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Konstitution und insektenabhaltende Wirkung
neuer Amide und die verwendeten Testmethoden.

Von R. GEIGY und G. E. UTZINGER.

Schweiz. Tropeninstitut und Organisch-Chemische Anstalt der Universitéit Basel.
(Eingegangen am 14. August 1953.)

Bei der Bewerlung der insektenabstofenden Wirkung ciner Substanz spielt
die biologische Teslimethode eine nicht unbedeulende Rolle. Die Wirksamkeit
solcher Stoffe kann entweder so gepriift werden, dafi man sic auf tole Unter-
lagen wice Glas, Holz, Papier, Textilien usw. aufstreicht und dann beobachtet,
ob die behandelten Flichen von Insekten gemieden, z. B. nicht iiberschrit-
len werden. Andererseits besteht ja die Aufgabe der Repellentmiltel héiufig
darin, menschliche oder tierische Haut vor den Stichen blutsaugender Insekten
zu schiitzen, so dald zweckentsprechend auch folgende Testmethode angewendet
werden kann: Man verteilt die zu priiffende Substanz in Form ciner Lisung
oder Paste an der [autoberfliiche cines Warmbliiters, bringt eine Insektenart
dazu, dic fiir ihre Ernihrung mehr oder weniger ausschlieBlich auf Blutmahl-
zeiten angewiesen ist und prift, ob durch die Testsubstanz das Absitzen des
Insekts auf der Haul oder dessen Saugakt verhindert werden kann.

Die auf Tabelle I verzeichneten Resultate geben Anlall, eine Testmethode
nither zu schildern, die im Laul der letzten Jahre ausgearbeitet worden ist.
Unter den blutsaugenden Inseklen, die fiir derartige Teste beigezogen wurden,
haben sich als brauchbar erwicsen: die gewohnliche Stallfliege Stomoxys cal-
citrans, Tselsefliegen-Arten wiec z. B. Glossina palpalis, siidamerikanische Raub-
wanzen wic z. B. Triatoma-Arten oder Rhodnius prolizus, die Lederzecke Orni-
thodorus moubata, verschiedene Anopheles- und Culex-Arten sowie die Gelb-
fiebermiicke Aedes aegypti. Als Warmbliiter konnen fiir Testversuche Ratten,
Meerschweinchen, Kaninchen, Ziegen, gegebenenfalls auch Pferde und Rinder
verwendet werden, oder aber freiwillige menschliche Tester, dice ihres subjek-
tiven Urteils wegen noch willkommener sind. Nicht alle Menschen eignen sich
gleich gut fir diese Aufgabe, vor allem weil die Anzichungskraft, dic sie aul
Insekten ausiiben, und ihre Hautempfindlichkeit gegentiber Insektenstlichen in-
dividuell recht verschieden sein kénnen. Es gibt bekanntlich Personen, welche
blutsaugende Insekten — und zwar der verschiedensten Arten — auffallend stark
anzichen, andere wieder, die wenig oder fast gar nicht gesiochen werden. Es
ist offenbar die chemische Zusammensetzung ihrer Hautausscheidungen, bzw.
-ausdiinstungen (Schweild, Talg. Kohlendioxyd [1, 2, 3], Blutstoffe [4] usw.), die
hierbei eine wichtige Rolle spielt und die aus den ersteren gute, aus den letzte-
ren weniger geeignele Tester macht. Wichtig ist ferner, daBl keine besonders
starke IEmpfindlichkeit beziiglich der Nachwirkungen des Insekienbisses vor-
liegt, daf} also der nach Stunden ecintretende Juckreiz und die Quaddelbildung
ein normales Mal} nicht {ibersteigen. IEs tritt tibrigens bei Personen, die ver-
schiedene solche Versuche iiber sich ergehen lassen, mit der Zeit eine gewisse
Iintsensibilisierung ein. Bei Testen, wie den nachfolgend geschilderten, die
lediglich einer ersten Abklirung iiber Wirksamkeit, bzw. Unwirksamlkeit einer
Substanz dienen sollen, tritt jeweils nur ein Tester in Aktion, und zwar einer.
der auf blutsaugende Insckten ecine normale, miltlere Anziehungskraft ausiibt.
Eine Substanz, die als vielversprechend, d. h. als sog. «Repellent-Kandidat», er-
lkannt worden ist, mull dann spiiter an mehreren, verschieden disponierten
Testern nachgepriift werden, um schlielilich daraus ein Handelsprodukt zu enl-
wickeln, das allen individuellen Unterschieden gewachsen ist.
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1. Mickentest.

In den hier zu erérternden Versuchen wurde die leicht im grofien ziichtbare
Aedes aegypti als Testobjekt am Menschen verwendet.

Die fiir die Teste bestimmten Miicken wurden aus dem grellen Flugkifig
herausgefangen und in den sogenannten Testkiifig verbracht. Das Kifiggestell
und sein Boden sind aus Holz, desgleichen eine scitlich angebrachte Reinigungs-
klappe; die Winde sind mit feiner Baumwollgaze bespannt, An der Vorderwand
liber der Reinigungsklappe ist in der Tiillfliiche eine runde, 16 em weite Ein-
schlupfoffnung fiic den Arm angebracht, an welcher ein Armelstiick, cbenfalls
aus Tiillgaze, aufgeniiht ist. Die InnenmalBe des Kiifigraumes sind: 41 em hoch,
34 em tief und 35 em breit. Es konnen auch etwas grofBer dimensionierte Kiifige
zum Testen verwendet werden, ohne dafl die Resultate dadurch beeinflulit wiir-
den; kleinere sind aber ungiinstig, weil die Fluchtdistanz der Miicken vom be-
handelten Arm zur Kifigwand dadurch allzusehr verringert wird.

Das Testen findet auf dem menschlichen Arm statt, der durch die erwiithnle
LEinschlupféffnung in den Kiifig cingefithrt wird. Die unbehandelte Hand ist
mit einem Wollhandschuh bewehrt, welcher wohl die Hautausdiinslung durch-
liBt, der aber so dick ist, daBl die Miicken bei ihren Stechversucher mit dem
Riissel nicht bis in die Haut vordringen konnen. Der ganze Unterarm, vom
Handschuh bis etwa 10 ecm vor dem Ellbogen, wird mit dem gewiinschten Quan-
tum der Testsubstanz eingerieben. Da wo in der Ellbogengegend der behandelte
in den unbehandelten Teil iibergeht, wird der Tilliirmel mit einem Gummi-
band fest um den Arm angeschlossen, so daf} dic Miicken weder entweichen
noch in der unbehandelten Zone Stechversuche unlernchmen koénnen, Die Be-
handlung des Unterarms mufl je nachdem in verschiedenen Zeitabstinden vor
dem Testversuch vorgenommen werden. Liegen Stunden dazwischen, so deckt
die Testperson wiithrend der Wartezeit den Arm mil einer besonderen, starren
Schutzhiille, so daBl die Hautoberfliche keinerlei Reibungen mit der Umwelt
ausgesetzt ist. Beim Testen vieler Substanzen an verschiedenen Personen hat
es sich nimlich gezeigt, dafl je nach Individuum, aber auch je nach der che-
mischen Natur der Substanz, dieselbe sehr unterschiedlich fixiert werden kann;
dringt sie nur ganz oberflichlich in die verhornte Oberhautschicht ein, so kann
sie durch stindiges Reiben des Armels am Arm, oder durch Reiben des Armes
an Gegenstinden, Tischfliichen usw. zum Teil wieder entfernt und damit die
zu priifende Repellentwirkung fihlbar herabgemindert werden. Das Haft- bzw.
Penetrationsvermdgen einer geeignet erscheinenden Substanz mufi dann spiler
in weiteren Testversuchen an mehreren Personen speziell gepriift werden,

Durchgehen wir nun beispiclsweise einen solchen Testversuch, so ist fol-
gendes dazu zu bemerken.

a) Die Versuchsmiicken.

Pro Versuch werden jeweils 100 Aedes aegypti verwendet., und zwar nur
Weibchen, da ja die Minnchen nicht Blut saugen. Diese Individuen entstam-
men einem grofien Flugkiifig, in welchem sie sich meistens schon einige Tage
lang aufgehalten und Honigwasser sowie eine bis mehrere Blulmahlzeiten auf
Meerschweinchen oder Kaninchen aufgenommen haben. Man wiithlt ausschlieB3-
lich Miicken, die ihre letzte Blutmahlzeit weitgehend verdaut haben. sich also
wieder im Hungerzustand befinden. Es ist aber empfehlenswert, nur Miicken
in den Versuch zu nehmen, die bereits an das Ausfiihren des Stechaktes ge-
wohnt sind, da sie spontanere Reaktionen gegeniiber dem Warmbliiter zeigen.
Das Testen darf nicht im Zuchtraum stattfinden, um die tibrigen Micken nicht
durch chemische Diifte zu stéren, sondern in eciner besonderen, halbverdunkel-
ten Kammer, in der eine Temperatur von 26° C und eine relative Luftfeuchtig-
keit von ca. 85% aufrechterhalten wird. Nach unseren Beobachtungen sind
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hungrige Miicken das ganze Jahr und den ganzen Tag tiber stechluslig, jeden-
falls besteht weder in der e¢inen noch in der anderen Hinsicht eine ausgespro-
chene Periodizitiit, Wieweit die Stechlust von Witterungsschwankungen abhén-
gig sein kann, ist auf Grund von barometrischen Vergleichen nicht feststellbar;
dagegen ist es wohl moglich, dall die Miicken direkt oder {iber ihren Wirt (z. B.
verschieden starke COy-Abgabe je nach Witlerung) von wechselnden atmosphii-
rischen Bedingungen beeinflufit werden konnen.

Eine zum Saugakt disponierte Miicke nimmt schon auf groliere Dislanz die
Gegenwart des Warmbliiters, bzw. des menschlichen Armes wahr, fliegt den-
sclben an, setzt sich zuniichst auf die Haut ab, wechsell vielleicht mehrmals
den Standort auf der Suche nach einer gilinstigen Linstichstelle und versenkt
dann schlieBlich die Stechborsten unter die Haul. Zuweilen wird zwei- oder
mchrmals hintereinander an verschiedenen Stellen eingestochen, bis cine Haut-
kapillare getroffen ist, worauf dann die Speichelabgabe einsetzt, der normaler-
weise unmittelbar das Aufsaugen des Blutes folgt.

by Vorsichtsmafinahmen.

Beim Prifen solcher Substanzen auf dem menschlichen Arm wird der Tesler
dartiber Auskunft geben konnen, wie das Mittel subjektiv empfunden wird;
es lilit sich spiiter auch festslellen, ob irgendwelche sekundire Hautreizungen
damit verbunden sind.

Bevor eine in Losung befindliche Substanz in die Priifung geht, mul} selbst-
verstindlich bekannt sein, bzw. in Vorversuchen abgeklirt werden, ob das
Losungsmittel selber keinerlei Repellentwirkung besitzt. Am zweckmiBigsten
werden Alkohol, Ather, Aceton usw., also volatile Stoffe verwendet, die beim
Versuchsbeginn gar nicht mehr auf der Haut sind. Zwischen dem Auftragen
des Mittels und dem Beginn des Testversuches it man ohnehin im Minimum
10 bis 15> Minuten, meist aber mehr, verstreichen (vgl. 5. Kolonne der Tabelle ).
Bei fliissigen Mitteln hat sich fiir die zu behandelnde Armobertliiche ein Quan-
tum von (0,5 bis 1 cem als geniigend erwiesen (3. Kolonne). Durch vorheriges
Waschen des Armes kann in Vergleichsversuchen festgestellt werden, ob das
Mittel dem Wasser standhilt (siehe z. B, Versuche 2/3, 6/7, 8/9 und 11—20).

Trotzdem, wie erwihnt, nicht von einer Periodizilitt der Stechlust im Jah-
res- oder im Tageslauf gesprochen werden kann, wird doch im Inleresse even-
tueller spiiterer Nachpriifungen das Datum und die Tageszeit des Versuchs-
beginns notiert (6. Kolonne). Wird eine Substanz in verschiedenen Zeitabstiin-
den oder Konzentrationen nacheinander durchgetestet, so kann nicht immer
wieder dieselbe Gruppe von 100 Miicken zur Verwendung kommen. Zuniichst
haben c¢inmal verschiedene von ihnen beim vorherigen Versuch Blut aufge-
nommen und sind daher fiir den Repellenttest nicht mehr vollwertig. Wir be-
gniigen uns aber nicht damit, diese gegen Hungermiicken auszuwechseln, son-
dern wir verwenden liberhaupt eine ganze neue Gruppe und riumen unterdes-
sen der ersten (in welcher jetzt die vollgesaugten Miicken gegen frische aus-
getauscht werden) die notige Erholung ein, bis sich die durch die Chemikalien
gestorten Reaktionen sichtlich wieder normalisieren. Wenn man im Wechsel
zwel bis drei Miickengruppen in Zeitabstinden von zwei bis fiinf Stunden in
den Versuch nimmt, so darf mit ciner relativ normalen und konstanten Dispo-
sition der Versuchsmiicken gerechnet werden (vgl. Tabelle I, Versuche 2/3,
11/12, 13/14 usw.).

¢) Vorgehen des Testers und Regeln, die er zu beobachten hat.

Die Person, welche den Test durchfiihrt, hat also den einen behandschuhten
und behandelten Arm in den Testkiifig eingefiihrt. Sie beobachtet nun aufmerk-
sam das Verhalten der Aedes-Weibchen gegeniiber dem Handschuh und der
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behandelten Haut, indem sie die Bewegungen mit den Augen verfolgl und gleich-
zeitig die Einstiche ziihlt, die sie auf der Haut spurt. Alle diese Feststellungen
werden mit der freien Hand nebenan auf dem Tisch notiert, und da dies rasch
vor sich gehen mufl, erleichtert man die Arbeit durch vorbereitete Tabellen, in
deren Kolonnen lediglich senkrechte Striche cingetragen werden miussen (vgl.
Abb.). Erfahrungsgemiili geniigt eine Versuchsdauer von 20 Min., um sich ein
abgerundetes Bild zu machen.

Geht von der behandelten Armoberfliiche eine starke Repellentwirkung aus,
so wird sie von den Miicken aus Distanz wahrgenommen, und diese vermeiden
es. dort anzufliegen oder abzusitzen. Da sie aber hungrig sind. werden sie
andererseils von den Ausdiinstungen der unbehandelten Hand auf den Woll-
handschuh gelockt und unternehmen dort ergebnislose Stechversuche. Die Zahl
der auf den Handschuh absitzenden Individuen ermdglicht also. die Stechlust
der Miicken zu kontrollicren. Je abstofiender die Testsubstanz wirkt, desto
exklusiver und zahlreicher werden sich die Miicken auf den Handschuh kon-
zentrieren, wobei allerdings gewisse Nebenwirkungen vom benachbarten be-
handelten Unterarm her dieses Resultat wieder beeintriichtigen mogen, indem
dadurch vielleicht sogar einige hungrige Individuen vom IHandschuh fernge-
halten werden.

Bet der Beurteilung des Verhaltens der Miicken hat der Tesler von der Tat-
sache auszugehen, daf} sich ein Stechakt eigentlich in vier Phasen gliedert, niim-
lich in das Anfliegen aus Distanz, das Absitzen auf der Haut, das Einstechen in
dieselbe unter fast gleichzeitigem Einspritzen des Speichels (wodurch beim
Wirt die bekannte kleine Schmerzempfindung ausgelést wird), und schlieBlich
das eigentliche Blutsaugen. Ein gutes Repellent sollte selbstverstiindlich alle
vier Phasen vollig unterbinden, d. h. das Insekt effektiv in Distanz halten. Nun
gibt es aber unter den auszutestenden Mitteln, abgeschen von den total un-
wirksamen, hiiufig solche, denen gewisse, aber unvollstiindige Repellent-Eigen-
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schaften zukommen. Ein solches Mittel ist vielleicht nur imstande, die vierte
Phase des Stechaktes auszuschalten; dann stechen die Miicken ein, geben Spei-
chel ab, sind aber nicht imstande, den Blutsaugakt zu vollziehen, und ver-
lassen den Wirt unverrichteter Dinge. Oder es wird die dritte und vierte Phase
unlerbunden, dann silzen die Miicken ab, stechen aber nicht. Wenn solche
Mittel auch fiir die Praxis nicht brauchbar sind, so kénnen sie doch werlvolle
Komponenten enthalten, die in neuer Kombination zu einem wertvollen Repel-
lent fiithren, und es ist deshalb fiir den Chemiker wichtig, dali auch solche
Repellent-Kandidaten erfalit werden konnen.

Die obigen Mitteilungen erkliren die Bedeutung der vier letzien Kolonnen
(a—d) unserer Tabelle. Die in a und b enthaltenen Zahlen ermittelt der Tesler
durch rasches Ausziihlen, was bei ciniger Ubung bis zu einer unwesentlichen
Fehlergrenze moglich ist. Die Zahl der effektiv Stechenden in Kolonne ¢ erhiilt
der Tester, indem er dic Einstiche subjektiv spiirt und spiiter ergiinzend auf
seinem Arm die gerdteten Stellen nachziithlen kann; das eigentliche Anschwel-
len der Miickenstiche erfolgt ja erst einige bis viele Stunden spiiter, offenbar
als Reaktion der Hautgewebe auf die Speichelinjektion, denn die Schwellungen
treten auf, auch wenn dem Einstich kein Saugakt gefolgt ist. Die Zahlen in der
Kolonne d sind Ieicht zu erhalten durch Auszihlen siimtlicher Miicken, die vom
Blut geschwellte und gerotete Bituche aufweisen.

d) Biologische Beurteilung der Resultale.

Auf der Tabelle T sind Substanzen aufgefiihrt, die recht unterschiedliche
Repellentwirkung zeigen. Ungeniligende Resultate liefern u.a. die Einzelsub-
stanzen 45, 42 und 36 (Versuch 1—4). Wenn sich z. B. bei 42 wenig Miicken auf
dem Kontrollhandschuh ansammeln, so nicht etwa deshalb, weil keine Stechlust
vorhanden ist, sondern weil diese ebensogut, wenn nicht besser, auf dein mit
cinem unwirksamen Mittel behandellen Unterarm befriedigt werden kann (44
Individuen stechend und saugend!). Ungeniigend bis schlecht sind ebenfalls zu
beurteilten die Mischungen 41/49 und 41/46 (Versuche 13—16).

Relativ verheifungsvoll ist bereits die Einzelsubstanz 41 (Versuch 5): mas-
sives Absitzen (54 Indiv.) auf dem Kontrollhandschuh weist auf starke Slech-
lust, also gute Disposition der Versuchsmiicken hin; nur 25mal werden ganz
kurze Absitzversuche vorgenommen, wobei es sich deutlich zeigt, dall den
Miicken ein liingeres Verwecilen auf der behandelten Haut zuwider isl; nur 5
offenbar etwas weniger empfindlichen Individuen unter den 100 gelingt es, ein-
zustechen und kurz zu saugen. Das Mittel bietet also withrend 3 Stunden be-
friedigenden, wenn auch nicht 100%igen Schutz, vor allem auch gegen den
Stich, nicht nur gegen das Blutsaugen. Uber die Dauer der Wirkung bei ¢inem
solchen Produkt miissen dann weilere Versuche nach 5, 10 und mehr Stunden
Aufschluff geben. Mit Individualunierschieden ist bei den Versuchsmiicken im-
mer zu rechnen, und wie bei den Insekliziden, so gibt es auch bei den Repellent-
substanzen unter den Insekiten sog. Durchbrenner, Individuen also, die wohl
eine natiirliche erhdhte Resistenz besitzen.

Die beste Repellentwirkung kommt offensichtlich den Einzelsubslanzen 50
und 38 (Versuch 6 bis 9) zu. Bei beiden fiithrt das Abwaschen der Hautober-
{liche mit kaltem Wasser zu einer relativ unbedeutenden Abschwiichung der
Wirkung; dhnliches beobachtet man auch bei den Versuchen 2 und 3, 11 und
12, 15 und 16. Das Produkt 41/37 {Versuch 11 und 12) ist befriedigend insofern,
als vor dem Abwaschen mit Wasser keine einzige Miicke den Saugakt vollzieht.
Ungiinstig ist lediglich — speziell auch im Gegensalz zu Produkt Nr. 41 — daf
relativ viele Miicken (23 Indiv.) ungehindert einstechen.

In iihnlicher Weise befriedigend wirkt das Produkt Nr. 41/48 (Versuch 17)

noch nach 38 Stunden: massive Stechlust, allerdings hiufiges Absitzen auf den
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TABELLE 1.

Resultate einiger Repellent-Versuche an Aedes aegypti.
Versuchsdauer iiberall 20 Minuten.

o i 2=k Zahl der Miicken, die G "
£ 3 Ver- EER | 4 5 € & &| aaf dem betref zaelsl?l:;e;
a = .= & E8s |258% - -
Z:?h Prcl)ﬁd:ktl %n_: Acdes i’)‘;cbs;l Dal:&m 225 | £3% |25 3 ¢ fendenUnterarm Anflige
und §§ Q9 ngé?] Ta:(fszeit 23 E’ = E § é_|=’ ER AR smemEnmd (Summe
Nr. Prozent | <% Stunden ges 853|585 |22de stech davon |""yo,
2= = Sag | 9@ 32 25 SN cugen .
) Ow a b e d a,bu.c)
|
g 45 116,10, 51 . ) =
1 95% 0,5 100 2% 16.50 ohne 27 36 11 | 11 74
o 10. 6. 52 _ T
2 42 - 100 3 14.48 ohne 6 14 44 44 | 64
10% 71100 (neue) 3% 15.17 mit 15 5 38 38 | 59
54| e |05 100 3 [ 2hOllonne | 160 | 40 31 31 52
g I S - - ——
Z| 5| oo o5 100 | 3 0L lomme | 51 25 5 5 81
> A B e B T U
S 6. 8.53 I ‘
g 6 50 D 100 3 11.45 | ohne | 60 | 58 2 | 0 120
Hi§ 25% : 3% | 1215 | mit | 33 | 36 8 | 2 77
' o , | 22.9.53 | o o
8 38 - 100 3% 11.35 ohne 60 21 0 0 81
9 25% " | 3% 12.00 mit ; 50 13 | 3 3 66
w0 | 3, los 1o | 3 M5 onne 100 108 | 11 1| 219
[ ,
| ' 30. 5. 52 N
11 4137 | ‘ gim 3 14.11 | ohne = 32 70 23 0 125
12 | 18:7% 3% 1439 mit | 23 | 43 | 30 | 11 96
o ‘ | 30.5.52 o R o
13 4149 | i | i 3 3 | 15.09 | ohne : 25 80 48 9 | 153
14 | 18:7% | | 3% | 1540 | mit | 37 | 39 | 22 | 7 | 98
- R ] | 5.6.52 | N k
| 15 1y A8 + | 100 | 3 14.28 ohne | 42 | 29 f 37 i 19 | 108
16 18T 100 (neve) 3% | 14.59 | mit | 16 7 | 43 | 27 66
& | ‘ - 6.6.52 | | I ) 7i '
g | 17 4148 100 3 15.06 ohne 50 | 106 24 3 180
Sl1s  18:7% 100 (neue)| 3% 15.39 mit | 1t 13 13 20 67
=N o 9. 6. 52 I A
|19 41 51. i | 100 3 15.05 ohne ol | 58 15 2 124
L 20 | 18:7% | 100 (newe) 3% | 15.36 | mit | 47 | 59 | 20 5 126
| 41,50 53 | . - , 18.8.53 | . | o | . e
21 | 11:7:7% 0,5 | 100 3 1108 | omme | 80 114 | 5 1| 199
1'7'77'17’ - o | ) T E 7_ I ‘ i
| | 41/50/37 | (. | 22, 9. 53 | e o6
| 22 10:10:5% 0,5 100 3 1296 ohne | 100 10( | 32 3 232
| k| i ) | . R ! o
23 | Handels- 0,5 | 100 3 | 21.8:93 | ohne | 85 | 48 ; = — | 133
produkt | | 11.10 i

1 Formeln der Produkte siche Tabelle II.
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behandelten Arm (106 Indiv.), aber nicht eben hiufig (24 Indiv.) kommt es
zum Einstechen und noch viel seltener (3 Indiv.) zum Saugakt. Der Ergiinzungs-
versuch Nr. 18 zeigt jedoch, dal durch Waschen mit kaltem Wasser die Wir-
kung praktisch verschwindet. Ahnlich sind die Versuche 19 und 20 zu inter-
pretieren, wobei allerdings nach dem Waschen die Wirkung weniger abge-
schwiicht ist.

Auf die Bedeutung der Gesamtanflugzahlen (letzte Kolonne) wird im Kapi-
tel 3 nither eingegangen.

2. Ameisen-Test.

Da die Repellent-Priifungen normalerweise einem dafiir spezialisierten In-
slitut {iberlassen werden miissen, sei hier noch ein Orientierungstest * beschrie-
ben, welcher vom Chemiker selbst durchgefiihrt werden kann und ihm erlaubt,
ein neu gewonnenes Priparat schnell als minderwertig, bzw. als Repellent-
kandidaten, zu beurteilen.

Fir diesen Orientierungstest werden rote Waldameisen (Formica rufa)
benutzt, welche man in einer groBlen weithalsigen IFlasche mit Tannennadeln
vom Ameisenbau monatelang halten kann. Der Test wird in cinem engmaschi-
gen, zusammengerollten Drahtnetz (Liinge 20 cm, Durchmesser 5 cm), welches
an beiden Enden mit je einem grolien Korken verschlossen ist, durchgefiihrt.
In den Testkiifig wird ein mit der Repellent-Losung getriinktes halbes Rund-
filter von ca. 5 em Durchmesser neben die andere Filterhiilfte, die ungetriinkt
als Kontrollpapier dient, gelegt. Fir jeden Test werden 10—15 neue Ameisen
verwendel.

Die bekannten Repellent-Substanzen zeigen gegen Ameisen in diesem Test
keine abhaltende Wirkung, ihr Gang auf dem getriinkten Filterpapier wird
lediglich mehr oder weniger beschleunigt und unruhig, so dafl das blofie Be-
treten des Papiers zur Auswertung nicht geeignet ist. Zum Ausruhen bevor-
zugen diec Ameisen hingegen die ungetriinkte Hiilfte des Filters, so sind Ver-
gleichsmaoglichkeiten gegeben, die in Zahlen ausgedriickt werden konnen. Jedes
3 Sekunden lange Stehenbleiben einer Ameise auf einer der Papierhiilften wird
mit cinem Strich, fiir Repellent- und Kontrollfilter gesondert, registriert und
nach total 100 Sirichen auf beiden Filterhilften zusammen, die Verhilltniszahl
der Striche auf dem Kontrollfilter zur Gesamtzahl 100, vermerkt (z. B. 85/100).
Aus der Differenz (15/100) ergibt sich die Prozentzahl der nicht abgehaltenen
Ameisen. (9 Sekunden langes Stehenbleiben wurde mit drei Sirichen vermerkt
usw., doch wurden bei einem liingeren Verweilen ciner einzelnen Ameise nicht
mehr als 10 Striche registriert.) Die Aktivitiit der Ameisen ist stark von den
Welterverhiiltnissen abhiingig. Durch das Ausziihlen einer Verhillniszahl (Pro-
zente) wird jedoch diese Variable eliminiert. Die Einfachheit des Testes ge-
stattet auch ohne weileres einige Wiederholungen.

Die Prozentzahlen der hier verwendelen Substanzen sind auf Tabelle 1I zu-
sammengestellt. Darauf sind auch die Zahlen der Miickenteste von Tabelle |
zum Vergleich, ebenfalls in Prozentzahlen umgerechnet, cingetragen. Wie er-
sichtlich, sind die Zahlen gentigend reproduzierbar.

Da die Ameisen mit den Repellentsubslanzen unbeschwerfer Kontakt nel:-
men als Miicken, geben sie bessere Hinweise auf die Toxizitit der Substanzen.
Indalon Nr.51 z. B., welches in Handelsprodukten bis zu einem Gehall von
33.3% (7) zugelassen wurde, t6let die Ameisen nach cinstiindiger Kontaktmog-
lichkeit und 24stiindiger Latenzzeit zu tiber 80%. Die in der letzten Kolonne der
Tabelle TI angefiihrten Toxizitiiten haben nur relative Giiltigkeit, da sie an
gefangengehaltenen und daher etwas anfilligen Ameisen ermittelt wurden,

* Der Test wurde unter Mithilte von A. Hoelle (5, 5 a) ausgearbeitet.

24
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wihrend sie bei Versuchen mit unmittelbar der Ireiheit entnommenen Amei-
sen wesentlich niedriger ausfallen. Durch kurzen Zwangsaufenthalt in cinem
allseits getriinkten Kiifig und anschlieBender Latenzzeit lieBen sich diese Zahlen
leicht prazisieren.

Aus den bisher moglichen Vergleichen zu schlieBen, ist diese Toxizitat fiir
Ameisen nicht spezifisch, sondern fduBlert sich in Organschiidigungen am Meer-
schweinchen. Am Menschen macht sich die Giftigkeit noch durch Hautreizun-
gen bemerkbar (7). Gereizte Hautflichen mit erhdhter Blutzirkulation wirken
nach dem Abklingen der Repellentwirkung auf blutsaugende Insekten anziehend.

3. Wirksamkeiten und Eigenschaften in Beziehung zur Konstitution.

Die Substanzen der Tabellen I und II wurden nach folgenden Gesichispunk-
ten neu synthetisiert oder ausgewiihlt:

1. Die Diiithylamidgruppe wurde vom Orlando-Institut (6) in systematischen
Untersuchungen von den verschiedenen fraglichen funktionellen Gruppen als
die durchschnittlich wirksamste befunden.

2. Eine grofie Zahl von natiirlichen Repellenis, wie fitherische Ole (7—10),
cnthalten eine geminale Dimethylgruppe und C=C-Doppelbindungen einzeln
oder konjugiert.

3. Praktisch verwendete synthetische Insektizide und Repellents enthalten
Chlor.

Es wurden daher eine Reihe von einfach zugiinglichen neuen Substanzen
hergestellt, welche zwei bis drei dieser Merkmale moglichst kombiniert aufwei-
sen, und mit einfachercen Grundstoffen oder mit bekannten Abhaltemitteln ver-
glichen.

Als Testzeit wurde bei den Miickentesten die vierte Stunde nach dem Ein-
reiben des Repellents auf die Haut gewiihlt, da brauchbare Abhaltemittel zu
dieser Zeit noch die volle Wirksamkeit entfalten sollen. Eine Anzahl Substan-
zen, welche dieser Anforderung nicht geniigten, wurden nicht in die Tabelle
aufgenommen. Die beiden Varianten, Miickentest an Aedes aegypii und Amei-
sentest, wurden deshalb gewiihlt, weil sich mil diesen am einfachsten ein erstes
Bild iiber den Wert der Substanzen gewinnen liBit, wobei cine gewisse Wir-
kungsbreite auch schon wahrscheinlich ist.

Beim Vergleich der beiden Teste hat man sich zu vergegenwiirligen, dafi die
Zahlen des Miickentestes aus der Gegenwirkung des Repellents einerseils und
des anziehend wirkenden Hautblutkreislaufs anderseits hervorgehen, wiihrend
beim Ameisentest auf getrinktem Filterpapier die reine Abhaltewirkung ohne
anzichende Gegenkraft ermittelt wird. Durch das Auseinanderhalten dieser bei-
den Komponenten gelangen wir fiir einige Abweichungen zu interessanten Itin-
zelheiten, auf welche unten eingegangen wird.

Das Faclum, daB die Zahlen des Miickentestes Differenzen zweier Zahlen
von ungefiihr gleicher Grofle sind, wobei die eine GroGe, die attraktive Wirkung,
noch starken subjektiven Schwankungen unterworfen ist, macht es verstiind-
lich, dall diese Zahlen mit einer ziemlich weiten Fehlergrenze behaftet sind.
Letztere ist am groBiten in Kolonne b und fillt bis zur vorletzten Kolonne d auf
wenige Stiche mit Saugen. Ein Urteil tiber die praktische Verwendbarkeit eines
Praparates erlauben natiirlich nur die von allen mdéglichen teils schwankenden
Faktoren becinfluiten Resullate des Miickentestes am lebenden Organismus.
Fiir das Auffinden einer Beziehung zwischen Konstitution und reiner Abhalte-
wirkung sind jedoch die weniger beeinflulliten Ameisenzahlen zuniichst auf-
schluBreicher.

In Bezug auf die oben erwiithnten Gesichtspunkte ergeben die Teste folgendes
Bild:
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1. Das Beispiel, welches als Merkmal nur eine Diéithylamidgruppe enthiilt,
wie Substanz Nr. 45, wirkt schwach. Ahnliche Beispicle sind aus der Literatur
bekannt (6).

2. Die Beispiele mit geminaler Dimethylgruppe und C=—=C-Doppelbindung
kombiniert wirken, wie die natiirlichen Vorbilder, zuniichst gut, deren Wirkung
ist aber nicht anhaltend, da diese Substanzen (Nr.42, 37, 51) ven der Haut
leicht resorbiert werden oder unstabil sind.

Das Beispiel Nr. 49 mit geminaler Dimethylgruppe neben der Diiithylamid-
gruppe wirkt auf die Ameisen kriftig und irritierend, Diese und édhnliche Sub-
slanzen wurden daher nur als Zusatz zum neutralen Repellent Nr. 41 weiler
gelestet.

3. Die Substanzen mit Chlor- und Diithylamidgruppe zeigen im Ganzen eine
gule, anhaltende Wirkung. Diese ist am ausgepriiglesten bei Nr. 38 und Nr. 50.
Bei den Substanzen mit parastindigem Chlor Nr. 36 und Nr.53 ist das Bild
durch eine kriiftige Nebenwirkung auf den Arm des Testers. welche sich nur
beim Miickentest geltend machen kann, verwischl.

Die mit Nr.41 isomere Substanz Nr. 36 ergibt beim Miickenlest gegeniiber
Nr. 41 eine unverstiindlich schlechtere Wirkung, wihrend sic im Ameisentest
innerhalb der Fehlergrenze gleich wie Nr. 41 wirkt. Die Ausziihlung im Ameci-
sentest erfordert bei Nr. 36 allerdings mehr Zeit, da die Ameisen in Anwesen-
heit von Nr. 36 hastige Bewegungen zeigen und sich nur kurze Ruhe gdnnen.
LFine Erklirungsmdéglichkeit fiir solche Divergenzen finden wir in den Gesamt-
anflugszahlen der verglichenen Substanzen im Miickentest. Die Gesamtanflugzahl
von 252 weist auf eine enorm hohe Aklivitiit der Miicken, bei Gegenwart cines
mit Nr. 36 eingeriebenen Armes. Diese Zahl fiel bei Wiederholungen immer
iihnlich hoch aus. (Die Witterungsverhiiltnisse waren kontrolliert, mit den ge-
briuchlichen Instrumenten konnte nichts Besonderes ermittelt werden.) Dies
macht wahrscheinlich, daff Nr. 36 die Blulzirkulation im behandelten Arm sti-
muliert, wodurch die Miicken vermehrt angelockt werden. Dies ist nicht ver-
wunderlich, wenn man bedenkt, dall Atmung und Kreislauf anregende Mittel.
wie Coramin, Cycliton und Neospiran (11}, alle die unseren Repellents gemein-
same Diiithylamidgruppe aufweisen. Immerhin ist festzuhalten, daff diese
Gruppe nicht so wirken mul}, sondern kann.

Dafi die Gesamtanflugszahlen im Miickentest, mit ciner Ausnahme, durch
das Abwaschen mit kaltem Wasser immer erheblich sinken, steht wahrschein-
lich damit im Zusammenhang, dall die durch Respiration der Haut in dieser
angesammellen Anlockstoffe weggewaschen werden, wobei allerdings beim Ab-
waschen auch Repellents, soweit sie unloslich sind, hauptsiichlich mechanisch.
entfernt werden, wodurch die Stichzahl am abgewaschenen Arm in der Regel
clwas ansteigt.

Die Unruhe der Ameisen und Micken in Gegenwart von Nr. 36 deutet darauf
hin, dal} diese Substanz nicht nur auf den Kreislauf des Warmbliiters wirkt,
sondern auf die Insekten selbst, dall also die hohen Zahlen durch eine stimu-
licrende Wirkung auf beide Organismen zustande kommen.

Eine gut durchblulete Gesichtshaut verursacht cin Wohlgeliihl, zumal in
schwiiler Luft, in welcher man schwerer almei. Umgekehrt gibt es Substanzen,
welche die peripheren Gefiilbe des eingeriebenen Armes so adstringieren ®. dal}
die Blutzirkulation zuriickgedringt wird. Eine solche Substanz ist Nr. 38. Dic
Gesamtanflugzahl ist dann niedrig, unler den vorliegenden Testbedingungen in

® Analeptica und Pscudo-Adstringentia werden, da beide Arzneimittel auf
Gefiile wirken, pharmakologisch zusammen klassiert. Die einen wirken mehr
zentral, die anderen peripher. Die eigentlichen Adstringentien. wie Borax, Tan-
nin und die mehrwertigen Melallsalze, adstringieren oberflichlich durch Féllen
von Eiweil} in der Haut.
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der Regel unter 100, und deren griéliter Anteil entfillt auf Kolonne a. [Unter
dem Kontrollhandschuh ist kein Repellent eingericben!) Solche Substanzen sind
auf der Haut durch ein Ziehen spiirbar. Im Gesicht reduzieren sie das Frische-
gefiihl, IEs scheint so, dafl man sich fiir ein vertriigliches Repellent, bei welchem
Nebenwirkungen umgangen werden sollen, mit Vorteil an Substanzen oder Ge-
mische mit mittleren Anflugzahlen zwischen 100 und 200 hilt.

Die Ortho-Chlorderivale verhalten sich demnach am giinstigsten. Die Wir-
kung dieser Substanzen geht wahrscheinlich tiber die «Geschmacksorgane» (ne-
benbei bemerkt schmecken sie fiir den Menschen bilter), denn die Micken
setzen sich auf dem Kontrollhandschuh und auf dem behandelten Arm in un-
gefithr gleicher Zahl ab, verlassen aber letzteren schnell wieder.

Einzelbeispiele mit spezifischer Distanzwirkung sind auf den Tabellen nicht

vorhanden. Die bekannteste Substanz dieser Art — aus Tausenden von Testen
hervorgegangen — das Dimethylphthalat, reizt die Augenschleimhiiuie, hilt

sich nur in den kiihleren nordischen Lindern auf der Haut bis zur vierten
Stunde und ist in Wasser (beim Baden und beim Schwitzen) loslich. Ahnlich,
wenn auch weniger spiirbar, verhilt sich 2-Aethyl-hexandiol (7, 8).

In mittleren und heifen Klimazonen ist man fiir die kosmelischen Belange
cempfindlicher und zieht meistens ein durch Haut, Augen und Nase nicht spiir-
bares Mittel einem solchen mit kurzer, aber nebenbei storend empfundener
Distanzwirkung vor (12). Den kosmetischen Anspriichen, welche mit den Jah-
ren vom Publikum an vorderste Stelle geriickt wurden, werden die Substanzen
Nr. 41 und Nr. 50, welche nicht spiirbar sind, am ehesten gerecht. Diese sind,
wie alle chlorierten Substanzen, in Wasser unloslich und haflten auf der Haut
beim Baden und Schwitzen. Weitere Anforderungen an ein Repellent, Indiffe-
renz gegeniiber Textilien und Vertriiglichkeit auf der Haut, erfiillen sic ebenfalls.

In Mischungen erscheinen Wirksamkeit und Nebenwirkung meist in stir-
kerem MalBie, als die Summe der Einzelwirkungen erwarten lifit. Diese Synergis-
men sind bei Kombinationen, wovon einige Beispiele auf den Tabellen zu fin-
den sind, gut zu beachten. Dabei sei nochmals festgehalten, dall die vorliegen-
den Testzahlen iiber die Intensitit der Wirkung in der vierten Stunde aussagen,
nicht aber tiber deren Dauer.

Zusammenfassung.

Wirksamkeit und Eigenschaften einer Anzahl neuer inseklenabhallender
Substanzen (Insect-Repellents) bei Verwendung zweier eingehend geschilderter
Testmethoden an Adedes aegypti und Formica rufa werden beschrieben.
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