowy, geraniowy, lawendowy, cytrynowy, muszkato-
lowy, z kwiatdw pomaranczy, migty polnej, sosnowy,
tymiankowy, a takze olejek cytonellowy z eukaliptusa
cytrynowego. Olejki roslinne sg ogdlnie mniej skutecz-
ne i zapewniaja akceptowalny stopien ochrony przez
krotszy okres czasu niz np. DEET. Popularne jest prze-
konanie, ze zwigzki pochodzenia roslinnego sg bardziej
przyjazne i nieszkodliwe dla uzytkownika. Zwigkszenie
stezenia olejkow moze zwigksza¢ skuteczno$¢, ale wy-
sokie ich stgzenia moga powodowac podraznienia skory.
Wiele produktow roslinnych wykazuje takze wiasciwosci
toksyczne dla krggowcdw, np. eugenol jest substancja po-
drazniajgca oczy oraz skore i okazat si¢ mutagenem; ci-
tronellol podraznia oczy i réwniez jest mutagenem, wply-
wa tez negatywnie na rozrodczo$¢ i uktad nerwowy. (8).

W latach siedemdziesigtych zsyntetyzowano pierw-
sze pyretroidy — zwigzki o podobnej do pyretrum bu-
dowie chemicznej 1 wiasciwosciach owadobojczych,
ale charakteryzujace si¢ wickszg trwatoscig. Obecnie
wchodza one w sktad wielu preparatéw owadobojczych.
Przyktadem takiego zwiagzku jest permetryna, stosowa-
na do impregnacji odziezy (mundury wojskowe, odziez
stuzbowa pracownikow lasu, mysliwych) przeciwko
kleszczom. Permetryna wykazuje krotkotrwate dziatanie
odstraszajace oraz dlugotrwate dziatanie kleszczobojcze.
Wisrod réznych metod impregnacji odziezy permetryna
najbardziej skuteczna okazata si¢ metoda z wykorzysta-
niem no$nikow polimerowych w podwyzszonej tempera-
turze. Badania w tym kierunku przeprowadzili M. Faulde
i wsp. (9). W testach udziat wzigli ochotnicy — Zohierze,
ktérzy przez 36 godzin przebywali w siedliskach o duzej
liczebnosci kleszczy, ubrani w mundury zaimpregnowa-
ne permetryng. Wykazano, Ze noszenie odziezy zaimpre-
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FACTORS AFFECTING
REPELLENT EFFICIENCY

Preparations used to repel ticks exhibit different
efficiencies depending on the active ingredient and
the used formulation. The protection period that the
repellent can provide varies. It depends on the chemi-
cal properties of the compound, the environmental
features, the characteristics of the potential host and
the tick species. Besides factors related to the chemi-
cal structure of the active ingredient and the proper-
ties of the formulation, factors such as temperature,
air humidity, skin condition factors such as thickness,
abrasions, minor injuries, sweat glands and dependent
sweating intensity (e.g. strong sweating can shorten
the protection period.) are also important. It is also sig-
nificant to adhere to the rules of repellent use placed
on labels. For example, when using various cosmetics
or protective creams, the repellent is used at the end.

The ideal repellent for ticks should be low-toxic to
humans and effective, it should fully support the pro-
tection and limitation of the spread of diseases whose
vectors are those arthropods.

TESTING THE REPELLENTS’ EFFICACY

Thanks to their availability and easy use, repellents
are the most commonly used group of tick protection
chemicals. This is why they should be carefully select-
ed. Repellent studies should unambiguously answer
the question whether or not the ticks are repelled by
a given preparation.

Due to the test conditions, the currently used meth-
ods can be divided into the following:

1. Methods used in the absence of hosts and their
stimuli

2. Methods that simulate host stimuli

3. Methods in which hosts are used

The first group methods are mostly repeatable and
relatively easy to standardize. These are also relatively
cheap and technically uncomplicated procedures. This
includes, for example, the method of examining repel-
lents on paper (filter paper) in Petri dishes. This meth-
od consists of applying the repellent on one half of the
surface of the filter paper placed in the dish while leav-
ing the other half untreated. During this experiment,
the number of ticks on the repellent-treated and on the
untreated half is compared. The ticks are placed in the
center of the dish on an untreated circular surface. The
ticks have a choice: they can either enter the surface
treated with a chemical or on the untreated surface.

Another method out of this group is the use of neg-
ative ticks geotropy and their ability to attack hosts: the
repellent is smeared all over the ends of sticks or strips
of material that are further placed vertically so that the
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gnowanej permetryng w znacznym stopniu zmniejszyto
ryzyko ataku i uktucia przez kleszcze. Na 138 kleszczy
Ixodes ricinus, odlowionych w czasie badania, tylko 6
odnotowano u ochotnikow noszacych odziez zaimpre-
gnowang permetryng, za$ 132 kleszcze znaleziono na
ochotnikach noszacych odziez niezaimpregnowang. Sku-
tecznos$¢ repelentng odziezy okre$lono na 95,5 %. (9).
Podobne badania prowadzili F. Dusbabek (10) 1 M. Faul-
de z zespotami (11).

CZYNNIKI WPLYWAJACE NA SKUTECZNOSC
REPELENTOW

Preparaty stosowane do odstraszania kleszczy wy-
kazuja r6zng skuteczno$¢ w zaleznosci od zastosowanej
substancji aktywnej i formulacji. Okres ochrony, jaka
moze zapewni¢ repelent jest rézny. Zalezy on od wita-
Sciwosci chemicznych zwigzku, cech srodowiska, cech
potencjalnego zywiciela oraz gatunku kleszcza. Poza
czynnikami zwigzanymi z budowg chemiczng sub-
stancji aktywnej 1 z wlasciwosciami formulacji wazne
sa rowniez czynniki takie jak: temperatura, wilgotnos¢
powietrza oraz czynniki zwigzane z kondycja skory:
jej grubos¢, otarcia, drobne zranienia, ilo$¢ gruczotéw
potowych i uzalezniona od tego intensywnos¢ pocenia
si¢ (np. silne pocenie si¢ moze skroci¢ okres ochrony).
Istotne jest rowniez stosowanie si¢ do zasad korzystania
z repelentu zamieszczanych na etykietach. Na przyktad
w przypadku stosowania r6znych kosmetykow, kremow
ochronnych, repelent stosuje si¢ na koncu.

Idealny repelent odstraszajacy kleszcze powinien
charakteryzowac si¢ niewielka toksycznoscia dla czto-
wieka oraz skutecznym dzialaniem, powinien w pehi
wspomagac¢ ochrone i ograniczanie rozprzestrzeniania
si¢ chorob, ktorych wektorami sg te stawonogi.

BADANIA SKUTECZNOSCI
DZIALANIA REPELENTOW

Repelenty poprzez swa dostepnos¢ i tatwos¢ stoso-
wania stanowia najpowszechniej uzywang grupe srod-
kéw chronigeych przed kleszczami. Tym bardziej wiec
powinny by¢ starannie dobierane. Badania repelentow
powinny jednoznacznie odpowiada¢ na pytanie, czy
kleszcze sg odstraszane przez dany preparat.

Ze wzgledu na warunki badania skutecznosci aktu-
alnie stosowane metody mozna podzieli¢ nastepujaco:
1. Metody stosowane w nieobecno$ci zywicieli i ich

bodzcow

2. Metody wykorzystujace symulacje bodzcow zy-
wicieli

3. Metody, w ktorych wykorzystywani sg zywiciele
kleszczy

Metody z pierwszej grupy sa w wigkszosci w wy-
sokim stopniu powtarzalne i stosunkowo fatwe do
standaryzacji. Sg to tez procedury stosunkowo tanie
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ticks climb upward towards the treated surface. The
repellent properties of the preparation are evaluated on
the basis of comparing the number of ticks entering the
treated and the untreated surface.

Both methods of repellent testing are used for
screening the comparison of the activity of different
active substances but they have less value as methods
for testing the effectiveness of repellents.

The flagging method (12) consists in collecting
ticks from their natural environment with a white flan-
nel flag treated and untreated with the repellent in sub-
ject. Sheets of material are dragging over grass and
low bushes on the measured surfaces for a set time.
Then the ticks attached to it are counted. In this method
it is difficult to clearly compare the number of ticks
collected from the treated and untreated flags, since
the ticks may be unevenly forming the so-called out-
breaks, which can significantly affect the results.

In comparative studies conducted with DEET-im-
pregnated flag by K. Ogawa et al. (2016) (13) and with
the same repellent used by volunteers, they found that
in the first case the repellent efficiency was 99.7%, in
the second case it was lower and reached 84, 0%.

All methods used without the host and without the
stimuli emitted by him may also lead to an overestima-
tion of the repelling properties of the tested substance.
In addition, in the flagging method the person covering
the plants with the flag may be exposed to tick attacks.

The second group of methods include methods that
use stimuli emitted by the host without their physical
presence.

These include olfactometric methods of repellent
testing, whereby ticks have the option of following the
scent of the host or the mixed odor of the host and the
repellent. The comparison of the number of ticks at-
tracted by the host and repellent odor with solely the
host’s odor illustrates the effectiveness of the repellent.

Another variant of the olfactometer test is to place
the ticks in the air stream with repellent and without re-
pellent. Here it is also possible to compare the number
of ticks that go towards the source of “clean air” or to
the repellent-filled air.

During the “moving object assay”, the ticks are ex-
posed individually on a stick to a heated, rotating drum
on which a piece of filter paper soaked with a repellent
is placed. In this situation, the behavior of the tick is
observed, which, placed on a stick simulating a blade
of grass, can attach (or not) to the warm drum imitat-
ing the host. H. Dautel et al. (14) compared the results
obtained with a “moving object assay” with the results
obtained during ticks exposure on skin of volunteers.
According to the authors, results from the “moving
object assay” method did not differ significantly from
those obtained with the human bait.

1 nieskomplikowane technicznie. Nalezg tu np. meto-
da badania repelentow na papierze (bibule) w szalkach
Petriego. W tej metodyce potowa powierzchni bibuty
umieszczonej w szalce jest pokryta repelentem, druga
potowa — nie. Podczas doswiadczenia porownuje si¢
liczbe kleszczy, ktore znajduja si¢ na medium traktowa-
nym i nietraktowanym repelentem. Kleszcze umiesz-
czane sg w $rodku szalki, na nietraktowanej kolistej po-
wierzchni. Z niej kleszcze maja wybor: moga wejs¢ na
powierzchni¢ potraktowang srodkiem odstraszajacym,
badz na powierzchni¢ niepotraktowang tym srodkiem.

Inng metoda z tej grupy jest wykorzystywanie przy
badaniu repelentdow ujemnego geotropizmu kleszczy i ich
zdolnosci napadania na zywicieli: repelentem smaruje si¢
konce pateczek lub paskow materiatu, ktore ustawia sie
pionowo tak, aby kleszcze wspinaty si¢ po nich w gore,
w kierunku potraktowanej powierzchni. Wtasciwosci
odstraszajgce preparatu oceniane sa na podstawie porow-
nania liczby kleszczy wchodzacych na potraktowang re-
pelentem powierzchnie i powierzchnig niepotraktowana.

Obie oméwione metody badania repelentow wy-
korzystywane sg do badan typu skryning, porowny-
wania aktywnos$ci roznych substancji czynnych, na-
tomiast maja mniejszg wartos¢ jako metody badania
skutecznosci produktow odstraszajacych.

Metoda flagowania (12) polega na odlawianiu
kleszczy ze s$rodowiska naturalnego flaga z bialej
flaneli potraktowang i niepotraktowang badanym re-
pelentem. Ptatami materialu omiata si¢ trawe i niskie
zarosla na wymierzonych powierzchniach przez usta-
lony czas, a nastepnie zlicza si¢ przyczepione do niej
kleszcze. W tej metodzie trudno jest jednoznacznie
poréwnac liczby kleszczy zbierane z flagi traktowanej
i nietraktowanej, poniewaz kleszcze moga wystepo-
waé nierOwnomiernie, tworzac tzw. ogniska, co zna-
czaco moze wplywac na wyniki.

K. Ogawa i wsp. (2016) (13) w badaniach poréw-
nawczych prowadzonych metodg impregnowanej
DEET flagi oraz gdy tego samego repelentu uzywa-
li ochotnicy stwierdzili, ze w pierwszym przypadku
skuteczno$¢ odstraszania wynosita 99,7%, w drugim
— byla nizsza i osiagneta 84,0%.

Wszystkie metody stosowane bez zywiciela oraz
bez bodzcow emitowanych przez niego moga takze
prowadzi¢ do zbyt pozytywnej oceny wiasciwosci od-
straszajacych badanej substancji. Ponadto, w metodzie
flagowania osoby omiatajgce flagg roslinnos¢ moga
by¢ narazone na ataki kleszczy.

Druga grupa metod to metody wykorzystujace
bodZzce emitowane przez zywicieli bez ich fizycznej
obecnosci.

Nalezg tu olfaktometryczne metody badania re-
pelentow, w ktoérych kleszcze majg do wyboru poda-
zanie w kierunku zapachu zywiciela [ub mieszanego
zapachu zywiciela oraz repelentu. Porownanie liczby
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However, the methods in this group require the
use of specialized equipment, ergo they are not wide-
spread.

The third group of methods - using hosts’ in ex-
periments- is the most widespread despite many dif-
ficulties. The experiment should be conducted on an
appropriate number of volunteers, which would en-
sure a proper analysis of the results; however, it is not
easy to find a sufficient number of them (the obstacles
may include financial resources and the time needed to
do field work). Sometimes such experiments are per-
formed on animals instead of on humans, but in this
case it may be feared to ignore the species difference
between hosting organisms. Both types of tests, per-
formed either on animals or on humans, are at risk of
contracting tick-borne diseases.

In laboratory tests, there are greater opportunities
for the protection of human volunteers. One way is to
use licensed, pathogen-free laboratory-grown ticks.
Another way is to use such volunteer protection meas-
ures to ensure 100% certainty that the tick will not
move uncontrollably on the skin or on the clothes of
the volunteer. However, despite the fact that the ticks
are strictly controlled under these conditions, allergic
reactions of animals or humans to these arthropods
cannot be excluded. Laboratory testing ensures that
environmental conditions are controlled to a greater
extent than in natural tick biotopes, and it allows the
same standardized number of ticks to be used in suc-
cessive repetitions.

Testing the repellents on volunteers can be done
for example by the following methods:

- method of testing repellent on the finger and on the
outer part of the hand,

- method of examining a repellent on the lower leg

- the arena method, in which the laboratory simu-
lates the natural habitat of ticks.

The first two research methods involve the expo-
sure of ticks on properly prepared surfaces of the hu-
man body (finger and hand or lower leg). A part of the
skin surface is treated with a repellent, the boundary
between the treated and untreated skin to which the
ticks are released is marked appropriately. Ticks can
also be placed on a copper plate attached to the skin.
The plate is in this study an area untreated with a re-
pellent and it covers the contoured surface around it.
Ticks that enter the treated area are considered not to
be repelled.

In the arena method, the surface simulating the tick
environment is laid with grass or dry leaves. Repel-
lent is applied on a band or on the skin above socks of
a volunteer who stands on such prepared experimental
field. Ticks entering the field treated with the chemical
are considered not to be repelled.
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kleszczy przyciaganych przez zapach zywiciela i repe-
lentu w stosunku do zapachu samego zywiciela obra-
zuje skuteczno$¢ repelentu.

Innym wariantem badania za pomoca olfaktometru
jest umieszczenie kleszczy w strumieniu powietrza z re-
pelentem 1 bez repelentu. Tu rowniez mozna poréwny-
wac liczbe kleszczy, ktore skierujg si¢ w strone zrodta
,»Cczystego powietrza” lub do powietrza z repelentem.

Podczas badania typu ,,moving object assay” (MO
assay, test poruszajacego si¢ obiektu) kleszcze sa ekspo-
nowane pojedynczo na pateczce w kierunku podgrzewa-
nego, obracajgcego si¢ bebna, na ktorym umieszcza si¢
bibule nasgczong repelentem. W tej sytuacji obserwuje
si¢ zachowanie kleszcza, ktory umieszczony na patecz-
ce symulujacej zdzbto trawy, moze przyczepic si¢ (lub
nie) do cieptego bebna, imitujacego zywiciela. H. Dau-
tel 1 wsp. (14) porownywali rezultaty uzyskane w tescie
,,moving object assay” z wynikami uzyskanymi podczas
ekspozycji kleszczy na skorze ochotnikdw. Wg autorow,
wyniki uzyskane metoda ,,moving object assay” nie roz-
nily si¢ znaczaco od uzyskanych z przyneta ludzka.

Metody z tej grupy wymagaja jednak uzycia spe-
cjalistycznego sprzetu, nie sa wigc szeroko rozpo-
wszechnione.

Trzecia grupa metod — wykorzystujacych w do-
$wiadczeniach zywicieli, mimo wielu trudnosci, jest naj-
bardziej rozpowszechniona. Do$wiadczenie powinno
by¢ prowadzone na odpowiedniej liczbie ochotnikow,
co zapewnitoby prawidlowa analiz¢ wynikow; jednak
nie jest tatwo znalez¢ wystarczajacg ich liczbe (barie-
rg mogg tu by¢ srodki finansowe oraz czas potrzebny
do wykonania doswiadczenia w terenie). Niekiedy do-
$wiadczenia takie prowadzi si¢ na zwierzgtach zamiast
na ludziach, jednak w takim przypadku moze zachodzié¢
obawa nieuwzglednienia réznicy gatunkowej pomiedzy
organizmami gospodarzy. Oba rodzaje testow zarowno
te wykonywane na zwierzetach, jak i na ludziach wyko-
nywane w terenie obarczone sg ryzykiem zachorowania
na choroby przenoszone przez kleszcze.

W badaniach wykonywanych w warunkach labo-
ratoryjnych sg wicksze mozliwosci ochrony ludzi —
ochotnikow. Jednym ze sposobow jest uzycie kleszczy
z certyfikowanej hodowli laboratoryjnej, wolnych od
patogenow. Innym sposobem jest zastosowanie takich
srodkow ochrony ochotnika, aby zapewni¢ 100% pew-
nosci, ze kleszcz nie bedzie poruszat si¢ w niekon-
trolowany sposob po powierzchni skéry lub ubraniu
ochotnika. Jednak mimo tego, ze kleszcze beda Scisle
kontrolowane w tych warunkach, niewykluczone sa
reakcje alergiczne zwierzat lub ludzi na te stawonogi.

Prowadzenie badan w warunkach laboratoryjnych
zapewnia kontrolowanie warunkow $rodowiskowych
w wigkszym stopniu, niz przy doswiadczeniach wyko-
nywanych w naturalnym biotopie wystepowania klesz-
czy oraz umozliwia stosowanie w kolejnych powtorze-
niach takiej samej, wystandaryzowanej liczby kleszczy.
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Metody badania repelentéw przeciwko kleszczom

For several years the WHO standard test for deter-
mining the repelling capacity of mosquito repellents
(15) is adopted for testing tick-repellingt products.

In this method, the volunteer’s forearm is treated
with a repellent and the ticks are released onto the sur-
face from the area around the wrist, where the bound-
ary between the treated and the untreated surface is
marked. Ticks which move on the skin treated with
a repellent are counted and considered not repelled.

Ticks used for this method should be free from
pathogens (i.e. come from laboratory-controlled
growth).

FIELD AND LABORATORY METHODS

The ideal conditions for testing repellents would
be if in an environment it is possible to compare the
attractiveness of volunteers treated and not treated
with a repellent. However, because of the risk of tick-
borne diseases, such studies are not conducted. The
described methods do not always produce comparable
results, but generally, studies involving an adequately
protected human as bait are most relevant to the practi-
cal use of repellents. Often, however, there is a need
to study products of unknown toxicity to a human and
then their activity should be evaluated in experimental
systems that simulate human body conditions but with-
out human involvement.

Attempts to compare the results of the tests with
and without human participation were undertaken by
several teams. For example, T. Kroeber et al. (16) com-
pared the results obtained by the ticks exposure method
on the lower leg treated with a repellent and on a sur-
face of the same size heated glass plate also treated with
the same repellent. The effective dose (ED75) quantity
for 8 repellents out of 9 was several times higher after
the tick exposure on the volunteer skin compared to the
exposure on the heated glass plate.

CRITERIA FOR ASSESSING
THE REPELLENT EFFICIENCY

Many methods, especially those used for screening
tests, are based on the determination of the concentra-
tions of the chemical agent or substances that are effec-
tive: e.g. ED (effective dose) 75, ED80; ED80 values;
90; 95 or ED100. However, methods of evaluating the
duration of the repellents are of practical importance,
as such information is sought by the user on the la-
bel of preparations available on the market. Accord-
ing to the criteria in the European Union guidelines
(17) repellents against ticks should have an efficacy of
>90% in the determined time of action. Methodology
recommended by the US Environmental Protection
Agency (18), indicates the effectiveness criterion of

Badania repelentéw na ochotnikach moga by¢ wy-
konywane np. nastepujacymi metodami:

- metoda badania repelentu na palcu i zewngtrznej
czescei reki,

- metoda badania $rodka odstraszajacego na podudziu

- metody arenowe, podczas ktorych w laboratorium
symuluje si¢ naturalne srodowisko wystepowania
kleszczy.

Dwie pierwsze metody badawcze polegaja na eks-
pozycji kleszczy na odpowiednio przygotowanych po-
wierzchniach ciata ludzkiego (palcu i rgce lub podu-
dziu). Czes¢ powierzchni skory traktowana jest repe-
lentem, odpowiednio oznaczona jest granica pomigdzy
skora traktowang a nietraktowana, na ktorg wypuszcza
si¢ kleszcze. Kleszcze tez moga by¢ umieszczane na
miedzianej ptytce przymocowanej do skory. Ptytka jest
w tym badaniu obszarem nietraktowanym repelentem,
ktory naktada si¢ na obrysowang powierzchni¢ wokot
niej. Kleszcze, ktore wejda na powierzchnie traktowa-
ng, uwazane sg za nieodstraszone.

W metodzie arenowej powierzchni¢ symulujaca
srodowisko wystepowania kleszczy wyktada si¢ trawa
lub suchymi lisémi. Repelent jest aplikowany na opa-
ske lub ciato nad skarpetkami ochotnika, ktory stoi na
tak przygotowanym polu doswiadczalnym. Kleszcze
wkraczajace na traktowane repelentem pole uwazane
s za nieodstraszone.

Od kilku lat do badania produktéw odstraszajacych
kleszcze stosowana jest metoda badania repelentnos$ci
adoptowana do kleszczy, ktorej podstawa jest standar-
dowy test WHO okre$lania zdolno$ci odstraszania pre-
paratow antykomarowych (15).

W metodzie tej przedrami¢ ochotnika traktowane
jest srodkiem odstraszajacym, a kleszcze wypuszcza-
ne sg na t¢ powierzchni¢ z okolicy przy nadgarstku,
gdzie zaznacza si¢ narysowang linig granice na skorze
pomiedzy powierzchnig traktowang i nietraktowana.
W do$wiadczeniu zlicza si¢ kleszcze, ktore przemiesz-
czaja si¢ na skore posmarowang repelentem i traktuje
si¢ je jako nieodstraszone. Kleszcze do badan ta meto-
da powinny by¢ wolne od patogenéow (pochodzi¢ z ba-
danej hodowli laboratoryjne;j).

METODY TERENOWE A LABORATORYINE

Idealnym uktadem do badania repelentow bytaby
sytuacja, gdyby w srodowisku, gdzie bytuja kleszcze
mozna bylo poréwnaé atrakcyjnos¢ dla nich ochotnika
potraktowanego 1 niepotraktowanego repelentem. Ze
wzgledu jednak na zagrozenie chorobami odkleszczowy-
mi, takie badania nie sg prowadzone. Opisane metody nie
zawsze daja porownywalne wyniki, ale ogdlnie badania
z wykorzystaniem odpowiednio zabezpieczonego czlo-
wieka jako przynety najbardziej odpowiadaja praktycz-
nym warunkom stosowania repelentow. Czgsto zachodzi
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95%. However, in both cases the guidelines are based
on laboratory tests. This is not ambiguous with the
statement that so tested repellents will have the same
effectiveness in the field. American studies have also
reported that the use of repellents on the skin or cloth-
ing of people who have lived in ticks habitat can re-
duce borreliosis by 20% (19).

SUMMARY

Due to the complexity of the parasite (tick) - the
host (vertebrate)system, the results of tests made by
means of various methods are often difficult to com-
pare. The results of repellence obtained by various lab-
oratory methods can be overestimated; for this reason,
studies on repellents are most valuable in conditions
most similar to their actual application.
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jednak potrzeba badania produktow o nieznanej toksycz-
nosci dla cztowieka i wtedy ich aktywno$¢ powinna by¢
oceniana w uktadach do$wiadczalnych symulujacych
warunki ciala czlowieka, ale bez jego udziatu.

Proby porownania wynikow uzyskanych w wy-
niku testu z udzialem ludzi jako przynety oraz bez
ich udziatu podejmowane byly przez kilka zespotow.
Przyktadowo 7. Kroeber i wsp. (16) poréwnali wyniki
uzyskane metoda ekspozycji kleszczy na powierzchni
podudzia potraktowanej repelentem oraz powierzchni
o takiej samej wielkosci podgrzewanej szklanej pty-
ty, rowniez potraktowanej tym samym srodkiem od-
straszajagcym. Wartosci efektywnej dawki (ED75) dla
8 repelentéw sposrod 9 byty kilkukrotnie wyzsze po
ekspozycji kleszczy na skorze ochotnika w poréwna-
niu z ekspozycja na podgrzanej ptycie szklane;.

KRYTERIA OCENY SKUTECZNOSCI
REPELENTOW

Wiele metod, zwlaszcza tych stosowanych do badan
skryningowych, bazuje na wyznaczaniu stgzen badane-
go $rodka lub substancji, ktore dziatajg efektywnie: np.
ED (dawka efektywna, effective dose) 75, ED80; EDS8O0;
90; 95 Iub ED100. Jednak praktyczne znaczenie maja
przede wszystkim metody oceniajace okres dziatania
srodkow odstraszajacych, gdyz takiej informacji poszu-
kuje uzytkownik na etykietach preparatow dostepnych
na rynku. Wg kryteriow zawartych w przewodnikach
Unii Europejskiej (17) repelenty przeciwko kleszczom
powinny wykazywac skutecznos¢ >90% w deklarowa-
nym czasie dzialania. Metodyka rekomendowana z ko-
lei przez amerykanska Agencje Ochrony Srodowiska
(Environmental Protection Agency) (18), za kryterium
skutecznosci podaje 95% odstraszania. W obu przypad-
kach jednak przewodniki méwig o testach laboratoryj-
nych. Nie jest to wiec jednoznaczne ze stwierdzeniem,
ze w terenie tak przetestowane repelenty beda mialy
taka samg skuteczno$¢. W badaniach amerykanskich
stwierdzono réwniez, ze stosowanie repelentow na sko-
r¢ lub ubranie u osob, ktore przebywaly na terenach
bytowania kleszczy moze ograniczy¢ zachorowania na
borelioze 0 20% (19).

PODSUMOWANIE

Ze wzgledu na zlozono$¢ systemu pasozyt
(kleszcz) — zywiciel (kregowiec) wyniki badan wy-
konanych ré6znymi metodami sg czgsto trudne do po-
rownania. Rezultaty odstraszania uzyskiwane r6znymi
metodami laboratoryjnymi moga by¢ zawyzone; z tego
wzgledu najwicksza warto$¢ maja badania repelentow
w warunkach jak najblizszych ich rzeczywistemu za-
stosowaniu.
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