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ABSTRACT

Ticks are vectors of human and animal diseases.

MATERIALS AND METHODS. The aim of this study was to investigate the efficacy of four different
formulations containing DEET, Icaridin, IR3535 and mix of three compounds: DEET, IR3535 and geraniol,
against Dermacentor reticulatus ticks.

RESULTS. The repellent effectiveness of these products to adult ticks was different. At 90 minutes after
application the repellent A (DEET 30%), repellent D (DEET 30%, IR3535 20%, geraniol 0.1%) and repellent G
(IR3535 12%) exhibited a 100% effectiveness in protection against ticks, but the efficacy of repellent C (Icaridin
20%) dropped to 95%.

DISCUSSION. DEET is considered by many authors to be the ‘gold’ standard of insect repellents, and we have
also confirmed this in our studies with Dermacentor reticulatus. DEET expressed the higher repellency after 7
hours of application (90%) comparing to other formulation - repellent D containing DEET 30%, IR3535 20%
and geraniol 0.1%, whose effectiveness dropped to 60%. Repellents C (Icaridin 20%) and G (IR3535 12%) were
effective only up to four hours after application (the efficacy was 85% and 40%, respectively).
CONCLUSIONS. DEET has proven to be the most effective repellent against Dermacentor reticulatus ticks.
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STRESZCZENIE

Kleszcze s przenosicielami wielu chordb ludzi i zwierzat.

MATERIAL I METODYKA. Celem pracy bylo okreslenie dziatania odstraszajacego kleszcze Dermacentor
reticulatus czterech produktéow zawierajacych DEET, ikarydyne, IR3535 i mieszaning 3 substancji: DEET,
IR3535 oraz geraniolu.

WYNIKI. Skutecznos¢ odstraszania kleszczy przez poszczeg6lne preparaty byla rozna. Po 90 min po aplikacji
repelent A (30% DEET), repelent D (DEET 30%, IR3535 20%, geraniol 0.1%) repelent G (IR3535) wykazywaty
100% ochrony przed kleszczami; aktywno$¢ repelentu C (Ikarydyna 20%) wynosita 95%.

DYSKUSJA. DEET jest uwazany przez wielu autorow za ‘ztoty standard’ repelentu dla stawonogow;
potwierdzone to zostalo réwniez w naszych wynikach dotyczacych jego dziatania na kleszcze Dermacentor
reticulatus. Po 7 godzinach od aplikacji repelent zawierajacy 30% DEET wykazywal 90% odstraszania kleszczy,
podczas, gdy aktywno$¢ pozostalych formulacji znaczaco zmalata: produkt C (zawierajacy 20% ikarydyny)
i produkt G (zawierajacy 12% IR3535) po 4 godzinach byty skuteczne odpowiednio w 85% i 40%.
WNIOSKI. Produkt zawierajacy 30% DEET wykazywat najlepsze wlasciwosci odstraszajace w stosunku do
kleszczy Dermacentor reticulatus.

Stowa kluczowe: repelenty, kleszcze, Dermacentor reticulatus
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INTRODUCTION

Ticks are dangerous external parasites which attack
humans, domestic and wild animals. Considering
number of hosts and biology almost one half of tick
species are important because of epidemiological
or veterinary points of view. In Europe we know
60 species; in Poland — there are 21 present. The
most known species in Poland are the sheep tick
(Ixodes ricinus) and meadow tick (Dermacentor
reticulatus). Epidemiologically important vectors
of Dbacterial pathogens (Borrelia, Anaplasma,
Francisella, Coxiella) are mostly Ixodes ricinus ticks
(1,2). But there is also to belived, that meadow ticks
(Dermacentor reticulatus) play important role in
circulating several pathogens causing antropozoonoses
(3). Juvenile stages of meadow ticks live on voles in
their burrows. They could therefore transmit pathogens
to those animals; on the other hand bloodsucking ticks
Ixodes ricinus could be infected during feeding on
small rodents (also voles) and transmit pathogens in
transtadial way or attack different animals (rodents,
deer, birds) and humans. In a study on pathogens
present in Dermacentor reticulatus ticks collected from
humans Aubry et al (4) found in 2.7% of collected ticks
Babesia protozoans, 2,1% there were Babesia microtii
(responsible for human babesiosis), 34% of these ticks
were also infected by Rickettsia slovaca, 23% - with
Rickettsia raoultii as well. It should be noted also that
meadow ticks attacking dogs invade human houses and
flats. Because dogs are often effectively protected from
ticks, wandering arachnids searching for a host could
pose a threat to people when accidently stick. In the
literature there are described cases when Dermacentor
reticulatus ticks were attached to humans and were
then removed (5,6). Data presented above showed that
meadow tick could be also considered as important
vector in human life environment and people should
protect themselves against it.

The aim of our study was the evaluation of
susceptibility of Dermacentor reticulatus ticks to
repellents containing different active ingrediens. The
investigation was undertaken because intensifying
expansion of meadow ticks into urban and suburban areas
was observed from several years. Therefore the role of
personal protection against them stay more important.

MATERIALS AND METHODS

1. Biological material

Adults (males and females) of Dermacentor
reticulatus ticks from an autumn population, collected
in the field. Ticks were collected in the riparian bushes
and meadows on the edge of forests Kazun Polski
and Warszawa-Rembertow nearby. Arthropods were
captured in October — November 2015 and 2016 in
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WSTEP

Kleszcze to niebezpieczne, bezwarunkowe pasozyty
zewngtrzne atakujace cztowieka, zwierzeta domowe i dzi-
kie. Ze wzgledu na zakres zywicieli i biologie, prawie poto-
wa z nich ma znaczenie epidemiologiczne 1 weterynaryjne.
W Europie aktualnie znanych jest 60 gatunkdéw; w naszym
kraju wystepuje stale 21 gatunkow kleszczy. Najbardziej
znanymi gatunkami wystgpujacymi w Polsce sa: kleszcz
pospolity (Ixodes ricinus) i kleszcz takowy (Dermacentor
reticulatus). Znaczenie epidemiologiczne jako wektory pa-
togenow bakteryjnych (Borrelia, Anaplasma, Francisella,
Coxiella) maja gtownie kleszcze z gatunku Ixodes ricinus
(1,2). Przypuszcza sie jednak, ze kleszcze Dermacentor
reticulatus odgrywaja wazng rolg w utrzymywaniu kra-
zenia niektorych patogenow powodujacych artropozoo-
nozy (3). Stadia mtodociane kleszczy tego gatunku bytuja
w gniazdach nornikdw, na ktérych pasozytuja. Moga wte-
dy przekazywac tym zwierzetom patogeny; z kolei zywia-
ce si¢ krwig nornikow kleszcze Ixodes ricinus moga by¢
ta droga zakazane i przekazywac drobnoustroje zar6wno
transstadialnie, jak i napadajac na zwierzeta (gryzonie,
jeleniowate, ptaki) i ludzi. W badaniach nad patogenami
obecnymi w kleszczach Dermacentor reticulatus zebra-
nych z ludzi Aubry i in. (4) stwierdzili u 2,7% osobnikéw
obecno$¢ pierwotniakow Babesia, w tym u 2,1% Babesia
microtii. Pierwotniak ten jest odpowiedzialny za zachoro-
wania na ludzka babeszjozg. Z kolei u 34% kleszczy tego
gatunku stwierdzono zakazenie drobnoustrojem Rickettsia
slovaca, a u 23% - Rickettsia raoultii. Zauwazy¢ takze
nalezy, ze kleszcze te atakujace czesto psy, dostajg si¢ do
siedzib ludzkich. Poniewaz psy sa najczesciej skutecznie
zabezpieczane przed kleszczami, wedrujace w mieszka-
niach w poszukiwaniu zywiciela kleszcze moga stanowié¢
zagrozenie dla ludzi, jezeli przypadkowo uktuja. Opisane
s takze przypadki zdejmowania z ludzi przyczepionych
kleszczy z gatunku Dermacentor reticulatus (5,6). Dane te
wskazuja, ze Dermacentor reticulatus moze by¢ rowniez
groznym wektorem patogenéw w $rodowisku zycia czto-
wieka 1 dlatego nalezatoby si¢ przed nim rowniez chronic.

Celem pracy byla ocena wrazliwosci kleszczy Der-
macentor reticulatus na repelenty zawierajace roézne sub-
stancje aktywne. Badania te podjeto w zwiazku z nasila-
jaca sie ekspansja tego kleszcza na tereny miejskie i pod-
miejskie, gdzie moze on stanowi¢ zagrozenie dla ludzi.

MATERIAL I METODYKA

1. Material biologiczny

Odtowy kleszczy prowadzono w pazdzierniku - listo-
padzie 2016 r. w godzinach rannych. Pogoda byta stonecz-
na, temperatura w dzien wahata si¢ pomigdzy 7 a 11°C,
W nocy nie notowano temperatur ujemnych. Tereny, na
ktorych byly odtawiane kleszcze, znajdowaty si¢ w pobli-
7zu Kazunia Polskiego i Rembertowa (dzielnica Warsza-
wy). Pod wzgledem przyrodniczym stanowily one zaro$la
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morning hours. The weather this time was sunny, day
temperature was between 7 — 11°C; there were no night
temperatures below 0°C.

Ticks were captured with flagging method. The
white flannel flag 150cm long x 100cm width, was
fasten to the wood stick; the higher plants were
sweeped, the lower — dragged with it. Arthropods
were then collected in the small containers, which
were kept in the temp. approx. 8°C and RH 50 — 80%.
In the laboratory ticks were analysed taxonomically
according to the keys of Nowak-Chmura and Siuda (1)
and Siuda (2).

Because of the fact that males and females of
Dermacentor reticulatus are both blood suckers, there
was no need to differentiate tick sexes. The tests were
carried out on undamaged animals, actively searching
for a victim - they showed negative geotropism and
stayed on the edge of container in the foraging pose.

2. Volunteers

Volunteers were 2 women in the age of 30 and 45,
from the staff of Medical Entomology Laboratory;
they fulfilled the Informed Consent Form. They
were instructed during the day of the test not to use
parfums, deodorants or other cosmetics with plant oils
such as: vanilla, eucalyptus, mint, cloves and not to
drink alcohol and smoke cigarettes. Before the test
the volunteers washed the hand skin thoroughly with
odorless soap and then treated it with 70% alcohol.
They took part in the repetition of tests next days.

3. Method of evaluation of repellent efficiency

The method used was elaborated in Entomological
Laboratory NIPH-NIH in ISO 9001:2008 standard.
It gives 100% certainty that the tested tick will not
move uncontrollably on the skin or on the clothes
of the volunteer. Laboratory testing ensures that
environmental conditions are controlled to a greater
extend than in natural tick biotopes and it allows
the same standardized number of ticks to be used in
successive replications. The test was verified on Ixodes
ricinus and Dermacentor reticulatus ticks.

In our method the volunteer’s pointing finger was
covered by a fragment of vinyl glove. The second
finger’s joint and finger up to the hand were covered by
cotton adhesive plaster. On the outer and inner of hand
the place of application of repellent was marked with
the marker. On the marked surface of hand — approx.
30cm? the repellent was applied in the amount 1,8 — 1,6
mg/cm? (the time of application was 1 — 2 sec). The
container with the tested repellent was weighted before
and after application.

After 15 min the volunteer placed such prepared
finger in the middle of Petri dish and the second person
gently placed one tick on the cotton plaster on the
finger. The tick was observed during one minute: this

1taki na obrzezach lasoéw mieszanych. Kleszcze odlawiano
metoda flagowania z uzyciem platow flaneli o wymiarach
150 x 100 cm, zamocowanych na drewnianych drazkach.
Stosowano dwa sposoby zbierania pajeczakow: zarosla
i wysokie trawy omiatano flaga, po nizszych trawach flage
wleczono. Przyczepione do materiatu kleszcze zdejmo-
wano za pomoca pesety i przektadano je do zamykanych
pojemnikow. Nastepnie pajgczaki byly transportowane do
laboratorium NIZP-PZH, gdzie okreslono przynalezno$¢
systematyczng kleszezy (1, 2). Kleszcze do czasu rozpo-
czecia badan przechowywane byly w szklanych probow-
kach w temperaturze 4-8°C, wilgotnosci 70-90%, w ciem-
nosci. Do badan wykorzystano samce i samice. Pajeczaki
byly oceniane pod katem: ich ruchliwosci, agresywnosci
i czy wykazuja one sktonno$¢ do przemieszczania piono-
wego w gore (geotropizm ujemny). Kleszcze agresywne,
przemieszczajace si¢ pionowo w gore po $ciankach pojem-
nika i pozostajgce na jego krawedzi w pozycji poszukiwa-
nia zywiciela byly wykorzystywane do badan.

2. Osoby biorace udzial w badaniach — ochotnicy:
W badaniach wzigto udziat 2 ochotnikow — pra-
cownikéw Samodzielnej Pracowni Entomologii Me-
dycznej i Zwalczania Szkodnikow (2 kobiety w wie-
ku 30 i 45 lat), ktorzy uczestniczyli w powtérzeniach
w kolejnych dniach. Osoby biorace udziat w bada-
niach repelentow wypehity kwestionariusz zgody na
badania. W dniu badania nie stosowaty one perfum,
dezodorantéw i innych kosmetykoéw zawierajgcych
w swoich kompozycjach olejki i aromaty mogace od-
strasza¢ kleszcze: wanilie, geranium, gozdziki itp.

3. Badanie repelentow stosowanych na skore.

Do celéow badania wykorzystano autorska metode
badania skutecznos$ci repelentow (podlegajaca normie
ISO 9001:2008), opracowang w Samodzielnej Pra-
cowni Entomologii Medycznej i Zwalczania Szkodni-
kow NIZP-PZH. Zostata ona zweryfikowana na dwoch
gatunkach kleszczy: Ixodes ricinus 1 Dermacentor reti-
culatus. Metoda bazuje na ekspozycji kleszcza na cie-
le osoby przeprowadzajacej badanie. Jednoczes$nie jej
skora jest zabezpieczona w taki sposob, aby uniemoz-
liwi¢ wklucie si¢ stawonoga, a repelentem traktowane
jest miejsce powyzej ostony.

Ochotnicy aplikowali kazdy z badanych prepara-
tow cienka warstwa - w sposdb proponowany w ety-
kiecie - na skore palca i czes$ci dioni ponad ostone
zabezpieczajaca palec wskazujacy. Repelentem trakto-
wane bylo ok. 30 cm? skory, czas opryskiwania wyno-
sit 1 - 2 sekundy (aplikowana ilo$¢ repelentu wynosita
1,6-1,8 mg/cm?). Po 15 minutach na $rodku przygoto-
wanej wczesniej ptytki Petriego umieszczono ,.trakto-
wany” preparatem palec a druga osoba wyktadata jed-
nego kleszcza na granicg palec - bibuta. Obserwacja
zachowania kleszcza trwata minute (czas ten jest wy-
starczajacy do oceny zachowania pajeczaka). Po tym
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time was enough to evaluate the tick’s behavior: the
movement up or down or falling away from the treated
hand. The positive (not repelled) reacting tick was
when it walked up and entered the treated area (marked
as 1); the negative (repelled) tick was, when it walked
down on the finger, fall away or walked on the finger
around (marked as 0).

5 ticks were tested on 1 volunteer in one time point
and then next 5 ticks on the hand of second volunteer
(20 ticks in one time point together on 2 volunteers,
because tests were replicated). Between tests the
fingers of volunteers were protected that the repellent
does not be wiped off. Ticks exposed on the second
hand of the volunteer prepared in the same way in
the same time were the control group. The study was
carried out in laboratory room, where 23 — 24°C and
RH 50 — 60% were kept.

4. Tested products

Repellents for the tests were chosen from products
present on Polish market, having positive opinions
of Biocidal Products Registration Bureau, containing
one or more active ingrediens. Products were marked
with letters A,B,G,D respectively; the names of
active ingredients, their concentration in the products,
formulation were given in Table 1. All products were
sprays to application on skin with the airpump.

5. Assessment of repellency time and statistical
analysis

For each time point the efficacy of the each
repellent was evaluated as repellency - R (%):

Repellency R(%)= [(C - T)/C] x100

Where:

R (%) - repellency

C —No of ticks in control for a given time point
T — No of ticks entered treated skin by repellent

The R values and their standard deviations are
showed on Fig. 1.

Results obtained were analysed taking into account
directions from EU TNsG on Product Evaluation. The
criterion of good efficacy in this guidance was 90% or
more of repellency after 90min (1.5 hour) at least (7).

Results of efficacy of tested repellents were showed
in the Table No I. and Fig. 1.

Obtained results were elaborated with the logistic
regression test in Stats Direct Computer Programme.
In the model the time after application of repellent/
reaction of ticks and the type of repellent was analysed.
Results were given as quotient ratio (OR) of fact, that
a tick could enter a skin treated by a repelellent (Table
IT). For the result’s elaboration we define a repellent
A containing 30% DEET as the reference preparation.
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czasie kleszcz byt zabierany, a wynik odnotowywano:
wynikiem dodatnim (1) bylo przejscie kleszcza przez
naga, traktowana skorg palca; wynikiem ujemnym (0)
byta ucieczka z palca lub chodzenie po palcu, ale nie
przejscie przez traktowang preparatem powierzchnie.
Czynno$ci te wykonywano do chwili wyczerpania
agresywnych kleszczy z danej partii (5 sztuk). Nastep-
nie ochotnicy zamieniali si¢ rolami i badana byta dru-
ga partia - nast¢gpne 5 stawonogow.

Kolejne testy wykonywano co godzing, na nowych
kleszczach, po 5 na kazdego ochotnika w danym punk-
cie czasowym. Migdzy testami chroniono traktowany
repelentem palec przed starciem substancji. Kazdy
ochotnik wykonywat 2 powtoérzenia badania dla jed-
nego preparatu (w jednym punkcie czasowym testom
poddawanych byto 20 kleszczy).

Dos$wiadczenie prowadzono w pomieszczeniu
w temperaturze 23 — 24°C i wilgotnosci wzglednej
50 — 47%.

4. Preparaty uzyte do badan

Repelenty do badan skutecznosci odstraszania klesz-
czy Dermacentor reticulatus wybrano spos$rod produktéw
dopuszczonych na rynek przez Urzad Rejestracji Produk-
tow Leczniczych, Wyrobéw Medycznych i Produktow
Biobojczych. Preparaty te (oznaczone literami A,B,C,D na
uzytek doswiadczenia) zawieraty w swoim skladzie rozne
substancje czynne, w réznych stezeniach (Tab. I.) Wszyst-
kie preparaty byty w formie uzytkowej przeznaczonej do
aplikacji na skore za pomocg atomizera.

5. Obliczenia czasu odstraszania oraz analiza sta-
tystyczna

Procent odstraszania kleszczy przez badane pre-
paraty po kazdym kolejnym przedziale czasowym, do
czasu zakonczenia ekspozycji obliczono wg wzoru:

R(%)=[(C - T)/C] x100
gdzie:
R(%) — procent odstraszania, C — liczba kleszczy wzig-
tych do badania w danym przedziale czasowym, T — liczba
kleszczy, ktore przeszty przez traktowana repelentem po-
wierzchnig skory.

Kryteria oceny skutecznosci dziatania repelentu:

Do oceny skuteczno$ci dziatania repelentow zasto-
sowano kryteria zgodne z wytycznymi zamieszczony-
mi w przewodniku Unii Europejskiej (7), gdzie przyje-
to, ze preparaty skuteczne wykazuja od 90% wiacznie
do 100% odstraszania po 1,5 godz. (90 min) lub dtuz-
szym. Doswiadczenie przerywano, jezeli skutecznosé
produktu obnizata si¢ znacznie w czasie tak, ze nie
bylo spetnione powyzsze kryterium.

Wyniki przedstawiono na rycinie nr 1 oraz w tabeli L.

Analize statystyczng przeprowadzono za pomocg
metody regresji logistyczne;j.
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RESULTS

Fig. 1. shows changes in tick repellency vs time
when a product was applied on human skin. Up
to 1.5 hour all tested repellents showed very good
efficiency: A, G, D — 100%; C — 95% respectively.
The repellency was lower in the case of product
C: soon after 1.5 h till 4 h it not exceeded 85+5%.
Product G was efficient till 90min and then its ability
to repell ticks went down until 40% in 4 hour (Fig.1).

W modelu poréwnano szanse przejscia klesz-
cza przez pokryta repelentem powierzchnie skory,
uwzgledniono czas wykonania pomiaru oraz rodzaj
zastosowanego repelentu. Jako repelent referencyjny
przyjeto preparat A (30% DEET). Wyniki wyrazo-
no jako iloraz szans (OR) faktu, ze kleszcz przejdzie
przez pokryta repelentem powierzchnig (tab. II).

repelltla%%y %)
100 -—1 l i i | 1
80 - - -
J
60 = A I
40 [ _:
20 D
time (h)
0 T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 4] 7

Fig. 1. Efficiency of repellents A, C, D, G containing different active ingredients against Dermacentor reticulatus ticks
expressed as percentage of repelled ticks vs time after application of biocidal product.

Ryec. 1. Skutecznos¢ repelentow A, C, D, G zawierajacych rézne substancje aktywne w stosunku do kleszczy Dermacentor
reticulatus wyrazona jako odsetek odstraszanych kleszczy w stosunku do czasu po aplikacji produktu biobojczego.

After 4 h repellency showed by products A and D
was higher and reached 90%+10% and 95%+5%. The
critical value 90% of efficient repellency was achieved
after 5 and 7 h in the case of A product; after 1.4 h
(85,3+15min) in the case of C; after 1.8 h (105+15min)
in the case of G and after 6 h in the case of D (Fig.1.).

During every hour of remaining of repellent film on
the skin, a chance of entering a tick on it rose at 170%
(2.7 times). This proportion was statistically significant
(Tab .2). Taking all tested products into account, the
chance of entering the skin treated with the repellent C
was 2.86 higher in comparison to A (reference agent); in
the case of preparation G the chance of entering of a tick
on the skin treated with it was 7.78 higher than reference
product A. However, a chance of entering of a tick on
skin treated by D was 77% lower than for the reference
preparation (this relation is not statistically significant).

WYNIKI

Na ryc. 1 przedstawiono zmiany odstraszania klesz-
czy w uplywajacym czasie przez badane repelenty za-
stosowane na skorze czlowieka. Jak wynika z danych
na ryc.l wszystkie badane preparaty zawierajace rdzne
substancje aktywne wykazywaly bardzo dobra mini-
malng skutecznos$¢ spelniajaca kryterium dla repelentow
mogacych si¢ znalez¢ na rynku europejskim: 90% i po-
wyzej odstraszania po 1,5 godz.: preparaty oznaczone
literami A,G,D — 100%; preparat C - 95%. Po uptywie
1,5 godziny odstraszanie kleszczy przez $rodek C byto
mniej skuteczne i osiggato 85+5% dla tego preparatu za-
wierajacego 20% lkarydyny. Taki wynik utrzymywat
si¢ do czasu 4 godzin — 240 min obserwacji). (Fig. 1.)
W przypadku preparatu G zawierajacego 12% IR3535
wlasciwosci odstraszajace skory nim pokrytej malaty do
warto$ci 40% w czasie 4 godzin (240 min) obserwacji.
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Table I. Time after application, when products A, C, D, G were effective against Dermacentor reticulatus ticks (90> - 100%

repellency).

Tabela I. Czas od aplikacji, w ktorym repelenty A, C, D, G wykazywaly skuteczne dzialanie odstraszajace na kleszcze

Dermacentor reticulatus (90> - 100% odstraszania).

Lp. Produkt Subﬁtan.cje cZ).Inne ‘ Czas od a.plik‘acji (n‘linﬂ: blad st.)
Product Active ingrediens Time after application (min= standard error)
1. A DEET 30% 420.0£5.0
2. C Ikarydyna 20% 85.0£15.0
3. D DEET 30%, IR3535 20%, geraniol 0,1% 360.0£5.0
4. G IR3535 12% 105.0+15.0
DISCUSSION

The aim of our study was to investigate the
sensitivity of ticks Dermacentor reticulatus to four
repellent agents containing DEET, Icaridin, IR3535
and mixture of three active ingrediens: DEET, IR3535
and geraniol, respectively.

Dermacentor reticulatus is the second most often
reported tick species after Ixodes ricinus in central
Europe. Its distribution changes according to climate,
land use patterns and forest management (8, 9). It is an
ideal arthropod vector: has a high reproduction rate,
an ability to survive and even spread within variable
habitats. It is able to be a host and transmit a great
variety of pathogens e.g. Anaplasma phagocytophilum,
Borrellia  burgdorferi  (s.l.), Coxiella burneti,
Francisella tularensis ssp. holarctica, Bartonella
henselae, Salmonella typhimurium (3, 10, 11).

The most effective means for preventing tick
attachment and contraction of tick-vectored disease
organisms is: limiting exposure to tick habitat, thorough
self-examination after contact with tick and using of
personal arthropod repellents. The most known repellents
applied to the skin could contain active ingrediens such
as: DEET, ethyl butylactyloaminopropionate (IR3535),
1-methyl-propyl-2-(hydroxyethyl)-1-piperidinecarbo
xylate(Icaridin), p-menthane-3,8-diol (PMD), 1S,2S-
2-methylpiperidinyl-3-cyclohexene-1-carboxamide
(SS220) and racemic 2-methylpiperidinyl-3-cyclohexene-
1-carboxamide(AI3-37220). Most repellents present on
the market contain one of three first mentioned active
ingrediens, or mixture of them.

Our study demonstrated the repellent effect of
four products containing DEET, Icaridin, IR3535 and
mix of three compounds: DEET, IR3535 and geraniol,
respectively. The effectiveness of these biocidal
products to adult ticks were different. At 90 minutes after
application, repellents A (DEET 30%), D (DEET 30%,
IR3535 20%, geraniol 0.1%) and G (IR3535 12%) gave
a 100% protection against ticks, but efficacy of repellent
C (Icaridin 20 %) dropped to 95%. After four hours, the
efficacy of repellents: A and D was still high compared to
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Po uptywie 4 godzin odstraszanie kleszczy ekspono-
wanych na skorze traktowanej preparatem A (30% DEET)
oraz preparatem D (DEET 30%, IR3535 20%, geraniol
0,1%) bylo wyzsze niz §rodkéw omawianych wczesniej
- przekraczato 90+10% oraz 95+5% odpowiednio. Kry-
tyczng warto$¢ 90% odstraszania, przyjeta za kryterium
skutecznosci (7) obserwowano w przypadku preparatu
A po uptywie 7 godzin (420 min), w przypadku produktu
C — po uplywie 1,4 godziny (85,3+£15min). Dla preparatu
G bylo to 1,8 godziny (105+15min); a dla produktu D — 6
godzin (360min) — Tab. 1.

Podczas kazdej godziny pozostawania repelentu na
skorze szansa (OR) wejscia kleszcza na powierzchnig trak-
towang rosta o 170% (2,7 razy). Warto$¢ ta byta istotna
statystycznie (Tab. II). Szanse wejscia kleszcza na skore
pokryta preparatem C byta 2,86 razy wigksza w porowna-
niu do uzycia preparatu referencyjnego A; W przypadku
produktu G szansa to byta 7,78 razy wieksza niz dla pre-
paratu A. Dla repelentu D natomiast szansa penetracji po-
wierzchni skory pokrytej tym preparatem byta 77% mniej-
sza (warto$¢ nieistotna statystycznie, Tab. II).

Table II. Comparison of efficacy of C, D, G repellent
products vs reference product A containing 30%
DEET, expressed as odds ratio (OR) of tick
passage on the skin covered by repellent

Tabela II. Poréwnanie dzialania produktow C, D G odstra-
szajacych kleszcze w stosunku do preparatu
referencyjnego A, zawierajacego 30% DEET
wyrazone jako iloraz szans (OR) przejscia kleszcza
przez skore pokryta repelentem

OR  95% P.U. p
Czas (time) 270 (1.87-3.89)  <0.001*
Repelent A (ref) 1.00
(Product) C 286 (0.58-14.17)  0.198
D 0.23  (0.02-2.72) 0.246
G 7.78  (1.66,36.52)  0.009*

* zalezno$¢ istotna statystycznie (statistically significant)
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other repellents: 90% and 95%, respectively. Product A
was the most effective against Dermacentor reticulatus,
because its effectiveness after 7 hours of application
was still 90%. Slightly less effective was the repellent
D, which in this time was in 60% efficient against ticks.
Repellents C (Icaridin 20%) and G (IR3535 12%) gave
less protection: in four hours after application their
efficacy was 85% and 40%, respectively. These results
of repellency could not fit efficacy criterion included in
EU Guidance on the Biocidal Product Regulation (7).
Although DEET is considered by many authors to be
the gold standard of insect repellents, there are limited
data in the literature on its efficacy against the tick
Dermacentor reticulatus. We suppose that our study
is the first one to confirm the high efficacy of several
repellents against this tick species. Biichel et al. (13)
stated that application of 20% DEET resulted in median
complete protection times between 4 and 4,5 h againts
Ixodes ricinus and Ixodes scapularis nymphs. On
the other hand Zdkovskd (14) used 7% DEET in their
experience, and this product efficiently repelled 74% of
the Ixodes ricinus nymphs. Another repellent used by
this author containing DEET 25% and <1% permethrin
was effective at 98% relative to I ricinus, and other
product with DEET 14% and deltamethrin 0.01%
gave 94% protection (14). Similarly, in our experiment
repellent D contained DEET 30%, IR3535 20% and
geraniol 0.1% had a 100% effectiveness in protection
against D. reticulatus. The use of repellent G containing
only IR3535 12% was effective at 100% during the first
90 minutes of the experiment, and then the efficacy was
reduced to 40% in the fourth hour of the test. Bissinger
and (15), who tested the efficacy of IR3535 19.6% versus
Amblyomma americanum and Dermacentor variabilis
on cotton cloths, found its efficacy at around 90% after 3
to 3.5 hours of application. Caroll et al. (16) investigated
the efficacy of DEET, Icaridin, and IR3535 in relation to
the Amblyomma americanum tick. As in our experiment
(where we used IR3535 12%), the authors stated that
IR3535 10% lotion was significantly less effective than
the formulations with higher concentration of repellent.
Similar results were obtained by Schreck et al (17).

Our results suggested that product containing 20%
Icaridin do not repell Dermacentor reticulatus ticks
efficiently (R value in 4 hour did not exceeded 85%).
Similar efficacy of 20% Icaridin was reported by Semmler
et al. (18) in the period of 4-5 hours after application for
the tick species Dermacentor reticulatus, Ixodes ricinus
and Rhipicephalus sanguineus. The other used repellent
with 5.8% Icaridin and geraniol was slightly longer
effective: for 6 hours against the same tick species.

Otherwise, Biichel et al. (13) reported that the
application of 10% of Icaridin solution resulted in
complete protection time: for Ixodes scapularis nymph
that was 5 h and 8 h for Ixodes ricinus nymph respectively.

DYSKUSJA

Celem pracy bylo zbadanie wrazliwosci kleszczy
Dermacentor reticulatus na repelenty zawierajace rozne
substancje aktywne. Kleszcz ten jest drugim co do cze-
stosci wykazywanym kleszczem po Ixodes ricinus (8,
9) w Europie Centralnej. Jego wystepowanie zmienia
si¢ w zaleznosci od klimatu, proporcji ziemi uprawnej
1 nieuzytkow, terendw lesnych. Dermacentor reticulatus
charakteryzuje si¢ cechami bardzo dobrego wektora: po-
siada duze mozliwosci reprodukcyjne, zdolnos¢ do prze-
Zywania 1 rozprzestrzeniania si¢ w réznorodnych $rodo-
wiskach. Ponadto moze by¢ gospodarzem i przenosicie-
lem wielu patogendw, np. Anaplasma phagocytophilum,
Borrelia burgdorferi (s. I.), Coxiella burnetii, Francisella
tularensis (ssp. holarctica), Bartonella henselae, Salmo-
nella typhimurium (3, 10,11).

Zapobieganie chorobom przenoszonym przez klesz-
cze w duzej mierze zalezy od stosowania indywidualnych
srodkow ochrony: ogladania ciata po pobycie w $rodowi-
sku bytowania kleszczy oraz stosowania srodkow odstra-
szajacych — repelentow o skuteczno$ci dostosowanej do
czasu przebywania na zewnatrz (12). Substancje aktywne
wystepujace najczgsciej w srodkach odstraszajacych to:
DEET (N-N-dietylo-m-toluamid), IR3535 (ester etylo-
wy kwasu 3-(N-n-butylo-N-acetylo)aminopropionowego,
Ikarydyna (kwas 1-piperydynokarboksylowy), PMD (p-
mentan-3,8-diol), takze SS220 (18S,2S-2-metylopiperydy-
nylo-3-cyklohekseno-1-karboksyamid) oraz AI3-37220
(racemiczny 2-metylopiperydynylo-3-cykloheksano-
1-karboksyamid). Wigkszo$¢ preparatow - repelentow wy-
stepujacych na rynku zawiera jedng z pierwszych trzech
substancji wspomnianych powyzej lub ich kombinacje.

W pracy przedstawiono zroznicowanie efektu repe-
lentnosci preparatow w zaleznosci od kompozycji srodka
odstraszajacego. Produkty, ktore zawieraty rozne substan-
cje aktywne, odstraszaty kleszcze Dermacentor reticulatus
w niejednakowym stopniu. Po 90 minutach od aplikacji
repelent A (DEET 30%), D (DEET 30%, IR3535 20%,
geraniol 0,1%) i repelent G (IR3535 12%) wykazywaty
100% ochrony przed kleszczami, a skuteczno$¢ produktu
C (Ikarydyna 20%) wyniosta 95%. Po 4 godzinach sku-
tecznos¢ produktow A i D byta weigz wysoka (odpowied-
nio 90% 1 95%) w poréwnaniu z pozostatymi repelentami,
ktorych skutecznos¢ spadata. Produkt A (zawierajacy 30%
DEET) wykazal najlepsza skuteczno$¢ w odstraszaniu
kleszczy Dermacentor reticulatus: po 7 godzinach od apli-
kacji nadal odstraszat 90% kleszczy. Nieco stabiej dziatat
preparat D (zawierajacy DEET 30 %, IR3535 20% 1 0,1%
geraniolu): po tym czasie obserwowano 60% kleszczy nie-
wkraczajacych na skore pokrytag tym produktem. Produkty
C i G wykazywaty widoczne dziatanie odstraszajace klesz-
cze tylko w granicach do 4 godzin, lecz byto ono wyraznie
stabsze, odpowiednio: 85% 140%. Wartosci te nie miescity
si¢ w kryterium skutecznego dziatania repelentu zawartego
w wytycznych Unii Europejskiej (7).
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Dautel (19) mentioned in his article, that important
problem in the research and development of new
tick repellents is the lack of standardized testing
method. Early discovery of repellents was directed
on rapidly identify broad-spectrum, non-irritating,
non-plasticizing repellents that exhibited long-lasting
efficacy, and little thought was given to developing
a standardized testing method.

It shoud be taken into consideration that all active
ingrediens used in biocidal products dedicated against
ticks were further synthetized as repellents against
mosquitoes. Their use against ticks was connected with
the necessity of protecting people against tick borne
diseases similarly as they protect against mosquito
borne diseases. None of mentioned above active
ingredient was synthetized as tick repellent; its ability
to repel ticks was discovered in later tests.

Many methods of evaluation efficacy both repellent
biocidal products and active ingrediens on different tick
species (20) do not result in unambiguous answer what
products are the best repellents against ticks. According
to Semmler et al (18) results of testing the repellent
activity of compounds against ticks may vary with
respect to the length of protection depending on: the
mode of testing, the formulation of the product (several
additives may reduce evaporation of active ingredient
from the skin), the concentration of the active ingredient,
the developmental stage of the tick species, the fitness of
the stage, the tick species tested, and the amount of the
product that is applied on the skin.

CONCLUSIONS

1. The most efficient repellent products against
Dermacentor reticulatus ticks in our study were:
Product A — containing 30% DEET and D -
containing 30% DEET, 20% IR3535 and 0.1%
geraniol.

2. Biocidal products containing 20% Icaridine and
12% IR3535 acted efficiently against Dermacentor
reticulatus ticks untill 90min.

3. Action should be undertaken to standardization
of testing tick repellent efficiency methods so as
results could be comparable.
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Pomimo tego, ze DEET jest uwazany przez wielu
autorow za ,,ztoty standard” zwigzku odstraszajacego
stawonogi, w pisSmiennictwie nie znaleziono danych
dotyczacych jego dziatania na kleszcze Dermacentor
reticulatus. Prezentowana praca jest wiec prawdopo-
dobnie pierwszym doniesieniem dotyczgcym wrazli-
wosci tego stawonoga na DEET.

Buchel i wsp. (13) stwierdzili, ze zastosowa-
nie 20% DEET powodowato catkowite odstraszanie
kleszczy Ixodes ricinus i I. scapularis odpowiednio po
44,5 godzinach. Zakowska (14) po zastosowaniu 7%
DEET uzyskata 74% odstraszania nimf /xodes ricinus.
Testujac inne produkty zawierajace 25% DEET i <1%
permetryny oraz 25%DEET 1 <0,01% deltametryny au-
torka ta uzyskala 98% ochrony przed kleszczami Ixo-
des ricinus. W naszych badaniach produkt zawierajacy
30% DEET, 20% IR3535 i 0,1% geraniolu odstraszat
kleszcze Dermacentor reticulatus w peti efektywnie
—90% 1 powyzej do 6 godzin po aplikacji (Ryc. 1).

Zastosowanie produktu G zawierajacego 12%
IR3535 bylo w pei skuteczne do 90 minut od apli-
kacji, nastgpnie jego skuteczno$¢ obnizata si¢ do 40%
w czwartej godzinie eksperymentu. Bissinger i Roe (15),
ktérzy testowali skuteczno$¢ produktu zawierajacego
19,6% IR3535 w stosunku do kleszczy Amblyomma
americanum 1 Dermacentor variabilis na bawetianej
materii stwierdzili skutecznos¢ rzedu 90% w czasie 3
— 5 godzin po aplikacji. Caroll i wsp.. (16) badali aktyw-
no$¢ DEET, ikarydyny i IR3535 w stosunku do klesz-
czy Amblyomma americanum. Autorzy ci stwierdzili,
ze lotion zawierajacy 10% IR3535 byl znaczaco mniej
skuteczny niz inne formy uzytkowe zawierajace wigcej
IR3535 lub inne substancje aktywne. Podobne wyniki
uzyskali Schreck 1 wsp. (17). Wyniki uzyskane w naszej
pracy pokazatly, ze produkt zawierajacy 20% lkarydy-
ny byt skuteczny w stosunku do kleszczy Dermacentor
reticulatus po 4 godzinach od aplikacji w 85%. Zblizone
rezultaty (4 — 5 godzin po aplikacji) uzyskali Semmler
i in. (18) dla 20% ikarydyny w stosunku do kleszczy
Dermacentor reticulatus, Ixodes ricinus i Ripicephalus
sanguineus. Inny stosowany przez tych autoréw repe-
lent zawierajacy 5,8% ikarydyny i geraniol byt skutecz-
ny dhuzej — ok. 6 godzin w stosunku do kleszczy z tych
samych gatunkéw. Buchel 1 wsp. (13) z kolei donosili,
ze aplikacja 10% roztworu ikarydyny zabezpiecza cal-
kowicie przed atakiem nimf Ixodes scapularis przez 5
godzin, a przed nimfami Ixodes ricinus — chroni przez
8 godzin.

Dautel (19) stwierdzit, ze problemem w opracowy-
waniu i testowaniu nowych repelentow jest brak wystan-
daryzowanych procedur ich testowania. Wczesniejsze
badania nad substancjami o cechach repelentow byty
prowadzone bardziej w kierunku okreslenia ich spek-
trum dziatania na gatunki stawonogoéw i czasu odstra-
szania, a nie rozwijania standardowych technik badania
skutecznosci. Nalezy zwrocic takze uwage, ze wszystkie
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substancje wystepujace w repelentach przeciwko klesz-
czom byly wczesniej dedykowane gtéwnie odstraszaniu
komarow, a ich stosowanie przeciwko kleszczom wyni-
kto z przyczyn znalezienia wsrod dotychczas znanych
repelentéw takich, ktére uchronig ludzi przed choroba-
mi przenoszonymi przez kleszcze podobnie, jak chronig
przed chorobami przenoszonymi przez komary. Zadna
z wymienionych powyzej substancji aktywnych nie
zostata zsyntetyzowana docelowo jako zwigzek do od-
straszania kleszczy; wlasciwos¢ ta zostala stwierdzona
w dalszych badaniach. Wielo$¢ stosowanych metodyk
oceny dziatania repelentnego preparatow i substancji
aktywnych w stosunku do r6znych gatunkow kleszczy
(20) nie sprzyja uzyskaniu jednoznacznej odpowiedzi
na pytanie: ,,jakie produkty najskuteczniej odstraszaja
kleszcze”. Wg Semmlera i wsp. (18) na réznice w dzia-
aniu produktéw komercyjnych wptywaja: zastosowana
substancja aktywna, jej stezenie, forma uzytkowa (nie-
ktore komponenty powoduja mniejsze odparowywanie
substancji aktywnej ze skory), ilos¢ aplikowanej sub-
stancji aktywnej. Nie bez znaczenia jest takze sposob
prowadzenia doswiadczenia, gatunek i stadium rozwo-
jowe kleszcza 1 jego stan biologiczny.

WNIOSKI

1. Najbardziej skutecznymi repelentami w stosunku do
kleszczy Dermacentor reticulatus okazaty si¢ pro-
dukty: A - zawierajacy 30% DEET oraz D — zawiera-
jacy 30% DEET, 20% IR3535 1 0,1% geraniolu.

2. Produkty zawierajace 20% ikarydyny oraz 12%
IR3535 odstraszaty kleszcze z gatunku Dermacen-
tor reticulatus skutecznie przez 1,5 godz. (90 min).

3. Istnieje potrzeba podjecia dziatan w celu standaryza-
cji badan skutecznosci repelentow tak, aby jednolita
metodyka umozliwiata porownywanie wynikow.
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