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Einleitung

1. Einleitung

Infektionskrankheiten sind seit Jahrhunderten eine GeiBel der Menschheit. Auch die
fortschreitende Entwicklung der Industrienationen im 20. Jahrhundert hat nichts an der Tatsache
geandert, dass Infektionskrankheiten nach wie vor die haufigste Todesursache darstellen. Nach
Schatzung der World Health Organisation (WHO) starben 2001 etwa 14,9 Millionen Menschen an
einer Infektionskrankheit, was insgesamt etwa 26% aller Todesfalle entsprach (KAUFMANN, 2009).
Von den durch Infektionskrankheiten verursachten Todesfdllen werden etwa 17%  von
vektoribertragenen Krankheiten verursacht, d.h. dass etwa 2,5 Millionen Menschen an
vektoribertragenen Krankheiten starben (WHO, 2004). Wie bei nahezu allen Infektionskrankheiten
sind die Entwicklungslander auf Grund von schlechten sozio6konomischen und hygienischen
Verhélinissen am stérksten von den durch Infektionskrankheiten verursachten Problemen
betroffen. Dies sind neben den Todesfallen auch enorme wirtschaftliche Schéden, die den
ohnehin schon armen L&ndern nachhaltige Probleme bereiten. Ein MaB fir die verursachten
Schéden ist der Verlust an Lebenszeit in Gesundheit. Die ,disability adjusted life years® (DALY)
bezeichnen die Summe der Lebensjahre, in denen Menschen durch Krankheit nicht in der Lage
sind, einer Arbeit oder dem Familienleben nachzugehen und implementiert ebenfalls die Jahre, die
sie friiher als der Durchschnitt aus dem Leben scheiden (LOPEZ et al., 2006).

Abbildung 1: Anzahl der Todesfélle durch vektoriibertragene Infektionskrankheiten (WHO, 2004)

Auch wenn die Folgen dieser Krankheiten die Entwicklungslander am héartesten treffen, sind
ebenso die weit entwickelten Industrielander wieder verstarkt von Infektionskrankheiten betroffen.
Der Fortschritt in Wissenschaft und Forschung zu Beginn des 20. Jahrhunderts und die
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verbesserten Lebensbedingungen fihrten zu einer effektiven Reduktion vieler Krankheiten, wie
z.B. der starke Rickgang bakterieller Infektionen durch die Entdeckung der Antibiotika und die
Entwicklung effektiver Impfstoffe. Der starke Rickgang der Infektionskrankheiten hat jedoch
abgenommen und in den letzten Jahrzehnten ist die Anzahl der Infektionskrankheiten in den
Industrielandern wieder angestiegen (HELLENBRAND, 2003). Die Ursachen daflir liegen unter
anderem an der Resistenzentwicklung gegen Antibiotika, jedoch ebenfalls an der weltweit
fortschreitenden Globalisierung, die eine Ausbreitung der Krankheiten beglinstigt, so dass auch
im 21. Jahrhundert die Bekd&mpfung von Infektionskrankheiten eine der gréBten
Herausforderungen der Menschheit bleiben wird.
Bei den durch Vektoren Ubertragenen Krankheiten ist nach wie vor die von der Anophelesmucke
Ubertragene Malaria mit 39,9 Millionen DALY’s die mit Abstand folgenreichste Erkrankung. Sie ist
nach der HIV Infektion mit 70,1 Millionen DALY’s die zweitschwerwiegenste Infektionskrankheit
Uberhaupt und befindet sich hinsichtlich ihrer negativen Auswirkungen noch vor der Tuberkulose
mit 35,8 Millionen DALY’s (LOPEZ et al., 2006).
Jedoch gewinnen auch andere vektorUbertragene Krankheiten immer mehr an Bedeutung. Zu
Ihnen gehoéren Dengue-Fieber (HUY et al., 2010), Japanische Enzephalitis, Gelbfieber, Chagas-
Krankheit und die Leishmaniose (DESJEUX, 2001). Die meisten dieser Krankheiten sind in den
westeuropdischen Industrielandern von untergeordneter Bedeutung und haben Uberwiegend
Relevanz als Reisekrankheiten oder bei Auslandseinsatzen militarischer oder auch humanitérer
Organisationen (RKI, 2009).
Dennoch spielen auch in Mitteleuropa vektoribertragene Infektionskrankheiten eine nicht
unerhebliche Rolle. Diese werden zu lGber 60 % durch Schildzecken (Ixodes ricinus) Ubertragen,
wobei am haufigsten die Lyme-Borreliose mit einer Inzidenz von bis zu 10.000 Féllen in
Deutschland und 100.000 Féallen in Europa uUbertragen wird (FAULDE, 2008). Weitere
vektorlibertragene Krankheiten in Mitteleuropa sind u.a. die Frihsommer-Meningoenzephalitis
und die Ehrlichose. In den letzten Jahren sind jedoch in einigen L&ndern Sideuropas vermehrt
auch Epidemien tropischer Infektionskrankheiten aufgetreten. Ursache fir diese Epidemien sind,
wie schon erwdhnt, die zunehmende Globalisierung und den damit verbundenen vermehrten
Reiseaktivitdten der Bevolkerung, was zu einem Einschleppen von Krankheiten flihren kann, die
originar nicht vorkommen. In Deutschland ist die hdufigste Importerkrankung die Malaria mit 800 -
1000 Fallen pro Jahr. Weitere importierte Erkrankungen sind Lepra, Gelbfieber, Riickfallfieber,
Typhus, Paratyphus und Diphtherie (RKI, 2009).
Neben der medikamentdsen Therapie der Krankheiten oder Prophylaxe durch Impfungen sind
MaBnahmen, welche die Exposition mit den Krankheitserregern verhindern, von entscheidender
Bedeutung. So gilt es, die hygienischen Zustidnde insbesondere in den Entwicklungslandern zu
verbessern, um den Erregern den Lebensraum zu nehmen. Im Rahmen eines effektiven
sintegrierten Vektorenmanagements® bei vektoribertragenen Krankheiten ist die Vektorkontrolle
von entscheidender Bedeutung (BEIER et al., 2008). Studien haben gezeigt, dass durch den
Einsatz von geeigneten ExpositionschutzmaBnahmen, wie geeigneter Kleidung, Repellents,
2



Einleitung

Raumsprays und Moskitonetzen die Pravalenz der Malaria deutlich gesenkt werden kann
(TOWNSON et al., 2005). Da viele Ubertrager von vektorassoziierten Krankheiten am Abend und in
der Nacht aktiv sind, ist der Einsatz von Moskitonetzen beim Schlafen ein hocheffizienter Schutz
gegen die Vektoren. Die Effektivitdt eines Moskitonetzes kann dadurch gesteigert werden, dass
auf das Netz insektizid wirkende Agenzien aufgebracht werden (COURTENAY et al., 2007), so dass
das Netz nicht nur einen mechanischen Schutz vor den Micken bietet, sondern sie bestenfalls
auch am Durchstechen hindert, wenn man mit unbedeckten Kdrperpartien direkt am Netz liegt.
Als Insektizide haben sich synthetische Pyrethroide bewahrt, die auf verschiedene Arten auf das
Netz aufgebracht werden. Die so imprégnierten Moskitonetze stellen dann eine effektive Barriere
fur die Ubertrager der Malaria und anderer Krankheiten wie Leishmaniose, Chagas-Krankheit und
Dengue-Fieber dar. Problematisch bei der Impréagnierung der Netze ist bisher, dass mit den
herkdbmmlichen Verfahren eine Wirksamkeit nicht (ber einen ausreichend langen Zeitraum
gewahrleistet ist und haufig notwendig werdende Nachimprégnierungen nicht durchgeflihrt
werden. Neue Entwicklungen erméglichen inzwischen eine langerfristige Imprégnierung, die im
Idealfall Uber die gesamte Lebensdauer des Moskitonetzes wirksam ist. Diese ,long-lasting
insecticide treated bednets” (LLIN) sind bisher der effektivste Schutz gegen die Vektoren. Trotz
der verbesserten Wirksamkeit ist es bislang jedoch noch nicht gelungen, ein Netz herzustellen,
dass einen 100 %igen Durchstichschutz gewéhrleisten kann und darlber hinaus technisch so
hergestellt ist, dass ein maximaler Durchstichschutz selbst nach mehrfachem Waschen des
Netzes noch vorhanden ist.
Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, durch Optimierung der Wirksamkeit des Netzes eben diese
Eigenschaften einem Moskitonetz zu verleihen. Um dieses Ziel zu erreichen wurden verschiedene
Insektizide und Repellentien sowie ein Enhancer in eine Polymermatrix eingebunden, auf eine
Faser aufgebracht und zur Herstellung von Moskitonetzen verwendet. Uber den Vergleich der
Wirksamkeit der Substanzen Einzeln und in Kombination soll die bestmédgliche Kombination
gefunden werden, mit dem Ziel, einen 100 %igen Durchstichschutz Uber die gesamte
Lebensdauer des Moskitonetzes zu gewéhrleisten. Neben der Testung der biologischen Aktivitat
der Netze soll eine analytische Methode entwickelt werden, mit der die Bestimmung des Gehaltes
der aktiven Substanzen in den Netzen erméglicht wird. Uber den Vergleich mit der biologischen
Aktivitdt kann dann eine Aussage Uber den Gehalt an Insektiziden getroffen werden, der
notwendig ist, um einen entsprechenden Durchstichschutz zu garantieren, so dass auch ohne
Bestimmung der biologischen Aktivitdt eine Beurteilung der Wirksamkeit von impréagnierten
Moskitonetzen moglich ist. Abweichend von der bisher gangigen Praxis werden nicht nur
eindeutig insektizid wirkenden Substanzen eingesetzt, sondern Uber die Kombination mit repellent
aktiven Substanzen soll herausgefunden werden, ob méglicherweise ein synergistischer Effekt der
eingesetzten Wirkstoffe zu einer héheren Aktivitdt der Netze fiihrt. Denkbar ist es dariiber hinaus,
die gewonnenen Erkenntnisse bei der Herstellung anderer Bedarfsgegenstidnde zu verwenden,
z.B. um einen effektiven Schutz gegenlber Schildzecken zu gewéhrleisten. Im Sinne des
Verbraucherschutzes sollte die Verwendung der impréagnierten Moskitonetze keine negative
3
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Beeinflussung der menschlichen Gesundheit zur Folge haben, eine Eigenschaft die bei der
prophylaktischen Einnahme von Antimalariamitteln h&ufig nicht erreicht werden kann. Die
Unbedenklichkeit der Verwendung von mit Permethrin impréagnierten Uniformen wurde bereits
nachgewiesen (ROBBACH et al., 2005).

Im weiteren Verlauf der Arbeit werden zunéchst die Substanzen und Krankheiten sowie deren
Ubertrager kurz vorgestellt und es wird auf die Verfahren eingegangen, mit denen Moskitonetze
bislang impréagniert werden. Im daran anschlieBenden Teil werden die Materialien und Methoden
vorgestellt, mit denen die im Ergebnisteil dargestellten Daten erhoben worden sind. Da die
Methodenentwicklung zur gaschromatographischen Bestimmung des biologisch wirksamen
Gehaltes von Repellentien und Insektiziden in textilen Bedarfsgegenstanden Bestandteil der
Forschungsaufgabe war, wird die Validierung der Methode ebenfalls im Ergebnisteil dargestellt.
AbschlieBend werden die Ergebnisse im Diskussionsteil besprochen und bewertet, sofern dies

noch nicht im Ergebnisteil vorgenommen wurde.
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2. Allgemeiner Teil

2.1. Infektionskrankheiten

Wie bereits in der Einleitung erwahnt, stellen Infektionskrankheiten auf Grund ihrer hohen Inzidenz
und ihres hohen Anteils an der weltweiten Mortalitdtsrate eine enorme Herausforderung an die
Menschheit dar. Abbildung 2 (WHO, 2004) gibt einen Uberblick tiber die Verteilung der weltweiten
Todesfélle und stellt die Anzahl der den einzelnen Infektionskrankheiten zugeordneten Todesfalle
dar. Insbesondere neue und wieder vermehrt auftretende Infektionskrankheiten sind eine globale
Bedrohung flir die Bevoélkerungen in allen Teilen der Welt.

Abbildung 2: Anteil der durch Infektionskrankheiten hervorgerufenen Todesfélle an der gesamten
Anzahl an Todesféllen (WHO, 2004).

Die Geschichte der Infektionskrankheiten ist dabei so alt wie die Menschheit selbst. Hinweise auf
Infektionskrankheiten finden sich unter anderem bei den biblischen Plagen in Agypten, dem
beginnenden Untergang des ,goldenen griechischen Zeitalters® und dem Untergang des
Aztekenreiches nach der Entdeckung der ,Neuen Welt“ durch Christoph Kolumbus (MORENS et
al., 2004). Nachdem man den Infektionskrankheiten jahrhundertelang nahezu hilflos
gegeniberstand, begannen groBe Fortschritte auf dem Gebiet der Mikrobiologie zu Beginn des
20. Jahrhunderts die Infektionskrankheiten zurlickzudrédngen. Durch weitere Entdeckungen wie
dem Penicillin und verschiedenen Impfstoffen war man Mitte des 20. Jahrhunderts der
Auffassung, dass der Kampf gegen die Infektionskrankheiten gewonnen sei (FAUCI, 2001).
Skeptiker teilten diese Ansicht jedoch nicht und warnten zu Beginn der 80iger Jahre des 20.
Jahrhunderts, dass die Anpassungsfahigkeit und der Evolutionsdruck von Mikroorganismen zu
einem erneuten Aufflammen von Infektionskrankheiten flihren wirde (GELL, 1983). Die
Bestéatigung dieser Theorie war zu diesem Zeitpunkt schon in der Ausbreitung. Die durch das HI-
Virus verursachte AIDS-Krankheit breitete sich rasend schnell Uber den Erdball aus und wurde zu
einer der schlimmsten Pandemien der Geschichte. Bis heute ist es nicht gelungen HIV zu
besiegen und AIDS steht in der Liste der Infektionskrankheiten, welche die meisten Todesfélle
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verursachen immer noch an 2. Stelle (Abb.2). Neben AIDS sind aber auch weitere
Infektionskrankheiten neu oder wieder verstarkt aufgetreten. Dabei ist das Auftreten dieser
Krankheiten nicht auf die Entwicklungslander beschrankt (Abb.3), diese leiden aber dennoch am
stérksten unter den Folgen dieser Krankheiten.

Abbildung 3: Dargestellt sind neu auftretende (rot) und wieder auftretende (blau)
Infektionskrankheiten. Abbildung aus (MORENS et al., 2004) in Nature.

Die Ubertragung von Infektionskrankheiten erfolgt auf verschiedenen Wegen. Sie kénnen z.B.
direkt von Mensch zu Mensch, Uber die Luft oder durch Lebensmittel (insbesondere Trinkwasser)
Ubertragen werden. Bei der Ubertragung von Infektionskrankheiten durch Tiere wird von einer
sogenannten vektorassoziierten Ubertragung gesprochen, auf die im Kapitel 2.2. eingegangen
wird. Die in dieser Arbeit vorgestellten Forschungen dienen der Unterbrechung des
Ubertragungsweges von Arthropoden auf den Menschen, weshalb die fiir diese Forschungsarbeit
wichtigsten Arthropoden Ubertragenen Infektionskrankheiten im Folgenden kurz vorgestellt
werden und deren Chemotherapie beschrieben wird.

2.1.1.Malaria

Die Malaria ist die am haufigsten auftretende durch Arthropoden Ubertragene Tropenkrankheit
weltweit und eine der bedeutsamsten Infektionskrankheiten tUberhaupt (WHO, 2004). Der Name
der Malaria, an der wahrscheinlich auch Alexander der GroBe starb, leitet sich vermutlich aus dem
italienischen ,mala aria“ (schlechte Luft) ab (HEMPELMANN et al., 2009) und wurde durch die
Romer gepragt, die glaubten, dass die verpestete Luft in den Sumpfgebieten die Krankheit
hervorrufen wiirde (PAGANOTTI et al., 2004). Eben diese Rémer importierten die Malaria vermutlich
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auch nach Europa und Germanien, so dass die Malaria bis zu Beginn der 50er Jahre des 20.
Jahrhunderts auch in Deutschland endemisch war (FRIMMEL et al., 2009).

Malaria wird durch Protozoen hervorgerufen, die durch weibliche Stechmiicken der Gattung
Anopheles, deren Vorkommen in Abbildung 4 dargestellt wird, lUbertragen werden. Prototzoen
sind einzellige Lebewesen, die sich oftmals durch parasitdres Wachstum in verschiedenen Wirten
auszeichnen (MUTSCHLER, 2008). Im Falle der Malaria handelt es sich um die Sporozoen
Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium ovale Plasmodium malariae und
Plasmodium knowlesi (COX-SINGH et al., 2008). Die prinzipiellen Symptome der Malaria bestehen
aus regelmaBigen oder unregelmaBigen Fieberschiiben, Schittelfost und Anamie (STICH, 2009).
Bei schweren Féallen kann es zu einer metabolischen Azidose kommen, die Uber ein
Multiorganversagen letztendlich zum Tod flihren kann. Da die Malaria durch verschiedene
Plasmodien ausgeldst wird, unterscheidet sich das Krankheitsbild und der Verlauf in Abhangigkeit
von dem ausldsenden Erreger (s. Tabelle 1).
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Abbildung 4: Vorkommen verschiedener Stechmiicken der Gattung Anopheles (KiszEwskI et al., 2004)

Grundsatzlich unterscheidet man bei der Malaria zwischen den 3 verschiedenen Formen tertiana,
quartana und tropica (Tabelle 1), von denen die Malaria tropica die weiteste Verbreitung und die
hdchste Letalitdt aufweist (MUTSCHLER, 2008). Wie bereits beschrieben, ist der Wirtswechsel der
Plasmodien fir ihre Entwicklung unerléasslich. Dabei erfolgt die geschlechtliche Vermehrung der
Parasiten in der Mulcke (Sporogonie) und die ungeschlechtliche Vermehrung im Menschen
(Schizogonie).
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Tabelle 1: Darstellung der unterschiedlichen Symptomatik der Malaria in Abhdngigkeit von dem
auslésenden Erreger

Malaria Erreger Symptome
tertiana P.vivax, P.ovale regelméBige Fieberschibe im Abstand von 48
Stunden
quartana P.malariae regelméBige Fieberschibe im Abstand von 72
Stunden
tropica P.falciparum, P. knowlesi  unregelméBige Fieberschiibe

Fur das Uberleben der Plasmodien sind also beide Wirte unerldsslich und der Mensch ist nicht,
wie bei einigen anderen Erkrankungen, ein ,Fehlwirt“. Der Kreislauf des Erregers (Abb.5) beginnt
mit dem Stich einer Anophelesmiicke, die mit dem Parasiten infiziert ist. Dabei wird der Erreger
Uber das Speichelsekret der Anophelesmicke wahrend des Stechaktes aktiv Ubertragen (FAULDE
and HOFFMANN, 2001) und die Sporozoiten gelangen in die Blutbahn des Menschen. Von dort aus
fahrt der Weg Uber die

Abbildung 5: Temperaturverlauf bei Infektionen mit unterschiedlichen Malariaerregern (Quelle:
www.infektionsbiologie.ch)

Blutbahn in die Leber, wo der Sporozoit im sogenannten praerythrozytdren Stadium zum
Gewebeschizonten heranreift. Das Heranreifen der Gewebeschizonten dauert bei P.falciparum
etwa 5-7 und bei den anderen Arten 6-18 Tage. Dabei werden in den Schizonten Merozoiten
gebildet, die bei der Ruptur der Leberparenchymzelle in die Blutbahn gelangen und sich an die
Membran der Erythrozyten heften. Die Anzahl der gebildeten Merozoiten ist bei P.falciparum am
groBten, was die Schwere der Malaria tropica erklart. Eine Besonderheit bei P.vivax und P.ovale
ist die Bildung von Ruhestadien (Hypnozoiten), die sich erst nach Monaten oder Jahren zu
Gewebeschizonten entwickeln und so zu den fir die Malaria tertiana typischen Rezidiven fiihren.
In den Erythrozyten entwickeln sich die Merozoiten Uber das Zwischenstadium der Trophozoiten
zum reifen erythrozytédren Schizonten (Blutschizont). Am Ende dieser erythrozytdren Phase
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werden beim Zerfall des Erythrozyten wieder Merozoiten freigesetzt und der Zyklus beginnt von
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Abbildung 6: Lebenszyklus des Malariaerregers P. falciparum (HOLZGRABE, 2009)

Die Freisetzung der Merozoiten aus den Erythrozyten fihrt zu den charakteristischen
Fieberanfallen. W&hrend der erythrozytdren Phase differenzieren sich einige Merozoiten zu
geschlechtlichen Formen. Diese ménnlichen und weiblichen Gametozyten kdnnen sich allerdings
nur in der Micke zu den adulten Gameten entwickeln, so dass eine Infektion der Micke durch
den Menschen notwendig ist. In der Miicke entwickelt sich nach Kopulation der Gameten aus der
Zygote ein Ookinet, der die Magenwand durchbricht, sich einkapselt und damit zur Oozyste wird.
Diese bildet wiederum die Sporozoiten, die mit dem Speichel erneut auf den Menschen
Ubertragen werden kdénnen.

FUr die medikamentése Therapie der Malaria stehen verschiedene Wirkstoffe, die gegen
unterschiedliche Stadien der Plasmodien wirksam sind, zur Verfligung (Tabelle 2). Einen Wirkstoff,
der gegen alle Entwicklungsstadien wirksam ist, gibt es bisher nicht. Grundsatzlich ist bei einer
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rasch einsetzenden adaquaten Therapie eine Heilung der Malaria in nahezu allen Fallen méglich
(MUTSCHLER, 2008). Das gr6Bte Problem bei der Therapie und Prophylaxe der Malaria stellen
Resistenzentwicklungen dar. So sind beispielsweise viele Stdmme von Plasmodium falciparum in
Sludostasien gegen Chloroquin resistent. Da die Arzneistoffe gegen Malaria nur auf bestimmte
Formen des Erregers wirken, kdnnen die Wirkstoffe nach ihrer Hauptwirkung eingeteilt werden
(Einteilung nach (MUTSCHLER, 2008)):
* Gewebeschizontozide, welche die Entwicklung der préerythrozytdren Gewebeschizonten
hemmen.
* Hypnozoitozide, welche die Ruheformen der Plasmodien in der Leber abtéten und somit
eine Rezidiv-verhindernde Wirkung haben.
* Blutschizontozide, die durch das Unterdriicken der Vermehrung der Plasmodien in den
Erythrozyten wirken und sowohl zur Therapie als auch zur Prophylaxe eingesetzt werden.
* Gametozide, die auf die geschlechtlichen Formen der Plasmodien wirken und den
Infektionsweg vom Menschen auf den Vektor unterbinden.

Tabelle 2: Auflistung der verfligbaren Malariamittel mit Hauptangriffsziel und den am haufigsten
auftretenden unerwiinschten Wirkungen.

Wirkstoff Handelsname Hauptwirkung Unerwiinschte Wirkungen

Chinin Chininum Blutschizontozid gastrointestinale Beschwerden,
hydrochloricum neurotoxische Reaktionen,
Merck dura, Herzrhythmusstérungen,
Limptar N Blutdruckabfall, allergische

Reaktionen

Chloroquin Resochin, Blutschizontozid Magen- und Darmbeschwerden,

Weimerquin Kopfschmerzen, zentralnervése

Stérungen, Hautreaktionen

Mefloquin Lariam Blutschizontozid zentralnervése Stérungen
Primaquin A-PQ (NL") Hypnozoitozid Appetitlosigkeit, Brechreiz,
Methdmoglobinbildung
Lumefantrin Riamet? Blutschizontozid Kopfschmerzen, gastrointestinale
Artemether Blutschizontozid Beschwerden, QT-Zeit-

Verlangerung (Lumefantrin)

Proguanil Paludrine Gewebeschizontozid | gastrointestinale Beschwerden

Atvaquon Wellvone Blutschizontozid gastrointestinale Beschwerden,
Kopfschmerzen

Doxycyclin Diverse Praparate Blutschizontozid irreversible Veranderungen der

Zahne, Photosensibilisierungen,
gastrointestinale Beschwerden,

allergische Reaktionen

R Zulassung in den Niederlanden 2 im Handel nur als fixe Kombination verfligbar
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Je nach Malariatyp und Resistenzlage ist die Art der Medikation zu wéhlen. Als ,First-Line-
Therapie“ werden Blutschizontozide gegeben, um die am starksten belastenden Symptome zu
bessern. Bei den Malariatypen ohne Rezidivgefahr ist mit diesen MaBnahmen auch eine Heilung
der Krankheit zu erreichen. Bei Erkrankungen mit Plasmodien die Ruhestadien bilden, missen im
Anschluss an die Initialtherapie die Hypnozoiten durch die Gabe von Primaquin eliminiert werden,
um das Auftreten von Rezidiven zu verhindern. Die medikamentdse Prophylaxe der Malaria wird
durch die Gabe von Blutschizontoziden erreicht, welche die klinischen Symptome einer Infektion
verhindern, jedoch im Fall einer Malaria tertiana nicht vor Rezidiven schitzen. Darliberhinaus ist
diese Prophylaxe nur Uber einen kurzen Zeitraum maoglich und somit fir die in Endemiegebieten
lebende Bevdlkerung nicht zielfUhrend. Hier bietet der ganzheitliche Ansatz eines integrierten
Vektorenmanagements, das unter 2.4. beschrieben wird, einen L6sungsweg.

Obwohl die Malaria mit den zur Verfliigung stehenden Wirkstoffen therapiert werden kann, ist die
Gesamtkonstellation flr einen Erfolg gegen die Malaria unginstig (STICH, 2009). Dies gilt
insbesondere flr die arme Bevdélkerung in den tropischen Landern, deren Zugang zu einer
adaquaten medizinischen Versorgung in den meisten Fallen nicht gewéhrleistet ist. Eine
Verbesserung der Lebensbedingungen ist bei Betrachtung der aktuellen politischen und
wirtschaftlichen Lage in den am starksten betroffenen Gebieten zur Zeit nicht absehbar. Vielmehr
besteht die Gefahr, dass im Rahmen einer globalen Erwadrmung die Lebensbedingungen fiir die
Vektoren besser werden und dies zu einem noch héheren Infektionsdruck fihrt (FRIMMEL et al.,
2009)

2.1.2.Gelbfieber

Im Gegensatz zu der durch Protozoen hervorgerufenen Malaria, ist das Gelbfieber eine durch
Viren ausgeldste Erkrankung. Das Gelbfieber-Virus gehdrt taxonomisch zum Genus Flavivirus aus
der Familie der Flaviviridae. Eine Einteilung der WHO fasst durch GliederfiBer tbertragene Viren
unter dem Begriff Arboviren (arthropod-borne) zusammen.

Gelbfieber ist als Krankheit schon seit Jahrhunderten bekannt und verhinderte sogar Gber lange
Zeit den Bau des Panamakanals, bis man nach Aufkldrung des Ubertragungsweges und
konsequenter Bekdmpfung der Stechmiicken den Bau des Kanals zu Ende bringen konnte
(PREISER, 2010).

Das Auftreten von Gelbfieber beschrankt sich bislang auf die tropischen Gebiete Mittel- und
Sldamerikas sowie Afrikas. Die Anzahl der jahrlichen Erkrankungen in den Endemiegebieten
belduft sich auf etwa 200.000 Falle, von denen ca. 30.000 letal enden (RKI, 2001). Urspriingliche
Wirte des Gelbfieber-Virus sind Primaten und Stechmiicken der Gattungen Aedes und
Haemagogus, die sich wechselseitig infizieren. In diesem sylvatischen Zyklus (Busch- oder
Dschungelgelbfieber) ist der Mensch als Wirt eigentlich nicht vorgesehen und infiziert sich nur,
wenn er in den Kreislauf aus Primat und Vektor eindringt. Durch die Verschleppung von Viren in
urbane Gegenden kann sich ein Infektionskreislauf (urbaner Zyklus) zwischen Menschen und
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Stechmiicken der Art Aedes aegypti bilden, die in kleinen Wasseransammlungen wie Pflitzen oder
in alten Autoreifen ideale Brutbedingungen

finden (FRIMMEL et al., 2009), was in

empfanglichen Populationen zu schweren

Epidemien fiihren kann. Eine weitere

Variante stellt der intermediare Zyklus dar,

der als Mischform der beiden vorher

genannten Zyklen angesehen werden kann

und durch ein enges Zusammenleben der

verschiedenen Wirte und der Vektoren

entsteht. Eine Unterbrechung des

Kreislaufs wird dadurch erschwert und die

Verbreitung der Krankheit erleichtert. Abblidung 7: Aedes aegypt! (CDC, 2011)
Der Verlauf der Krankheit ist nach einer kurzen Inkubationszeit von 6-8 Tagen sehr
unterschiedlich. Ein Teil der Infizierten zeigt asymptomatische oder milde Verldufe, jedoch kommt
es haufig zu schweren Erkrankungen, die zunidchst mit einer akuten Phase und damit
verbundenem hohem Fieber, Schiittelfrost, Kopf- und Gliederschmerzen sowie Erbrechen
beginnen. Bei etwa 85 % der Erkrankten heilt die Krankheit danach aus, doch bei etwa 15 %
kommt es nach einem kurzen Rlckgang der klinischen Symptome zu einem wiederholten
Fieberanstieg und zum Beginn der sogenannten toxischen Phase (RKI, 2001). Neben dem
erneuten Fieberanstieg bei fallendem Puls kommt es zu kaffeesatzartigem Bluterbrechen, blutigen
Durchféllen, Blutungen aus verschiedenen Kdrperdffnungen und Blutungen in Organe sowie der
Haut. Unter Beteiligung der Leber kommt es zum Ikterus (namensgebend fir die Familie der
Flaviviridae (FRIMMEL et al., 2009)), gestérter Nierenfunktion und teilweise zu zentralnervésen
Stérungen. Die Letalitat bei den Betroffenen, die in die toxischen Phase gelangen, liegt bei etwa
50 %; die Gesamtletalitat belduft sich auf etwa 10-20 % (CDC, 2011).

Gegen die Gelbfiebererkrankung gibt es keine spezifische Therapie; die Behandlung kann
demnach nur symptomatisch erfolgen. Allerdings verschafft eine Uberstandene
Gelbfiebererkrankung lebenslange Immunitat und zur Prophylaxe steht ein sicherer und gut
vertraglicher Lebendimpfstoff zur Verfligung, der bei einmaliger Gabe nach 7-10 Tagen einen
mindestens 10jahrigen Impfschutz garantiert (RKI, 2001). Trotz dieser Impfmdglichkeit riickt die
Gelbfiebererkrankung immer wieder in den Mittelpunkt, da eine mangelnde Durchimpfungsrate in

den endemischen Gebieten immer wieder zu Epidemien fihrt.

2.1.3.Dengue-Fieber

Vorgestellt wird mit Dengue-Fieber eine weitere, Uberwiegend durch Aedes aegypti Ubertragene,
Arthropoden Ubertragene Viruserkrankung. Beim Dengue-Fieber handelt es dabei um die weltweit
bedeutendste Erkrankung dieser Art, deren Inzidenz insbesondere in den letzten Jahrzehnten
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stark angestiegen ist. Zur Zeit erkranken jahrlich etwa 50 Millionen Menschen, von denen circa
500.000 stationdr aufgenommen werden muissen (PREISER, 2010) und mindestens 21.000 sterben
(GIBBONS, 2010). Weltweit wird die Anzahl der durch Dengue-Fieber bedrohten Menschen auf 2,5
Milliarden geschétzt, von denen ungefdhr 975 Millionen in urbanen Gebieten leben (GUzZMAN et al.,
2010).
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Abbildung 8 Lander und Gebiete die von Dengue-Fieber bedroht sind. Die Linien markieren das
maogliche Ausbreitungsgebiet von Aedes aegypti (FRIMMEL et al., 2009).

Die Zahl der von Dengue-Fieber bedrohten Menschen dirfte in den kommenden Jahren weiter
steigen, insbesondere wenn man das Ausbreitungspotential des Hauptvektors Aedes aegypti
betrachtet (Abb.8), dem eine zunehmende Urbanisierung entgegenkommen dirfte. Darlber
hinaus kdnnte die globale Klimaerw&rmung einen zusétzlichen Vorteil fir diesen zur Zeit noch
Uberwiegend tropischen Vektor darstellen.

Ausléser der eigentlichen Krankheit ist wie beim Gelbfieber auch ein Virus aus der Familie der
Flaviviridae. Bislang sind von diesem Denguevirus vier Serotypen bekannt (DEN-1 bis DEN-4)
(WILDER-SMITH et al., 2010), die alle als humanpathogen gelten. Die Krankheit selbst kann
unterschiedliche Verlaufe nehmen. Man unterscheidet das sogenannte Dengue-Fieber (DF) und
das Dengue-Hamorrhagische-Fieber (DHF), wobei das DHF durch die deutlich schwereren
Verlaufe gekennzeichnet ist. Beim DF beginnt nach einer Inkubationszeit von 4-5 Tagen der
symptomatische Verlauf der Erkrankung, der durch Fieber, Allgemeinsymptome und typischen
schweren Schmerzen (Muskeln, Gelenke) gekennzeichnet ist (GIBBONS, 2010) und innerhalb
einiger Tage ausheilt. Das DHF weist einen &hnlichen Verlauf auf, kennzeichnet sich aber
zusétzlich durch Blutungen, Thrombozytopenie und eine erhéhte Permeabilitédt der BlutgefaBe, die
in den meisten Fallen einen Krankenhausaufenthalt erforderlich machen. Besondere Gefahr geht
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hierbei von der erhéhten Permeabilitdt der BlutgefaBe aus, die zu einem hypovolamischen Schock
und damit verbundenen schweren Komplikationen fihren kénnen. Unbehandelt fiihrt das DHF in
etwa 50 % der Félle zum Tod. Diese Zahl kann aber durch eine gute symptomatische Therapie
auf unter 1 % gesenkt werden.

Ahnlich wie beim Gelbfieber gibt es zur Behandlung des Dengue —Fiebers bislang keine kausale
Therapie. Auch ein Impfstoff steht bislang noch nicht zur Verfiigung. Allerdings befindet sich eine
tetravalente Vakzine in der 3. Phase der klinischen Priifung und kénnte in den nachsten Jahren als
Impfstoff gegen Gelbfieber und Dengue-Fieber zugelassen werden (WILDER-SMITH et al., 2010).

2.1.4.Leishmaniose

Leishmaniosen werden durch begeiBelte Protozoen der Gattung Leishmania hervorgerufen, von
denen 30 Arten Saugetiere infizieren und davon 21 den Menschen (CDC, 2010). Ubertrager dieser
Einzeller sind Sandmdicken (engl. ,sand flies*) der Gattungen Lutzomyia (Mittel- und Stiidamerika)
und Phlebotomus (Mittelmeerraum, Naher Osten, Indien Afrika), die jahrlich bis zu 2 Millionen
Erkrankungen verursachen (HEMMER et al.,
2007). Bei den Leishmaniosen sind drei
Formen bekannt, deren Auftreten gréBtenteils
einzelnen Endemiegebieten zugeordnet
werden kann. Die kutane Leishmaniose, die
auch in den Einsatzgebieten deutscher
Soldaten in Afghanistan endemisch st
(FAULDE et al., 2006), betrifft ausschlieBlich die
Haut und beginnt h&ufig erst nach mehreren
Wochen mit einer Rétung an der
Einstichstelle, die sich zu einem meist Abbildung 9: ty?_i:i(;:?nsaﬁiifszir(lglr;g:t:(;ﬁr;
schmerzlosen, flachen Ulkus entwickelt. Diese
Ulzeration kann solitdr bleiben, es kommen auch multiple Ulzera mit einer diffusen Ausbreitung
vor. Die Ausheilung der kutanen Leishmaniose erfolgt nach mehreren Monaten unter
Narbenbildung, wobei eine sachgerechte Therapie das AusmaB der Narbenbildung reduzieren
kann. Die mukokutane Form der Leishmaniose beginnt auch mit einem Ulkus, setzt sich aber
dann meistens mit einem Befall der Schleimhdute des Nasenrachenraumes fort, wobei auch
Mundhéhle, Rachen und Kehlkopf befallen sein kénnen. Die Dritte und schwerwiegendste Form
ist die viszerale Leishmaniose (Kala-Azar). Sie geht meistens mit Bauchschmerzen,
Appetitlosigkeit, Durchféllen, Schwéchegefiihl und Fieberepisoden einher und kann bei schweren
Verlaufen insbesondere in Kombination mit opportunistischen Infektionen tédlich sein. Die
Therapie gestaltet sich schwierig, da je nach Komplexitdt und Spezies unterschiedliche
Therapieansétze verfolgt werden sollten (BOECKEN et al., 2009). Zum Einsatz in der

medikamentdsen Therapie kommen unter anderem flinfwertige Antimonverbindungen,

14



Allgemeiner Teil

Azolantimykotika (z.B. Ketoconazol), Miltefosin und Amphotericin B sowohl lokal als auch
systemisch (BOECKEN et al., 2009). Die Standardtherapie gemaB den Leitlinien der WHO (WHO,
1990) sind die Antimonverbindungen, die aber auf Grund ihrer Toxizitat insbesondere bei
systemischer Anwendung schwerwiegende Nebenwirkungen hervorrufen kénnen (BOECKEN et al.,
2009; SCHURIGT and MoOLL, 2009).

Zu Beginn des Einsatzes der Bundeswehr kam es im Norden Afghanistans zu einer Vielzahl an
Infektionen mit Leishmaniose (FAULDE et al., 2008). Um diese zu verhindern, wurden beim Bau des
deutschen Feldlagers in Mazar-e-Sharif umfangreiche PraventionsmaBnahmen ergriffen, die den
Schutz der deutschen Soldaten gewahrleisten sollten (FAULDE et al., 2009). Durch ein
ganzheitliches Konzept beginnend mit der weitestgehenden Vertreibung des groBen Gerbils, als
Wirtstier der Sandmiicke, Uber den Bau von mechanischen Hindernissen (Mauern die von den
Micken nicht Uberflogen werden kdnnen) bis hin zur persénlichen Ausriistung des Soldaten
(imprégnierte Uniformen, Hautrepellentien) wurde das Infektionsrisiko fir die deutschen Soldaten
im Feldlager auf ein Minimum reduziert (FAULDE et al., 2009).

2.1.5.Lyme-Borreliose

Benannt nach dem Ort Lyme in Connecticut, wo die Krankheit zum ersten Mal beschrieben wurde
und dem verursachenden Bakterium aus dem Genus Borrelia, ist die Lyme-Borreliose die
h&aufigste durch Zecken Ubertragene Erkrankung in Europa. Geschéatzt werden pro Jahr etwa
60.000 Falle, die Uberwiegend im zentralen und dstlichen Europa auftreten (O'CONNELL et al.,
1998). Genaue Fallzahlen fiir Deutschland sind nicht bekannt, da es keine generelle Meldepflicht
nach Infektionsschutzgesetz gibt, sondern nur eine Meldepflicht in 9 Bundeslandern (Baden-
Wirttemberg, Berlin, Brandenburg, Mecklenburg-Vorpommern, Rheinland-Pfalz, Saarland,
Sachsen-Anhalt, Sachsen, Thiringen) auf der Basis von Landesverordnungen (RKI, 1999, akt.
2010). Die aus dieser Meldepflicht gewonnenen Daten zeigen eine mittlere Inzidenz von 37,7
Fallen pro 100.000 Einwohnern in den 6 Bundeslandern im Jahr 2006, die Vergleich zum Jahr
2002 um 110 % (17,8 Falle pro 100.000 Einwohner) gestiegen ist (FULOP and POGGENSEE, 2008),
was zu der Annahme fllhren muss, dass die Bedeutung der Lyme-Borreliose in Deutschland
weiter zunehmen wird. Ubertragen wird die Lyme-Borreliose hauptsichlich durch Ixodes ricinus
(FAULDE and HOFFMANN, 2001), von denen 5-35 % mit Borrelien infiziert sind. Die
Wahrscheinlichkeit einer Infektion nach einem Zeckenstich liegt bei 1,5-6 % und die
Wahrscheinlichkeit einer manifesten Erkrankung bei 0,3-1,4 % (RKI, 1999, akt. 2010). Auch wenn
bislang nur in 9 Bundeslandern eine Meldepflicht existiert, ist von einer Infektionsgefahrdung in
allen Teilen Deutschlands auszugehen.

Mit einem Auftreten von Symptomen ist Ublicherweise innerhalb von Tagen bis Wochen nach
einer Infektion mit Borrelien zu rechnen. Die Erkrankung zeichnet sich durch 3 Stadien aus, die
einzeln aber auch in Kombination vorkommen k&nnen, wobei die klinischen Symptome

ausgesprochen vielféltig sind, da es sich bei der Lyme-Borreliose um eine Multisystemerkrankung
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handelt. In den meisten Fallen charakteristisch flir die Borrelieninfektion ist das Auftreten einer
scharf abgegrenzten, sich zentrifugal ausbreitenden Rdtung an der Stelle des Zeckenstiches
(Erythema migrans), die von unspezifischen Allgemeinsymptomen begleitet werden kann. Bei
weiter fortschreitender Erkrankung, kommt es dann zu Organbeteiligungen, die das zentrale
Nervensystem oder auch das Herz betreffen kénnen. Nach Monaten bis Jahren ist zudem das
Auftreten von chronischen Arthritiden méglich.

Die Therapie der Borreliose sollte so friih wie moglich beginnen, allerdings wird eine
prophylaktische Gabe von Antibiotika nicht empfohlen (RKI, 1999, akt. 2010). Antibiotika sind aber
bei der Therapie das Mittel der Wahl. Als geeignet hat sich hierbei die Gabe von Tetracyclinen
erwiesen, mit denen eine Heilung innerhalb von 4 Wochen méglich ist. Ublich in der Therapie ist
die Verwendung von Doxycyclin, das auf Grund seiner Nebenwirkungen bei Kindern und
Schwangeren kontraindiziert ist und durch Amoxicillin oder Cefuroxim substituiert wird. Bei
fortgeschrittenen Krankheitsbildern werden vorwiegend Cephalosporine der 3.Generation (z.B.
Ceftriaxon) eingesetzt. Borreliose ist nicht vom Menschen auf den Menschen Ubertragbar, so
dass eigene SchutzmaBnahmen im Umgang mit infizierten Personen nicht notwendig sind. Da
eine Impfprophylaxe zur Zeit nicht zur Verfliigung steht und auf Grund der Heterogenitdt der
Borrelienstdmme schwer zu entwickeln ist, kommt den Praventiv- und BekdmpfungsmaBnahmen
eine groBe Bedeutung zu (RKI, 1999, akt. 2010). So sollte zum Beispiel nach einem Aufenthalt in
Gebieten mit Zecken der gesamte Korper sorgfaltig nach Zecken abgesucht und diese bei
Anwesenheit umgehend entfernt werden, da die Infektionsgefahr mit der Dauer des Saugaktes
deutlich steigt (BERNHARD-NOCHT-INSTITUT, 2009).

2.1.6.Frihsommer-Meningoenzephalitis (FSME)

Ebenso wie die Borreliose wird die FSME von Zecken der Art Ixodes ricinus Ubertragen.
Verursacher der Krankheit ist in diesem Fall ein Virus, das wie auch das Gelbfieber- und
Denguevirus der Familie der Flaviviridae angehért. FSME tragende Zecken (in Deutschland ca.
0,1-5 % der Zecken (RKI, 1999, akt. 2011)) kommen in vielen europdischen Landern vor und auch
Deutschland gehért zu den Gebieten, in denen das Virus endemisch ist. Die Endemiegebiete sind
allerdings nicht wie bei der Borreliose Uber ganz Deutschland verbreitet, sondern sind zur Zeit
noch Uberwiegend auf die sidlichen Bundesldnder (Bayern, Baden-Wiuirttemberg, Hessen,
Rheinland-Pfalz, Thiiringen) beschrankt. Gemeldet wurden im Jahr 2010 insgesamt 260 FSME-
Erkrankungen, welche die Referenzdefinitionen des RKI erflllten (RKI, 2011), womit die FSME
eher zu den selten auftretenden Viruserkrankungen in Deutschland (maximale Fallzahl circa 500 in
2006, sonst 200-400 pro Jahr) gehort (RKI, 2011).

Die klinischen Symptome einer FSME sind zunachst grippeéhnlich, d.h. Fieber, Kopfschmerzen,
Schwindel und Erbrechen. Bei etwa 90 % der Erkrankten ist danach die Erkrankung ausgeheilt
und nur bei etwa 10 % tritt nach einer fieberfreien Zeit die Meningoenzephalitis auf, die von der
Gefahr dauerhafter neurologischer Ausfalle begleitet ist und bei etwa 1 % der Erkrankten zum

16



Allgemeiner Teil

Tode fuhrt. Die Therapie der Erkrankung erfolgt wie bei vielen viralen Infektionskrankheiten
ausschlieBlich symptomatisch, da keine antivirale Therapie zur Verfligung steht. Allerdings ist eine
aktive Immunisierung gegen das Virus in Form einer Impfung verfiigbar, die von der Standigen
Impfkommission fir Personen, die sich in Endemiegebieten aufhalten und gegenlber Zecken
exponiert sind , empfohlen wird (RKI, 2011). Diese Empfehlung gilt ebenfalls fiir deutsche
Soldaten auf dem Balkan, da die FSME auch dort endemisch ist. Obwohl die FSME auf Grund
ihrer geringen Fallzahl und des rdumlich begrenzten Vorkommens nicht von herausragender
Bedeutung zu sein scheint, sollte das Risiko nicht unterbewertet werden. Verschiedene Faktoren,
wie die Durchseuchungsrate der Zecken oder eine Erh6hung der Zeckenpopulationen kénnen
leicht zu einer deutlichen Ausbreitung der Erkrankung flhren.

2.2. Vektoren

Wie bereits erwahnt wird eine Vielzahl von Infektionskrankheiten durch sogenannte Vektoren
Ubertragen. Dieser Abschnitt beschéaftigt sich mit der Definition dieses Begriffes und stellt die
Vektoren vor, die im Rahmen dieser Arbeit besondere Bedeutung aufweisen.

STAMM
(Gliederfiisser)

ZW I S C h e n grup p e T;:L?;:::::;:;a Chelicerata Mandibulata
i I_I_I
| | |
Merostomata A_rachni_da Pentopoda Tracheata Crustacea
n erS amm (Spinnentiere)
Kl asse Spinnen Milben Skorpione Insecta Myriapoda

Abbildung 10: Taxonomie der Gliederfiisser nach (REMANE et al., 1976; STORCH et al., 2002)

Historisch gesehen bezeichnet der Begriff Vektor eigentlich den tierischen Ubertrager einer
Krankheit auf den Menschen. Da der GroBteil der Ubertragenen Krankheiten durch Arthropoden
Ubertragen wird, wird die Verwendung des Begriffs Vektor Ubertragene Krankheit hdufig mit
Arthropoden Ubertragene Krankheit gleichgesetzt. Bei den im Rahmen dieser Arbeit
nennenswerten Vektoren handelt es sich ausschlieBlich um Arthropoden, die ihre
Krankheitserreger aktiv auf den Menschen Ubertragen. Aus diesem Grund wird den Verschleppern
von Krankheitserregern wie Nagetieren (passive Vektoren) und Zwischenwirten von Parasiten

keine weitere Beachtung geschenkt.
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Arthropoden (Gliederfisser) sind der wahrscheinlich erfolgreichste Stamm des Tierreiches mit
einer Vielzahl an Vertretern, wie z.B. den Spinnen und Insekten. Etwa drei viertel der lebenden
Tiere gehéren zum Stamm der GliederfiiBer, deren urspriingliche Charakteristika segmentierte
Koérper mit einem Par GliedmaBen (Beine, Mundwerkzeuge, Antennen) pro Kérpersegment und
ein sklerotisierter Kérper waren (UCMP.BERKELEY, 2011).

Dieser Grundaufbau ist bis heute nur teilweise erhalten geblieben, da bei diversen Spezies Glieder
miteinander verschmolzen sind und den Eindruck eines anderen Aufbaus vermitteln. Einen
Uberblick lber die Taxonomie der Arthropoden ist Abb. 10 zu entnehmen. Auch wenn nur ein
Bruchteil des Stammes der Arthropoden als Vektor fir Infektionskrankheiten dient, so sind doch
fast alle relevanten vektorassoziierten Erkrankungen dem Stamm der Arthropoden zuzuordnen
(FAULDE and HOFFMANN, 2001). Die Bedeutung dieser Erkrankungen fir die Menschheit ist enorm,
was bei Betrachtung der in Kapitel 2.1. vorgestellten Infektionskrankheiten deutlich wird. Alle
Vektoren der dargestellten Krankheiten gehéren zu den hdmophagen tierischen Ektoparasiten und
sind als primar parasitdr anzusehen. Nach (FAULDE and HOFFMANN, 2001) unterscheiden sich die
primar parasitierenden Arthropoden noch danach, welche parasitdre Form zugrunde liegt (Abb.
11).

permanent z.B.
oder langere Kratzmilben
Zeit auf dem oder

Wirt Schildzecken
z.B.
relativ kurz am Stechfliegen,
Wirt befindlich Gnitzen,
Sandmiicken

z.B. Larven von
Goldfliegen

7.B.
Stechmiicken
(Culicidae)

Abbildung 11: Unterscheidungsmadglichkeiten parasitarer Arthropoden

Neben den primér parasitdren Vektoren treten auch sekundar parasitierende Vektoren auf, die
z.B. kleine Wunden von Insekten Milben oder Zecken befallen und auf diesem Wege haufig passiv
Krankheitserreger Ubertragen kénnen. Um die Infektionskette unterbrechen zu kdénnen, sind nach
(FAULDE and HOFFMANN, 2001) weitere ektoparasitdre bionomische Eigenschaften der Vektoren
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von groBer Bedeutung (Abb. 12). Unterschiede gibt es auch bei der Ubertragung der
Krankheitserreger vom Vektor auf den Menschen. So erfolgt die Erregeriibertragung bei Malaria,
Gelbfieber, Borreliose und FSME durch die Inokulation des Erregers Ulber das Speichelsekret des
Vektors wahrend des eigentlichen Stech- bzw. Bissaktes, wohingegen andere Vektoren, wie Fldhe
und Bremsen, im Gastrointestinaltrakt befindliche Erreger in erster Linie Uber physiologisch
notwendige Hilfs- und Verdauungsstoffe auf den Menschen (bertragen. Ein entscheidender
Erfolgsfaktor der Arthropoden ist ihre hervorragende Anpassungsféhigkeit an verschiedene
Lebensbedingungen, weshalb sie sowohl zu Land, als auch zu Wasser und in der Luft in groBer
Vielfalt anzutreffen sind. Diese Anpassungsféhigkeit fihrt haufig auch zu einer ausgeprégten
Spezialisierung, so dass z.B. viele Krankheiten nur von einer oder nur wenigen Spezies Ubertragen

werden kdnnen.

z.B. Feder- und
Haarlinge
(Mallophaga)

nur an Tieren
parasitierend

bevorzugt den

z.B. Kopf-,
oder am Kleider- und
Menschen .
.. Filzlaus
parasitierend
. z.B.
(aPCh) n Stechmiicken
Riaumen
der Gattung
blutsaugend
Culex
nur aufderhalb z.B.

von Raumen
blutsaugend

Kriebelmiicken
und Bremsen

am Tage

blutsaugend z.B. Bremsen

nachts oder in z.B. bestimmte

pagss ocer In Stechmiicken
g (Culicidae) und
blutsaugend Gnitzen

Abbildung 12: Wichtige Eigenschaften hiamophager Vektoren nach (FAULDE and HOFFMANN, 2001)

Auf Grund ihrer meist geringen KorpergréBe und einer nicht auf groBe Strecken ausgelegten
Mobilitat, treten zudem die meisten Spezies nur in mehr oder weniger groBen begrenzten
Gebieten auf, wodurch es bei vielen Krankheiten bei endemischen Erscheinungen bleiben sollte.

Hier spielt aber die Entwicklung der Menschheit eine zunehmend fatale Rolle. Im Rahmen einer
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expandierenden Globalisierung werden Waren und Personen in alle Winkel der Welt transportiert.
Waren friiher Transporte Uber tausende von Kilometern mit groBen Anstrengungen verbunden, so
geschieht dies heute in wenigen Stunden. Mit Menschen und Waren werden aber haufig auch
Krankheitserreger oder Vektoren transportiert und somit die Gefahr der Ausbreitung von
Krankheiten erhéht (RKI, 2009).

Die Untersuchungen an impragnierten Moskitonetzen erforderten zwingend das Studium des
Verhaltens und der toxikologischen Eigenschaften der Moskitonetze gegenlber
Arthropodenspezies. Durchgefihrt wurden diese Versuche Uberwiegend an der Stechmiicke
Aedes aegypti und teilweise auch an der Schildzecke Ixodes ricinus, die im Folgenden kurz

vorgestellt werden.
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2.2.1.Aedes aegypti (Stegomyia aegypti)

Die Stechmiicke Aedes aegypti, die seit 2004, mit EinfGhrung der Gattung Stegomyia, Stegomyia
aegypti heiBt (REINERT et al., 2004), gehért zur Familie der Culicidae (Stechmiicken) und dort in der
Unterfamilie Culicinae zum Tribus Aedes (Abb. 13). Der Ubersichtlichkeit halber wird im
Folgenden der Name Aedes aegypti weiter verwendet.

Klasse Insecta
| 1 1
Ordnung Gwalligler)  ordungen
| : |
Unterordnung rehe) (e
| I |
Familie Schmigen— Meire”
| I |
Unterfamilie Anophelinac Calicinge
|
Tribus Aedini
|
Gattung Stegomya
I
Art —

Abbildung 13: Sta!_mmbaum von Stegomyia aegypti (REINERT et al., 2004; REMANE et al., 1976; STORCH
et al., 2002). Der Ubersichtlichkeit halber vereinfacht dargestellt

Die adulte Micke ist klein bis mittelgroB (etwa 4-7 mm) und dunkelbraun bis schwarz gefarbt.
Auffallig sind die weien Streifen auf dem Thorax und den Beinen; der Stechriissel ist schwarz
(Abb. 14). Die Unterscheidung von mannlichen und weiblichen Miicken ist Uber ihre GréBe und
Behaarung mdoglich. Weibliche Individuen sind in der Regel gréBer und die Fihler sind weniger
buschig. Wie bei den meisten Mucken, ist nur das Weibchen blutsaugend, da es essentielle
Aminosduren aus dem Sé&ugetierblut fir die Produktion der Eier benétigt. Das M&nnchen ernahrt
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sich Uberwiegend von zuckerhaltigen pflanzlichen Séaften, um seinen Energiebedarf zu decken.
Auch das Weibchen kdénnte sich von diesen pflanzlichen Saften ernahren, allerdings ist die
Blutmahlzeit eine deutlich bessere Nahrungsquelle, so dass z.B.

Abbildung 14: WeiBe Markierung auf dem Thorax von Aedes aegypti (CDC, 2011)

die Anzahl der gelegten Eier mit der GréBe der Blutmahizeit korreliert (NELSON, 1986). Aedes
aegypti hat sich im Laufe der Zeit erstaunlich gut an den Menschen, der das bevorzugte Opfer ist,
und seinen Lebensraum angepasst. Je nach bevorzugtem Lebensraum kann man eine
domestische (urbane Gegenden), sylvane (Walder) und peridomestische (Farmen,
Kokosnussplantagen) Form unterscheiden, die global in allen tropischen und subtropischen
Gebieten vorkommen (UOF, 2011). Ein groBer Vorteil von Aedes aegypti ist die Tatsache, dass sie
nur kleinste Wasseransammlungen fir die Eiablage bendtigt und so gerade in urbanen Gegenden
(Autoreifen, Flaschen, Wassertonnen) hervorragend zurecht kommt. Ein weiterer Faktor ist die
weite Verteilung der Eier durch das weibliche Tier und die Tatsache, dass die Eier monatelang in
Trockenheit Uberleben kénnen. Diese geringe Empfindlichkeit, die kurze Entwicklungsphase von
etwa 10 Tagen bei guten Bedingungen und die Bereitschaft zu jeder Tageszeit sehr aggressiv den
Menschen zu stechen, machten die Miicke zum idealen Versuchstier fir die durchgefihrten
Untersuchungen. Die Entwicklung der Micke erfolgt in vier Stadien (Abb. 15). Nach der Ablage
entwickelt sich das Ei innerhalb von etwa 2 Tagen zur Larve. Diese Entwicklung ist
temperaturabhéangig und kann bei kalteren Temperaturbedingungen bis zu einer Woche dauern.
Das Larvenstadium, dass wiederum je nach Temperatur zwischen 4 Tagen aber auch bei
schlechten Bedingungen bis zu mehreren Monaten dauern kann, ist in drei sehr kurze und eine
langere Phase unterteilt. Wahrend dieser Zeit atmet die Larve Sauerstoff Gber ein Atemrohr und
erndhrt sich von Algen oder Mikroorganismen (UOF, 2011). M&nnliche Larven entwickeln sich in
diesem Stadium schneller als die Weiblichen und die Larven erreichen in diesem Stadium eine
GréBe von bis zu 8 mm. Im Anschluss an das Larvenstadium folgt das Puppenstadium, in
welchem keine Nahrung mehr aufgenommen wird und das etwa zwei Tage dauert. Danach
brechen die inzwischen adulten Miicken das Puppengehause auf, indem sie Luft einatmen und
das anschwellende Abdomen die Umhdllung sprengt.
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Abbildung 15: Entwicklungsstadien von Aedes aegypti (oben links: Eier in Glasbehalter, oben rechts:
Eier in VergroBerung, unten links: Larve, unten rechts: Puppe); Bilder: CDC und University of Florida

Aedes aegypti ist als Vektor fir geféhrliche Infektionskrankheiten ein ernstzunehmendes Problem,
dass sich auf Grund seines flexiblen Entwicklungszyklusses trotz verschiedener
Eradizierungsversuche bislang nicht eliminieren lasst. Die zu erwartende Klimaerwarmung dirfte
Aedes aegypti einen weiteren Vorteil verschaffen, da mit steigenden Temperaturen die
Entwicklungsgeschwindigkeit steigt und auch in bisher nicht besiedelten Gebieten Aedes aegypti

heimisch werden kdnnte.

2.2.2.1xodes ricinus (Schildzecke)

Zecken sind weltweit verbreitete Arthropoden, die innerhalb des Unterstammes der Arachnida
(Spinnentiere) zur Klasse der Acari (Milben) gehéren (Abb. 10). Von den weltweit etwa 850
Zeckenarten sind in Mitteleuropa nur siebzehn Schildzecken- und zwei Lederzeckenarten
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heimisch, von denen der ,Gemeine Holzbock” (Ixodes ricinus) am weitesten verbreitet und
gleichzeitig der bedeutendste Ubertrager von Infektionskrankheiten ist (WIRTZ, 2001).
Charakteristisch fur die Schildzecken ist ein Schild auf dem Rucken, der bei Weibchen den
Koérper zur Hélfte und beim Mannchen den gesamten Kérper bedeckt. Ixodes ricinus erreichen
eine GréBe von 2,5 (Mannchen) respektive 3,5 (Weibchen) Millimetern im nlichternen Zustand und
bis zu 12 mm im vollgesogenen Zustand. Im Gegensatz zu den Stechmicken sind beide
Geschlechter und alle Stadien blutsaugend und benétigen die Blutmahlzeit nicht flr die

Produktion von Nachkommen, sondern fiir die eigene Entwicklung. Der Lebenszyklus der Zecke
(Abb. 16) gliedert

Abbildung 16: Lebenszyklus von Ixodes ricinus (WIRTZ, 2001)

sich in drei Abschnitte, die alle eine Uber mehrere Tage andauernde Blutmahlzeit bendtigen. Das
erste Stadium ist dabei das Larvenstadium, aus dem, ein bis vier Monate nach der Blutmahlzeit,
im Anschluss an eine Hautung, eine Nymphe entsteht. Auch diese Nymphe benétigt wiederum
einen Wirt bei dem sie Blut saugen kann, um sich dann innerhalb von vier bis acht Wochen in eine
adulte Zecke zu verwandeln. Das Leben der adulten Zecken kennt nur ein Ziel: Fortpflanzung.
Nach der letzten Blutmahlzeit des adulten Mannchens, kann es einige Weibchen befruchten und
stirbt kurz danach. Das Weibchen beginnt einige Tage bis Wochen nach Blutmahlzeit und

Befruchtung (erfolgen oft parallel) mit der Eiablage, um nach der Eiablage zu sterben (WIRTZ,
2001).
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Da die Blutmahlzeiten der entscheidende Faktor im Leben der Zecke sind, hat die Zecke einige
auBergewohnliche Fahigkeiten entwickelt, um das Auffinden eines Opfers zu erleichtern. So sind
sie in der Lage mit ihrem ausgepragten Geruchssinn geringste CO, — Konzentrationsunterschiede
zu bemerken. Dariliberhinaus verfligen sie Uber ein feines Gesplr fir Erschitterungen und
Temperaturunterschiede, wodurch sie das Herannahen eines Wirtes bemerken (WIRTz, 2001). Bei
der Wahl des Wirtes haben die Zecken keine besonderen Vorlieben. Es ist jedoch so, dass mit
zunehmendem Entwicklungsstadium der Zecke die Wirte gréBer werden, was dem steigenden
Blutbedarf aber auch der gréBeren erreichbaren Héhe der fortgeschritteneren Entwicklungszyklen
geschuldet sein dirfte (KUNz, 1994; LIEBISCH and LIEBISCH, 1997; WIRTZ, 2001). Den gréBten Teil
ihres Lebens (ca. 99 %) verbringt die Zecke mit Warten und Uberleben. Auch hierfiir ist sie ein
Spezialist. Zecken kénnen monatelang ohne Nahrung auskommen und bei nicht zu extremer
Kélte kdnnen sie gut im Boden Uberwintern. Die groBte Gefahr fir die Zecke ist Trockenheit, da
sie eine relative Luftfeuchte von 85 bis 95 % bendtigt und ausgesprochen empfindlich gegen
Austrocknung ist (WIRTz, 2001). All diese Eigenschaften machen feuchte pflanzendominierte
Lebensrdume zu bevorzugten Aufenthaltsorten der Zecken, deren Aktivitdtsgipfel der
Stechaktivitat in den Monaten April bis Juni und Ende August bis Oktober liegen (LIEBISCH and
LIEBISCH, 1997).

Die Zecke verbleibt als stationar parasitierender Vektor (Abb. 11) je nach Stadium von 2 bis zu 11
Tagen an der Stichstelle und bietet den Erregern dabei ausreichend Zeit das Opfer zu infizieren.
Je nach zu Ubertragendem Krankheitserreger gibt es allerdings Unterschiede in der Ubertragung.
Das Flavivirus, das die FSME ausl6ést, kann wahrend des gesamten Stichvorganges Uber den
Speichel Ubertragen werden (WIRTz, 2001). Bei der Borreliose wird das Bakterium hingegen
zunédchst durch aufgenommenes Blut aus der Mitteldarmwand mobilisiert und dringt nach seiner
Vermehrung in die Speicheldriisen der Zellen ein, von wo es dann auf den Wirt Ubertragen wird
(WIRTZ, 2001). Dies fuhrt dazu, dass in den ersten 24 bis 48 Stunden nach einem Zeckenstich eine
Borrelieninfektion selten auftritt. Neben den hier erwdhnten Krankheiten Ubertragen Zecken
weltweit noch eine Vielzahl weiterer viraler (z.B. Krim-Kongo-Hamorrhagisches-Fieber) und
bakterieller (z.B. Q-Fieber) Krankheiten (WIRTz, 2001) und durch den zwingend erforderlichen
Wirtswechsel, die fehlende Spezialisierung auf bestimmte Wirte und die geringen
Einschrédnkungen in Bezug auf den Lebensraum sind sie ein potentieller geféhrlicher Vektor fir
weitere bedrohliche Infektionskrankheiten (LUTz, 2010; RANDOLPH, 2004; WIRTZ, 2001).

Da Ixodes ricinus, als Ubertrager der Borreliose und der FSME, der wichtigste Ubertrager
vektoribertragener Infektionskrankheiten in Europa ist, ist die Wirkung impragnierter
Moskitonetze auf diesen Vektor ebenfalls Bestandteil der vorliegenden Arbeit.
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2.3. Insektizide, Akarizide und Repellentien

Im Kampf gegen Insekten werden Insektizide, Akarizide und Repellentien entweder einzeln oder in
Kombination miteinander eingesetzt. Sie missen in ihrer Wirkung zuverlassig Insekten téten oder
vertreiben, diirfen aber fiir den menschlichen Organismus und die Okosysteme keine inakzeptable
Belastung darstellen (FAULDE, 2010). Auf Grund der Vielzahl der auf dem Markt befindlichen
insektiziden Wirkstoffklassen (z.B. natlrliche wie Naturpyrethrum, Rotenoide, Abamectine und
synthetische wie chlorierte Kohlenwasserstoffe, Carbamate, Organophosphate, Pyrethroide und
Benzamide) (FAULDE, 2010), wird anschlieBend nur die flr diese Arbeit relevante Wirkstoffgruppe
der Pyrethroide vorgestellt. Ebenso wird bei den Repellentien nur auf Wirkstoffe eingegangen, die
zur Abwehr von Insekten dienen. Repellentien, die zur Abwehr von Nagetieren dienen, werden

nicht betrachtet.

2.3.1.Pyrethroide

Pyrethroide wie Permethrin (Abb.18), das auf Grund der Abwesenheit einer Cyanogruppe in -
Stellung zum Ester als Typ | Pyrethroid bezeichnet wird, sind synthetische Verbindungen, die von
den natirlich in Chrysanthemen vorkommenden Pyrethrinen (Abb.17) abgeleitet sind.
Pyrethrinextrakte wurden schon in Persien und im alten China auf Grund ihres insektiziden
Potentials genutzt (KLAASSEN, 2008). Dem hohen insektiziden Potential der Pyrethrine steht eine
relativ geringe Toxizitdt fir S&ugetierorganismen gegeniber, allerdings ist die Stabilitdt der

natirlich vorkommenden Pyrethrine gegeniber Lichteinwirkung und Umwelteinflisse sehr

begrenzt.
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Abbildung 17: Pyrethrin Abbildung 18: Permethrin (Typ | Pyrethroid)

Mit Entwicklung der Pyrethroide in den 70er Jahren standen Strukturen zur Verfligung, die bei
starkerer Wirkung deutlich stabiler waren, als ihre natirlichen Vorbilder (REICHL, 2002). Dabei
bleibt die Persistenz in der Umwelt gering, da sie innerhalb weniger Tage durch Hydrolyse,
Photolyse und Mikroorganismen abgebaut werden. Weitere Vertreter der Substanzklasse der
Pyrethroide sind Deltamethrin und Cyfluthrin (Abb.19 und 20), die auf Grund ihrer Cyanogruppe in
o—Stellung zum Ester als Typ Il Pyrethroide bezeichnet werden.
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Abbildung 19: Cyfluthrin (Typ Il Pyrethroid) Abbildung 20: Deltamethrin (Typ Il Pyrethroid)

Permethrin und seine Verwandten weisen grundsatzlich den gleichen Wirkmechanismus auf.
Primarer Angriffsort von Pyrethrinen und Pyrethroiden sind spannungsabhangige Natriumkanale
an Nervenzellmembranen (SODERLUND et al., 2002) (Abb.21), wo die Pyrethroide zum einen die
Offnungszeit des spannungsabhangigen Natriumkanals verlangern und einen fortgesetzten
Einstrom von Natriumionen ermdéglichen, wodurch es bei Typ | Pyrethroiden zu wiederholten
schnell aufeinanderfolgenden Erregungen kommt und bei Typ Il Pyrethroiden, auf Grund einer
noch starkeren Depolarisation  der  Nervenzellmembran, nach einigen schnell
aufeinanderfolgenden Aktionspotentialen eine vollstandige Blockade der Nervenzelle ausgelost
wird (SHAFER et al., 2005) (Abb.22).

Abbildung 21: A: Proteinstruktur eines spannungsgesteuerten lonenkanals. B: Mdgliche Zustédnde
eines spannungsabhangigen Natriumkanals (MUTSCHLER, 2008).
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Als weitere Wirkung wird die Freisetzung verschiedener Neurotransmitter (Noradrenalin,
Acetylcholin, Dopamin, GABA) vermutet (ROBBACH et al., 2005). Prinzipiell greift auch im
Saugetierorganismus der gleiche Wirkmechanismus, aber dennoch ist die akute Toxizitdt gering.
Der Grund fir diese geringe Toxizitdt gegenlber Sdugetieren ist auf die hdhere Affinitat der
Pyrethroide zu den lonenkanélen der Insekten, deren niedrigerer Kérpertemperatur (Pyrethroide
weisen einen negativen Temperaturkoeffizienten in Bezug auf ihre Aktivitdt auf) und die schnellere

Metabolisierung und Elimination der Substanzen im Saugetierorganismus zuriickzufihren.

Abbildung 22: Wirkmechanismus von Pyrethroiden (SHAFER et al., 2005). Durch die verlangerte
Offnungszeit des spannungsabhdngigen Natriumkanals wird die Repolarisation der Membran gestort
und das normale Ruhepotential nicht erreicht. Die Folge sind schnell aufeinander folgende
Aktionspotentiale, die entweder zu einer starken wiederholten Exzitation der betroffenen Neurone
fuhren (Typ I) oder nach einigen schnell aufeinanderfolgenden Aktionspotentialen eine Blockade der
Neurone hervorrufen (Typ Il).

Permethrin kommt, wie viele andere Pyrethroide auch, in 2 diastereomeren Formen vor, von
denen uUblicherweise das cis-Isomer deutlich toxischer und wirksamer ist als das trans-lsomer
(KLAASSEN, 2008).

Die Aufnahme kann grundsétzlich inhalativ, oral oder dermal erfolgen, wobei bei der Anwendung
von Permethrin in textilen Bedarfsgegenstdnden Ublicherweise die dermale und inhalative
Aufnahme im Vordergrund steht. Bei dermaler Exposition betrdgt die Resorptionsrate beim
Menschen etwa 0,5 % (ROBBACH et al., 2005).

LDs, — Werte flr Permethrin wurden an Ratten ermittelt. Diese betrugen bei oraler Aufnahme 400
mg/kg in Ol und 4000 mg/kg in Wasser, bei dermaler Applikation 2000 mg/kg. Der ermittelte no
observed adverse effect level (NOAEL) betragt 5 mg/kg pro Tag, der daraus abgeleitete
acceptable daily intake (ADI) 0,05 mg/kg Koérpergewicht/Tag flr den Menschen. Die acute
reference dose (ARfD) wurde von der WHO 2002 mit 1,5 mg/kg Kdérpergewicht festgelegt. Eine
Ubersicht liber die Toxizitat weiterer Pyrethroide gibt Tabelle 1.
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Tabelle 3: Toxikologische Kenndaten einiger Pyrethroide; Quelle:(Industrieverband AGRAR, 2000)

LDsooral” | LDs, LCs inhalativ! | Haut- Augen- Dermale Sensi-
(mg/kg) dermal? (mg/1) reizung? reizung? bilisierung®
(mg/kg)
Alpha- 4 . . nicht
Cypermethrin 64 >2000 > 1,59 reizend reizend sensibilisierend
nicht nicht nicht
Beta-Cyfluthrin 380 m > 5000 0,53 (Staub)
reizend reizend sensibilisierend
nicht nicht nicht
Cyfluthrin 590 > 5000 0,405 (Aerosol)
reizend reizend sensibilisierend
. 4 nicht nicht nicht
Cypermethrin 287 > 1600 >2,5 ) ) _
reizend reizend sensibilisierend
nicht
Deltamethrin 138 m >2940 0,6 (6h) reizend reizend
sensibilisierend
. 2 nicht nicht nicht
d-Tetramethrin > 5000 > 5000 >1,18 ) ) —
reizend reizend sensibilisierend
nicht nicht nicht
Fenvalerat 88,5 > 5000 0,48 m
reizend reizend sensibilisierend
Lambda- nicht nicht nicht
79 m 632 m 0,06 ) ) o
Cyhalothrin reizend reizend sensibilisierend
nicht nicht nicht
Pyrethrum Extrakt 700-2140 > 2000 3,4 ) ) o
reizend reizend sensibilisierend

1)an der Ratte 2)am Kaninchen 3)am Meerschweinchen 4)techn. max. zufiihrbare Konzentration m: male

Beobachtete systemische Effekte bei der Aufnahme von Permethrin beruhen auf der oben
beschriebenen Neurotoxizitat der Pyrethroide. Bei akzidentieller oder suizidaler Aufnahme von
Pyrethroiden wurden u.a. Symptome wie Atemwegsreizungen, Atembeschwerden, Geruchs -,
Geschmacksstérungen, Konvulsionen, Muskellahmungen, Erbrechen und Ataxie festgestellt. Bei
direktem Hautkontakt kann es zu voriibergehenden Parasthesien der betroffenen Hautpartien
(Kribbeln, Brennen, Jucken) kommen, die 3 - 6 Stunden nach Exposition ihren Hdhepunkt
erreichen und innerhalb von 12 - 24 Stunden vollstdndig reversibel sind. Allergische
Hautreaktionen sind ebenfalls bekannt, jedoch sehr selten. Eine Einteilung der Pyrethroide wird
haufig nach den vorherrschenden Symptomen bei UberméaBiger Pyrethroidexposition
vorgenommen. Dabei zeigen Pyrethroide ohne Cyanogruppe, wie Permethrin, einen Tremor des
Gesamtorganismus als Leitsymptom (T-Syndrom), wahrend Pyrethroide mit Cyanogruppe, wie
Deltamethrin, durch Choreoathetose und Salivation (CS-Syndrom) gekennzeichnet sind. Der
Metabolismus von Permethrin erfolgt Gberwiegend in der Leber, wobei bei dermaler Aufnahme
auch eine Metabolisierung in der Haut angenommen wird (ROBBACH et al., 2005). Bei den in
Abbildung 23 dargestellten Metabolisierungsreaktionen erfolgt eine Spaltung des
Carbonsiureesters mit Bildung von <cis - und trans - 3-(2,2-Dichlovinyl)-2,2-
dimethlycyclopropancarbonsdure (cis-CI2CA und trans- CI2CA) einerseits und 3-
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Phenoxybenzylalkohol (3-PBOH) andererseits. Ein weiterer Schritt ist anschlieBend die Oxidation
des Phenoxybenzylalkohols zur 3-Phenoxybenzoesaure (3-PBA).

Die Ausscheidung erfolgt in freier Form oder auch nach Glucuronidierung (Phase 2
Metabolisierung) Uberwiegend renal.

cis-/trans-Permethrin \

o L

3-PBOH

@Q

trans-CI,CA 3-PBA

Abbildung 23: Phase 1 Metabolismus von Permethrin

Neben der Verwendung als Insektizide in Bedarfsgegenstdnden werden Pyrethroide als Pestizide
im Haushalt und der Landwirtschaft eingesetzt, aus der eine orale Aufnahme der
Allgemeinbevélkerung resultiert (UMWELTBUNDESAMT, 2005). Diese mit der Nahrung
aufgenommene Menge wird auf unter 1 pg/ Tag geschéatzt (HEUDORF, 2003), so dass sich die
Belastung der Allgemeinbevélkerung mit Pyrethroiden (ber die Nahrungsaufnahme in
Uberschaubaren Grenzen halt.
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2.3.2.Repellentien

Das Wort Repellent leitet sich vom lateinischen repellere (vertreiben, zurlickstoBen) ab und wird
fir Substanzen verwendet, die Uberwiegend auf Grund ihrer olfaktorischen Wirkung
abschreckend auf sensible Individuen wirken, ohne sie dabei zu téten Flr einige als klassische
Insektenrepellentien angenommene Substanzen wurden inzwischen aber auch toxische

Eigenschaften fir ihre Ziele nachgewiesen (FAULDE et al., 2010).

Tabelle 4: Anforderungen an ein ideales Repellent; nach (KATz et al., 2008)

Hohe Wirksamkeit gegen ein breites Spektrum an Vektoren

Bei der dermalen Applikation werden keine Hautirritationen hervorgerufen
Geruchlos oder angenehmer Geruch

Keine negativen Auswirkungen auf textile Bedarfsgegenstande

Hinterlasst keinen 6ligen Rickstand auf der Haut, ist wasser- und schweiBfest
Inert gegenlber Kunststoffen

Chemisch stabil

Kostengiinstige Verfligbarkeit

Nicht toxisch

© ©®© NSO O b ODd

=9
o

Langanhaltende Wirkdauer

Der Versuch, Insekten zu vertreiben, wurde schon seit vielen Jahrhunderten unternommen. In
friheren Zeiten wurden daflr Pflanzendle, Teere, Rauch und mitunter Kamelurin verwendet
(PETERSON and COATS, 2001). Zu Beginn des 20. Jahrhunderts wurde durch die zunehmende
Kenntnis im Bereich der Naturwissenschaften die Entwicklung respektive die Verwendung von
chemisch definierten Substanzen vorangetrieben. Vor dem zweiten Weltkrieg kamen Zitronenél,
Dialkylphthtalate, Indalon® und Rutgers 612 (Abb.24) einzeln oder in Kombination zum Einsatz
(BROWN and HEBERT, 1997).
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Citronellol Indalon
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Dimethylphthalat Rutgers 612

Abbildung 24: Strukturen der vor dem zweiten Weltkrieg allein oder in Kombination verwendeten
Repellentien. Citronellol ist stellvertretend als Leitsubstanz des Zitronenéls abgebildet.

Wéhrend und im Anschluss an den zweiten Weltkrieg wurde die Forschung an repellent aktiven
Substanzen insbesondere durch die Militars der Vereinigten Staaten vorangetrieben. Im Rahmen
dieser Forschungen wurden Uber 20.000 Substanzen auf ihre Eignung als Repellent, Gber deren
Anforderungen Tabelle 2 einen Uberblick gibt, untersucht (PETERSON and COATS, 2001). Diese
Suche flhrte zum N,N-diethyl-3—-methylbenzamid oder N,N-Diethyl-m-toluamid (DEET) (Abb.25),
das 1946 durch die US Army entwickelt und 1957 in den USA als Repellent registriert wurde.
DEET entwickelte sich im Verlauf der nachsten Jahrzehnte zum Goldstandard bei den
Repellentien und keines der im Anschluss entwickelten Repellentien konnte einen &hnlichen Erfolg
aufweisen. Zu den in der Folgezeit entwickelten Substanzen gehéren N-N-diethylphenylacetamid
(DEPA), Ethylbutylacteylaminopropionat (IR 3535®, Merck), MKG Repellent 11 oder p-Menthan-
3,8-diol, die haufig strukturelle Verwandtschaften mit DEET aufweisen. Als erfolgreichste
Entwicklung nach DEET gilt das durch die Firma Bayer entwickelte Picaridin (KBR 3023), das
unter dem Handelsnamen BayRepel® vertrieben wird und unter anderem in dem bekannten Mittel
Autan® enthalten ist. Die Skepsis in einigen Teilen der Bevélkerung gegeniiber synthetisch
hergestellten Wirkstoffen, fiihrt immer wieder zu Versuchen mdglichst natiirliche Wirkstoffe als
Repellents zu verwenden. Neben dem schon erwéhnten Zitronendl werden Ole von Lamiaceaen
(z.B. Minze, Salbei) oder Myrtaceaen (Teebaum, Eukalyptus) genutzt. Die Wirkung der Ole ist
jedoch schwacher als die der synthetisch hergestellten Substanzen und von kirzerer Dauer. Die
effektivste Wirkung der ,natlrlichen” Repellentien weist p-Menthan-3,8-diol auf, das in Blattern
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und Zweigen des Zitroneneukalyptusbaumes Corymbia citriodora vorkommt und bei der US
Environmental Protection Agency (EPA) als Biopestizid registriert ist (CARROLL and LOYE, 2006;
EPA, 2011). Der Wirkstoff wird aber fir die kommerzielle Verwendung synthetisch hergestellt
(MOORE et al., 2007).

CHj
d 3
N
m \
CoHs
DEPA DEET Nootkatone
—0 OH e
(6] /\)‘L
! o H7C3/\N N
Y w/\ /&O
o}
MKG Repellent 11 KBR 3023 IR 3535

Abbildung 25: Strukturen verschiedener synthetischer Repellentien

Ein weiterer Ansatz, Insekten abzuwehren, ist der Verzehr spezieller Lebensmittel bzw.
Lebensmittelinhaltsstoffe. Der wissenschaftliche Nachweis der Wirksamkeit einer effizienten
repellent aktiven Wirkung durch die orale Aufnahme von Vitamin B,, Knoblauch- oder Petersiliendl
ist bisher jedoch noch nicht erbracht (KATz et al., 2008).

In den folgenden Abschnitten werden die in dieser Arbeit benutzten Repellentien sowie Picaridin
kurz einzeln vorgestellt, wobei der Fokus auf dem nach wie vor als Goldstandard anzusehenden
DEET liegen wird, das Uber die mit Abstand detaillierteste Datenlage verflgt.

2.3.2.1. DEET

DEET ist das weltweit am meisten verwendete Repellent und in Uber 200 Formulierungen
enthalten, die einen Gehalt zwischen 5 und 90 % DEET (ALTENKAMPER, 2008) aufweisen. Der
groBte Teil der Entwicklung wurde, wie schon erwahnt, durch die US Army durchgeflihrt, deren
Soldaten in bewaffneten Auseinandersetzungen wie dem 2. Weltkrieg, dem Koreakrieg und dem
Vietnamkrieg vielféltigen durch Vektoren hervorgerufenen Krankheiten ausgesetzt waren (BROWN
and HEBERT, 1997). Im Vergleich mit vielen anderen untersuchten Substanzen erwies sich DEET
als der Wirkstoff mit der héchsten Aktivitdt gegen ein breites Spektrum an Vektoren bei einem
hervorragenden Nutzen-Risiko-Verhéltnis bei sachgeméaBer Anwendung (KATZ et al., 2008).

Der Wirkmechanismus von DEET und anderen Repellentien ist bis heute Gegenstand der
Forschung und noch nicht abschlieBend geklart. Es wird davon ausgegangen, dass DEET die
Milchsaure sensiblen Geruchsrezeptoren in Nervenzellen von Vektoren beeinflusst, die in den
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Antennen der Gelbfiebermlcke Aedes aegypti nachgewiesen wurden (DAVIS and SOKOLOVE,
1976). Mit Hilfe dieser Rezeptoren lokalisieren die Vektoren ihre Opfer, wobei die Aktivitat der
Rezeptoren nach der Blutmahlzeit abnimmt (DAviS, 1984). DEET blockiert bzw. hemmt diese
neuronalen Rezeptoren dahingehend, dass die Attraktivitdt des Geruchs der Milchsaure auf das
Niveau nach einer Blutmahlzeit herabgesetzt wird und das Opfer an Reiz verliert (DAvIS, 1985).
Diese Wirkung allein erkl&rt aber nicht vollkommen die abschreckende Wirkung auf die Vektoren,
da bei der Anwendung von DEET ein ,Space-Effekt* zu beobachten ist, der die Vektoren
offensichtlich daran hindert, ndher an das Opfer heranzukommen. Dies I&sst sich nur dadurch
erkldren, dass die Vektoren DEET riechen und den Geruch aktiv meiden (SYED and LEAL, 2008).
Dariiberhinaus verandert das Auftragen von DEET auf die Haut die Zusammensetzung der Uber
die Haut abgegebenen fliichtigen Substanzen, was ebenfalls zu einer verminderten Attraktivitat
des Opfers fuhrt (SYED and LEAL, 2008). Neben der repellent aktiven Wirkung wurde fir DEET eine
insektizide Wirkung (LICCIARDI et al., 2006) und bei ausreichender Kontaktmenge eine akarizide
Wirkung auf Zecken und Milben festgestellt (FAULDE, 2001). Als Wirkmechanismus fir diese
Eigenschaft wird eine Hemmung der Acetylcholinesterase angenommen, die zu neurologischen
Erscheinungen und bei entsprechender Dosis zum Tod der untersuchten Vektoren flihrt (CORBEL
et al., 2009).

Grundsatzlich gilt die Anwendung von DEET, das von etwa 30 % der amerikanischen
Bevdlkerung (KATZ et al., 2008) und weltweit von Uber 200 Millionen Menschen (SYED and LEAL,
2008) angewendet wird, als sicher. Dennoch werden Falle berichtet, bei denen die Anwendung
von DEET zu adversen Effekten am Menschen geflihrt hat. Insgesamt gibt es 43 Fallstudien, die
eine toxische Wirkung von DEET beschreiben; 25 davon stehen in Zusammenhang mit
zentralnervoésen, 1 mit kardiovaskularen und 17 mit dermalen Erscheinungen (KATz et al., 2008).
Bei den Fallen mit Beteiligung des zentralen Nervensystems wurden Symptome wie
Kopfschmerzen, Desorientierung, Apathie und Krampfe berichtet sowie Krankheitsbilder wie
manische Psychosen und Enzephalopathien. Insgesamt werden 6 Todesfélle mit der Verwendung
von DEET in Verbindung gebracht, von denen 3 durch eine orale Aufnahme von DEET
hervorgerufen wurden (TENENBEIN, 1987). Die anderen Todesfalle betrafen ein Kind mit einem
Defekt der Ornithin-Carbamoyl-Transferase (HEICK et al, 1980) und zwei Kinder mit
zentralnervésen Defekten (BRIASSOULIS et al., 2001). Trotz dieser seltenen berichteten Falle wird
die Anwendung von DEET von der EPA als sicher angesehen. Voraussetzung fir die Sicherheit ist
in jedem Fall eine bestimmungsgemaBe Anwendung, die in den meisten der berichteten
Vergiftungen nicht eingehalten wurde.

Wie schon zu Anfang erwéhnt, wird DEET in einer schier unendlichen Vielzahl an Produkten in
unterschiedlichsten Konzentrationen verwendet. Die Konzentration von DEET im Endprodukt hat
einen entscheidenden Einfluss auf die Wirkstarke und Wirkdauer. So steigt die Effizienz DEET-
haltiger Préparate mit steigender Konzentration logarithmisch an (RUTLEDGE et al., 1985) und
erreicht bei 50 % ein Plateau (FRADIN, 1998), so dass weitere Steigerungen der Konzentrationen

zu keiner akzeptablen Verbesserung der Repellentaktivitdt fihren. Ebenfalls wichtig fur die
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Wirkdauer ist die Art der Rezeptur, so dass durch eine geeignete Matrix die gleiche Wirkung bei
reduzierter = Konzentration erreicht werden kann  (FRADIN, 1998). Die Ubliche
Anwendungskonzentration von DEET im Fertigprodukt liegt bei 10-30 %. In Produkten, die fir
den Einsatz in Gebieten mit einer sehr hohen Vektorendichte vorgesehen sind, werden
Konzentrationen von 40 % und mehr eingesetzt.

Im Hinblick auf die Anforderungen an ein ideales Repellent (Tabelle 2), erflllt DEET die meisten
der Anforderungen. Problematisch ist allerdings das Verhalten von DEET gegeniber vielen
Kunststoffen, die angeldst und beschédigt werden kdnnen.

2.3.2.2. IR 3535

Insect Repellent 3535 oder Merck IR3535% (Struktur Abb.25) wird seit Uber 30 Jahren als
Repellent gegen Stechmicken, Zecken und L&use eingesetzt (MERCK_KGAA, 2011). Es ist seit
1999 bei der EPA als Biopesticide Repellent registriert und wird in Endproduktkonzentrationen
von 7,5 — 20 % verwendet (EPA, 2011). Trotz der langen Zeit der Anwendung gibt es kaum
verfiigbare Daten zur Toxikologie von IR 3535. Die EPA stuft IR 3535 als sicher ein und es gibt
bisher keine Fallstudien, die lber adverse Effekte bei der Anwendung berichten. IR 3535 wird als
Repellent zur dermalen Applikation durch die Firma Merck beworben. Laut Hersteller zeichnet es
sich durch eine sehr gute Wirksamkeit gegen eine Vielzahl von krankheitstibertragenden Vektoren
aus und ist fiir eine groBe Anzahl kosmetischer Formulierungen geeignet.

Abbildung 26: Wirksamkeit von IR 3535 als Lotion und Spray gegen Stechmiicken (MERCK_KGAA,
2011)

Die Einsatzkonzentration wird mit 10-30 % angegeben. Ahnlich wie DEET ist auch IR 3535 nicht
mit allen Kunststoffen kompatibel. Hinsichtlich der Wirkstarke im Vergleich mit anderen
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Repellentien erweist sich IR 3535 als etwas besser wirksam als pflanzliche Repellents, aber
deutlich weniger aktiv als DEET (FRADIN and DAY, 2002). Das die Wirkstarke von IR 3535 im
Vergleich mit DEET auch bei der Verwendung auf textilen Bedarfsgegensténden geringer ist, wird
im weiteren Verlauf dieser Arbeit gezeigt.

2.3.2.3. Picaridin

Auch unter den Namen Icaridin oder KBR 3023 bekannt, wird der Wirkstoff seit 1998 durch die
Firma Bayer unter dem Namen BayRepel® in Europa und Australien als Repellent vertrieben.
Picaridin ist nahezu geruchlos und farblos. Es wird in Konzentrationen zwischen 5 und 20 %
eingesetzt. Hinsichtlich seiner Eigenschaften kommt es den Anforderungen an das ideale
Repellent ziemlich nah. Insbesondere gegeniiber Kunststoffen zeigt sich Picaridin inert. Seine
toxikologischen Eigenschaften wurden durch die EPA mit der Schlussfolgerung bewertet, dass
von der Substanz bei vorgesehener Anwendung keine Gefahr fir die menschliche Gesundheit
ausgeht, so dass der Wirkstoff auch fir den amerikanischen Markt zugelassen wurde. So ist die
akute orale und dermale Toxizitdt sehr gering (>2000 mg/kg Kérpergewicht Ratte) und es gibt
bislang keine Hinweise auf Kanzerogenitat, Mutagenitat oder Reproduktionstoxizitat (EPA, 2005).
Im Vergleich mit DEET in Bezug auf die Risikobewertung der Sicherheit der Anwendung sind
beide Wirkstoffe als vergleichbar sicher anzusehen (ANTWI et al., 2008). Ein Vergleich der Wirkung
von Icaridin und DEET wurde von (BADOLO et al., 2004) durchgefiihrt. Das Ergebnis dieser Studie
zeigte, dass keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der relativen Potenz der beiden
Wirkstoffe bestehen und dass die Dosis-Wirkungs-Beziehungen der Substanzen an den
untersuchten Spezies Aedes aegypti und Anopheles gambiae vergleichbar waren. Allerdings ist
bisher fir Picaridin keine insektizide Wirkung wie bei DEET festgestellt worden (LICCIARDI et al.,
2006), so dass diesbezliglich DEET eine gréBere Effektivitat aufweist. Dennoch ist Picaridin eine
mogliche Alternative zu DEET und weitere Forschungen werden zeigen, ob Picaridin das Potential
hat, DEET als Goldstandard bei den Repellentien abzulésen. Untersuchungen mit dem Wirkstoff
in der vorliegenden Arbeit waren nicht mdglich, da der Wirkstoff als technische Substanz nicht frei
verfiigbar ist und von Hersteller nicht fir die durchgefihrte Forschung zur Verfigung gestellt

wurde.

2.3.2.4. p-Menthan-3,8-diol (PMD)

PMD ist Bestandteil des atherischen Ols des Zitroneneukalyptus (Corymbia citriodora), dessen Ol
schon seit langem als Repellent verwendet wird und erstmals 1948 bei der EPA als Insektizid
registriert wurde. PMD wurde bei der EPA im Jahr 2000 zum ersten Mal als Einzelsubstanz
registriert (EPA, 2011). PMD weist einen charakteristischen mentholartigen Geruch auf und
verursacht auf der Haut ein kithlendes Geflihl. Fir kommerzielle Produkte wird PMD Uberwiegend
synthetisch, z.B. aus Citronellal (Abb.27), hergestellt.
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Abbildung 27: Synthese von cis/trans(+)-p-Menthan-3,8-diol aus (+)-Citronellal (nach (DRAPEAU et al.,
2011))

Die toxikologischen Eigenschaften betreffend, sind fir PMD keine adversen Effekte auBer einer
reizenden Wirkung auf die Augen bekannt, so dass bei der Applikation darauf geachtet werden
muss, dass die Formulierung nicht in die Augen gerat (EPA, 2011). Hinsichtlich der Wirksamkeit
von PMD differieren die Aussagen deutlich. Manche Publikationen konstatieren PMD eine gleiche
oder sogar bessere Wirkung wie DEET (TRIGG, 1996), (MOORE et al., 2007), wahrend andere
Publikationen eine schwéchere Wirkung als DEET postulieren (BARNARD et al., 2002), (DRAPEAU et
al., 2011). Prinzipiell wird aber angenommen, dass PMD das bislang einzige pflanzenbasierte
Repellent ist, das sich tats&chlich zur Vermeidung von Vektoren eignet. Die Ursache dafiir wird
dem geringeren Dampfdruck gegeniiber anderen repellent aktiven pflanzlichen Wirkstoffen
gesehen (MOORE and MaAIA, 2011). PMD wurde fir die Verwendung als Repellent auf
imprégnierten Moskitonetzen in Erw&gung gezogen und im Rahmen dieser Arbeit auf seine
Verwendbarkeit gepriift.

2.4. Integriertes Vektorenmanagement (IVM)

Wenn von integriertem Vektorenmanagement gesprochen wird, dann beziehen sich fast alle
Ausfihrungen und Forschungen auf die Malaria als weltweit wichtigste vektorlbertragene
Infektionskrankheit. Dennoch kénnen die Vorgehensweisen und Intentionen selbstverstandlich
auch fir die Bekdmpfung anderer Infektionskrankheiten herangezogen werden.

Nachdem gegen Ende des 19. Jahrhunderts die Ursachenforschung, z.B. durch die Entdeckung
von Plasmodien und die Rolle von Stechmicken als Vektor bei Malaria, in Bezug auf
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Infektionskrankheiten groBe Fortschritte machte (RAGHAVENDRA et al., 2011), begann man nach
der Entdeckung von Dichlordiphenyltrichlorethan (DDT) 1939 mit den ersten Versuchen Malaria
und andere vektorlbertragene Infektionskrankheiten durch Kontrolle ihrer Vektoren zu bek&mpfen
(RTI, 2007). Die groBflachig angelegten Programme in den 50er und 60er Jahren des 20.
Jahrhunderts erwiesen sich zundchst als groBe Erfolge und bis auf Malaria in Afrika galten die
vektorassoziierten Infektionskrankheiten zum Ende der 60er Jahre als besiegt (TOWNSON et al.,
2005), was fir viele ehemalige Malariaendemiegebiete in Europa und den Vereinigten Staaten von
Amerika bis heute gilt. Allerdings ist aus heutiger Sicht dieser Erfolg bei weitem nicht so
umfassend gelungen, wie zundchst angenommen. Nach den erfolgreichen Anfiangen mit dem
Einsatz von DDT schlugen die Stechmiicken mit zunehmenden Resistenzen gegen DDT und
gegen die medikamentose Malariatherapie zurlick. Neben den erhdhten Kosten fir die
Vektorenbekdmpfung nahm auch das Desinteresse der groBen Industrienationen (hier waren die
Vektoren eradiziert) an den Programmen zu. Weitere Probleme tauchten auf, als man bemerkte,
dass das vermeintliche Wundermittel DDT zu erheblichen &kologischen Problemen fiihrt. Durch
seine Persistenz in der Umwelt reichert sich DDT in den Nahrungsketten an und verursacht durch
seine endokrinen Wirkungen vielfaltige 6kologische Schaden, so dass DDT heute nur noch zur
Bekdmpfung von Malaria eingesetzt werden darf. Die Vernachlassigung der Bekdmpfung von
Vektoren in den folgenden Jahrzehnten flihrte dazu, dass die vektoribertragenen
Infektionskrankheiten wieder in den Fokus gerlckt sind. Im Laufe der Zeit wurden
unterschiedliche Ansatze verfolgt, um die Verbreitung der Vektoren einzuddmmen. Zu ihnen
gehoéren, neben altbekannten Okologischen MaBnahmen wie Wassermanagement und
Verbesserung der allgemeinen Lebensbedingungen (KEISER et al., 2005; RTI, 2007), der
groBflachige Einsatz von Pestiziden, medikamentdse Therapien, auch seit den 90er Jahren
vermehrt eingesetzte MaBnahmen wie die Verwendung von mit Insektiziden impréagnierten
Moskitonetzen, die als die effektivste Neuentwicklung auf dem Gebiet der Vektorkontrolle seit 50
Jahren anzusehen sind (TOWNSON et al., 2005). All diese MaBnahmen reduzieren die Verbreitung
und das Aufkommen der Vektoren, aber eine effektive Bekdmpfung der Vektoren erfordert eine
Kombination verschiedener Methoden (BEIER et al., 2008). Solche Programme des
Vektorenmanagements haben sich als effizient erwiesen, aber in den meisten Féllen ist ein solides
Management und eine Nachhaltigkeit der Programme nicht vorhanden, so dass z.B. ein
unkontrollierter Einsatz von Pestiziden zu erhdhten Resistenzentwicklungen fihrt (WHO, 2004). Im
Zeitalter des Wissens um die Notwendigkeit von prozessorientierten Managementsystemen,
wurde der Einsatz von integrierten Vektorenmanagementsystemen durch die WHO 2004 als
hoffnungsvolles Mittel postuliert (WHO, 2004), wobei das Prinzip natlrlich keine neue Erfindung
ist und selbstverstandlich alle Verfahren der bisherigen Vektorkontrolle beinhaltet. Integriertes
Vektormanagement ist definiert als ein rationaler Entscheidungsprozess, der die verfligbaren
Ressourcen fir die Vektorenkontrolle optimal nutzt (BEIER et al., 2008), um die Eliminierung von

Infektionskrankheiten zu erreichen.
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Tabelle 5: Ziele und Prinzipien eines IVM nach (BEIER et al., 2008)

Reduzierung der Vektorpopulationen und der Ubertragung von Erregern

2. MaBnahmen sollten 6konomisch, 6kologisch, sozial und politisch vertretbar sein
3. Tatigkeiten sollten nicht zu negativen Auswirkungen auf die Gesundheit von
Menschen, Tieren und nUtzlichen Insekten fiihren. Ebenso wenig sollten
Resistenzen geférdert oder Okosysteme belastet werden

4. Kenntnisse in Bezug auf den Ubertragungsweg der Krankheiten, die Entwicklung
der Vektoren und die natlrlichen Regelmechanismen der Vektorenpopulationen
mussen vorhanden sein

5. Flexibilitat flr Strategie&dnderungen bei neuer Datenlage

6. Dynamische Anpassung des Systems an Ergebnisse von

Uberwachungsprogrammen

Das IVM ist fir alle vektoriibertragenen Krankheiten einsetzbar und verfolgt das Ziel, die Effizienz,
die wirtschaftliche und 6kologische Belastung und die Nachhaltigkeit der Vektorenkontrolle zu
verbessern (Tabelle 5), indem es einen ganzheitlichen Ansatz verfolgt,

Abbildung 28: Kernelemente des IVM nach (BEIER et al., 2008)
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der nicht nur die Verantwortlichen aus dem Gesundheitsbereich einbezieht, sondern alle politisch
und wirtschaftlich Verantwortlichen als Teil eines Gesamtprozesses betrachtet. Das IVM
beinhaltet finf ineinandergreifende Kernelemente, die in Abb. 28 dargestellt sind und hier kurz
erlautert werden.

* Rechtlich und soziale Entwicklung. Die Entwicklung und Verankerung der Prinzipien des
IVM in die Politik und das Denken aller wichtigen Kreise, Organisationen und die
Bevdlkerung, inklusive des Aufbaus rechtlicher Rahmenbedingungen zur Durchfiihrung
und Uberwachung der initiilerten Programme.

* Zusammenarbeit zwischen Gesundheits- und anderen Behérden. Enge Vernetzung
aller an den Programmen Beteiligten und enge Zusammenarbeit von privaten und
staatlichen Stellen im In- und Ausland.

* Integrierte Ansétze. Stellen die rationale Verwendung der Ressourcen zur Bekdmpfung
verschiedener Krankheiten sicher und bedienen sich dabei Kombinationen aus
chemischen als auch nicht-chemischen Methoden.

* Evidenz-basierte Entscheidungsfindung. Auf Ergebnissen aus Forschungen und Studien
abgestitzte Entscheidungen ermdglichen eine Anpassung von Strategien und bieten
Eingriffsmdglichkeiten, um die Effizienz zu steigern.

* Aufbau von Kapazitaten. Der Aufbau von Infrastruktur, die Verfigbarkeit finanzieller Mittel
und personeller Ressourcen ist zwingend notwendig, um die IVM Programme durchflihren

zu kénnen.

Tabelle 6: Ubersicht iiber die in einem IVM kombiniert angewandten Vektorbekdmpfungs-
maBnahmen, mit den Punkten 1 und 2, die gegen die adulten Stechmiicken gerichtet sind und den
Punkten 3 bis 5, die sich gegen die Larven der Stechmiicken richten (RTI, 2007).

Indoor residual spraying (IRS) mit Pestiziden, die von der WHO empfohlen sind

2. Impréagnierte Moskitonetze

3. Larvenabtdtende Agenzien wie Bakterien (z.B. Bacillus thuringiensis), Chemikalien
(z.B. Temephos) oder monomolekulare Fiime oder Ole

4. Umweltverdnderungen wie die Verdnderung von Infrastrukturen, das
Trockenlegen von Wassergraben oder Aufforstung.

5. Umweltmodifikationen wie die Verdnderung der Vegetation, der Reduktion von

Algen oder dem Einsatz von larvenfressenden Fischen (z.B. Gambusia affinis)

Auf den ersten Blick erscheint das IVM sehr theoretisch und der Nutzen dieser Programmatiken
wird sicherlich deutlich unterschétzt (vAN DEN BERG and TAKKEN, 2009), aber ein Blick auf die
Tatsache, dass Krankheiten wie Malaria nicht nur einen menschlichen, sondern auch einen
enormen 6konomischen Aspekt, der die wirtschaftliche Entwicklung ganzer Staaten verhindert,
haben (SACHS and MALANEY, 2002), fihrt einen schnell zu der Erkenntnis, dass mehr als die bisher

40




Allgemeiner Teil

praktizierten VektorbekdmpfungsmaBnahmen erforderlich sind. Der Nutzen solcher Systeme lasst
sich auch daran erkennen, dass alle global erfolgreichen Industriekonzerne mit
prozessorientierten Qualitditsmanagementsystemen ihre Produktivitét steigern.

Wie schon erwahnt, stellt dieses Managementsystem keine neuen Methoden zur praktischen
Vektorbekdmpfung zur Verfligung, aber es sorgt durch den gezielteren kombinierten Einsatz der
bisher verfliigbaren Methoden gegen Larven und adulte Stechmiicken (Tabelle 6) fir eine gréBere
Effektivitdt im Kampf gegen die Infektionskrankheiten und liefert dariiberhinaus statistische Daten,
die anderen die Implementierung ihrer Programme erleichtern. Erste Beispiele der Anwendung
des IVM, z.B. in Sambia, zeigen groBe Erfolge (VAN DEN BERG and TAKKEN, 2009) und zur Zeit
unterstitzt die WHO weitere afrikanische Staaten beim Aufbau von IVM’s.
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2.5. Impragnierte Moskitonetze

Die Verwendung von Netzen oder netzartigen Gebrauchsgegenstdanden zur Abwehr von
Arthropoden I8sst sich bis in das 6. Jahrhundert vor Christus zurlickverfolgen und zieht sich wie
ein roter Faden durch die weitere Geschichte der Menschheit. Von den Agyptern iiber die Rémer
bis hin zu den Zeiten der Kolonialisierung und den Weltkriegen ist die Verwendung von
Moskitonetzen dokumentiert (LINDSAY and GIBSON, 1988). Der Einsatz von Moskitonetzen, die mit
Insektiziden impréagniert waren, beginnt wéhrend des 2. Weltkrieges, wo die Nutzung von
derartigen Netzen von russischen, amerikanischen und deutschen Soldaten beschrieben ist
(CURTIS et al., 1991). In den 50er Jahren wurden Moskitonetze mit DDT impragniert, als man
versuchte, die Malaria zu eliminieren. Nachdem man aber diese Programme weitgehend in der
Annahme einstellte, dass die Malaria ausreichend bekdmpft sei, gerieten die impragnierten
Moskitonetze bis zur Entdeckung der synthetischen Pyrethroide in Vergessenheit (LENGELER,
2004). Mit dem verstarkten Bemihen der WHO, zu Beginn der 90er Jahre, praventive MaBnahmen
zur Bek&mpfung der Malaria stérker zu etablieren, erwiesen sich mit Pyrethroiden impragnierte
Moskitonetze als eine der vielversprechendsten MaBnahmen zur Reduktion der Infektionsinzidenz
(TAKKEN, 2002). Heute ist die Anwendung von impragnierten Moskitonetzen eine der wichtigsten
Saulen der Malariabekdmpfung (WHO, 2003). Da insbesondere bei Kindern und schwangeren
Frauen die Mortalitdt besonders hoch ist, wird von der WHO das Ziel verfolgt, jeweils ein Netz fur
zwei Kinder im Alter von 0-5 Jahren und ein Netz fir jede schwangere Frau zur Verfligung zu
stellen.

Die Wirksamkeit impragnierter Moskitonetze wurde in vielen Studien nachgewiesen (WHO, 2007).
So wurde der Rickgang der Mortalitdt von Kindern im Alter von 1-59 Monaten um 42 % in einer
Studie in Gambia 1991 berichtet (ALONSO et al, 1991). Auch der Vergleich zwischen
herkémmlichen und impréagnierten Moskitonetzen wurde untersucht, mit dem Ergebnis, dass die
impragnierten Moskitonetze zu einer signifikant niedrigeren Mortalitdt flhren als die nicht
impréagnierten und dass durch den Tod der Vektoren auch Personen, die nicht Uber ein
Moskitonetz verfiigen, profitieren (D'ALESSANDRO et al., 1995). Neue Studien zeigen allerdings
auch, dass die Wirksamkeit der Insektizide durch Resistenzen nachléasst und der Auswahl des zur
Impréagnierung verwendeten Insektizides groBe Bedeutung zukommt (GU and NOVAK, 2009). An
dieser Problematik setzen auch die Forschungen, die in dieser Arbeit dargestellt werden, mit dem
Ziel an, neue und verbesserte Wirkungen auf die Vektoren zu erzielen. Neben der herausragenden
Wirksamkeit von impragnierten Moskitonetzen, sind diese darlberhinaus ausgesprochen
kosteneffizient und mit Kosten von 1,05 US Dollar pro geschutzter Person z.B. deutlich glinstiger
als IRS, das Kosten von 3,60 Dollar pro Person verursacht (WHO, 2007).

Zur Herstellung von Moskitonetzen kénnen verschiedene Materialien verwendet werden. Die
haufigsten sind Baumwolle, Nylon, Polyester, Polyethylen, Polypropylen und Mischgewebe aus
Baumwolle und den synthetischen Fasern. Zur weiteren Charakterisierung der Gewebe wird die
Maschenweite des Gewebes in Mesh und die Starke resp. das Gewicht des Garnes in Denier
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angegeben. Die Angabe der Maschenweite erfolgt gemaB WHO nach dem angloamerikanischen
System und gibt die Anzahl der Lécher pro ,square inch® an (1 inch = 25,4 mm). Denier
bezeichnet das Gewicht von 9000 Metern Garn in Gramm. In Abh&ngigkeit von Gewebetyp,
Maschenweite und Garngewicht weisen die Netze unterschiedliche Eigenschaften auf:

* Die verschiedenen Fasern haben eine unterschiedliche Kapazitdat in Bezug auf die
applizierbare Insektizidmenge.

e Weitere Maschenweiten erlauben eine bessere Luftzirkulation, erhbhen aber auch die
Gefahr, dass Stechmicken und andere kleine Vektoren wie Sandmicken und
Stechgnitzen durch die Maschen durchschlipfen kédnnen und sind meistens physikalisch
weniger belastbar.

* GroBere Garngewichte machen die Netze haltbarer, verursachen aber hohere
Herstellungskosten.

Das Ziel bei der Entwicklung der Netzmaterialien muss es sein, eine gelungene Kombination aus
Haltbarkeit, Atmungsaktivitdt und Inkorporierbarkeit von Insektiziden zu finden.

Fur die Impragnierung der Moskitonetze werden verschiedene Pyrethroide und unterschiedliche
Methoden der Impréagnierung eingesetzt. Tabelle 7 stellt die bislang von der WHO empfohlenen
und als sicher geltenden Pyrethroide dar, die sich in der Anwendung fiir die konventionelle
Impragnierung bewahrt haben. Aufgelistet sind die Konzentrationen der Wirkstoffe in den
Impragnierldsungen und die Zielkonzentrationen der Wirkstoffe angegeben als aktiver Inhaltsstoff
in mg/m? auf dem getrockneten Netzmaterial. Die unterschiedlichen Zielkonzentrationen auf dem
Netz liegen an den unterschiedlichen Wirkstirken der Substanzen, die i.A. auch mit ihrer

Humantoxizitat korrelieren.

Tabelle 7: Von der WHO empfohlene Insektizide fiir die konventionelle Impragnierung von
Moskitonetzen (WHO, 2007)

Insektizid Formulierung” Dosierung?
Alpha-Cypermethrin SC 10% 20-40
Cyfluthrin EW 5% 50
Deltamethrin SC 1%; WT 25% + binder” 15-25
Etofenprox EW 10% 200
Lambda-cyhalothrin CS 2,5% 10-15
Permethrin EC 10% 200-500

" EC = emulsifiable concentrate; EW = emulsion, oil in water; CS = capsule suspension; SC = suspension
concentrate; WT = water dispersable tablet.

2 Milligrams of active ingredient per square metre of netting.

9 K-0 TAB 1-2-3®

Bei der konventionellen Impragnierung werden die Netze entweder in eine wirkstoffhaltige Lésung
getaucht oder mit dem Wirkstoff bespriiht (FAULDE et al., 2010). Beim Tauchen kénnen die Netze
entweder einzeln oder mehrere Netze gleichzeitig impragniert werden. Grundsétzlich sollten die
Netze vor der Impragnierung gewaschen und getrocknet werden. Wa&hrend des
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Imprégniervorgangs ist darauf zu achten, dass alle Teile des Netzes vollstdndig mit der Flissigkeit
in Berlhrung kommen und beim Auswringen ist es wichtig, dass nicht zu viel Druck ausgetbt
wird, da dadurch wieder Wirkstoff ausgepresst wird (WHO, 2002). Die Trocknung der Netze kann
ausgebreitet auf dem Boden oder hdngend erfolgen. Mit derartig imprégnierten Netzen wird eine
3 Waschen)
Reimpréagnierung erforderlich ist (WHO, 2007). Problematisch bei dieser Form der Impréagnierung

effiziente Nutzungsdauer von 6- 12 Monaten (oder erreicht, bevor eine
ist die Sicherstellung des Verfahrens und der regelméaBigen Reimpragnierung durch den
Anwender. Ohne konkrete Hilfen, sowohl hinsichtlich der logistischen Versorgung mit den
Materialien als auch im Hinblick auf die Schulung die Anwender, sind fehlerhafte Anwendungen
vorprogrammiert und gefédhrden den Erfolg der MaBnahme. Dies sicherzustellen, ist im Ubrigen
eine der vielen Aufgaben eines integrierten Vektorenmanagements (siehe 2.4.).

Eine Weiterentwicklung auf dem Gebiet der impréagnierten Moskitonetze stellen die langwirkenden
Moskitonetze (LLIN) dar. Diese werden schon bei der Herstellung mit den Wirkstoffen impréagniert

und sind fuir die Anwendung von bis zu 5 Jahren ohne Reimpréagnierung ausgelegt (WHO, 2007).

Tabelle 8: Von der WHO empfohlene LLIN (WHO, 2011)

Status der WHO- | Publikationsstatus der
Pr ktnam Pr kt hreibun e
oduktname oduktbeschreibung Empfehlung WHO-Spezifikation
DawaPlus®2.0 Deltamethrin coated on polyester Interim Published
Alpha-cypermethrin incorporated into Interim Published
Duranet®
polyethylene
Interceptor® Alpha-cypermethrin coated on polyester Interim Published
Deltamethrin incorporated into Interim
LifeNet® -
polypropylene
Alpha-cypermethrin incorporated into Interim Published
MAGNet®
polyethylene
Deltamethrin incorporated into Interim Published
Netprotect®
polyethylene
Olyset® Permethrin incorporated into polyethylene Full Published
PermaNet®2.0 Deltamethrin coated on polyester Full Published
Deltamethrin coated on polyester with Interim Published
PermaNet®2.5
strengthened border
Combination of deltamethrin coated on Interim Published
olyester with strengthened border (side
PermaNet®3.0 POy 9 _ (
panels) and deltamethrin and PBO
incorporated into polyethylene (roof)
Alpha-cypermethrin incorporated into Interim Published
Royal Sentry®
polyethylene
Yorkool®LN Deltamethrin coated on polyester Interim Published

Die in Tabelle 8 aufgeflhrten LLIN stellen die mit Stand Juli 2011 von der WHO empfohlenen
Netze dar und zeigen die zur Zeit verwendeten Insektizide und Netzmaterialien. Alle LLIN
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bestehen aus synthetischen Fasern und der Uberwiegende Teil verwendet Typ Il Pyrethroide wie
Deltamethrin oder Alpha-Cypermethrin als Insektizid. Die angewandten Verfahren der Hersteller
zum Aufbringen der Wirkstoffe auf die Netze sind nicht genau bekannt, da es sich Ublicherweise
um patentierte Verfahren handelt. Wie schon erwé&hnt, sind diese Netze bereits impragniert wenn
sie den Anwender erreichen und mussen von ihm selbst nicht mehr behandelt werden. Wenn man
von einer Nutzungsdauer fiir ein solches Netz von etwa 5 Jahren ausgeht, ist im Idealfall auch
keine Reimprégnierung mehr erforderlich. Dies erhéht die Compliance der Anwender deutlich und
auch der logistische Aufwand wird reduziert, da nur die Netze an den Anwender abgegeben
werden mussen und nicht noch zuséatzliche Materialien zu Imprégnierung und Reimpragnierung.
Zusammenfassend ist zu konstatieren, dass die Verwendung von LLINs deutliche Vorteile
gegenlber der Verwendung von herkdmmlich impragnierten Moskitonetzen verspricht (WHO,
2007). Die WHO sieht aber unter anderem im Hinblick auf breiteres Spektrum an Wirkstoffen, um
Resistenzen entgegnen zu kénnen, und in Bezug auf die Wasch- und Abnutzungsresistenz
weiteren Forschungsbedarf zur Optimierung der LLINs. Im weiteren Verlauf dieser Arbeit werden

Ergebnisse dargestellt, die einen Beitrag zur Optimierung der Wirksamkeit von LLINs leisten.
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3. Materialien und Methoden

3.1. Extraktion und gaschromatographische Bestimmung

Die Bestimmung des Gehaltes an Insektiziden und Repellentien erfolgt nach Extraktion in einer
Soxhletaparatur oder zur Ermittlung des Arbeitsbereiches nach Extraktion im Ultraschallbad durch
Gaschromatographie mit massenselektiver Detektion. Die Auswertung erfolgt nach der Methode
der externen Kalibration unter Verwendung von drei internen Standards.

Bei der Kapillargaschromatographie werden die zu bestimmenden Analyten auf der Trennséaule
nach dem Prinzip der Verteilungschromatographie getrennt. Dazu werden die Analyten zun&chst
im Injektor verdampft und dann mit dem Trégergasstrom zur Trennséule transportiert. Dort
werden sie auf Grund unterschiedlicher Verteilungskoeffizienten und verschiedenen
Aufenthaltszeiten in der stationdren Phase unterschiedlich stark zurlickgehalten und gelangen
somit nacheinander zum Detektor (RUCKER et al., 2008). Bei der massenselektiven Detektion
werden die Analyten im Detektor zun&chst ionisiert, fragmentiert und anschlieBend nach ihrer
Masse getrennt. Im Falle des verwendeten Quadrupol Analysators erfolgt die lonisation durch
ElektronenstoB3 (El) mit einer Elektronenenergie von 70 eV und anschlieBendem Transport in ein
Hochfrequenzfeld, dass durch vier parallel angeordnete Metallstdbe erzeugt wird. In diesem Feld
gelangen nur lonen mit einem ganz bestimmten Masse-Ladungs-Verhéltnis zum Austrittsspalt und
werden detektiert. Durch Verdnderung der Spannung an den Metallstdben wird das
Hochfrequenzfeld verdndert und es gelangen andere lonen zum Austrittsspalt. Die Kopplung von
Gaschromatograph und Quadrupol Analysator wird auf Grund ihrer kurzen Registrierzeit und des
geringen Raumbedarfs haufig eingesetzt und vereinigt ein HochstmaB an Substanzspezifitdt und
Empfindlichkeit miteinander (RUCKER et al., 2008).

Abbildung 29: Agilent Gaschromatograph im Labor BGU/CTU des ZInstSanBw KOB
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3.1.1.Gerate und Hilfsmittel

* Gaschromatograph mit massenselektivem Detektor (Abbildung 29)

Agilent Gaschromatograph 6890N, Agilent Technologies, Waldbronn

Agilent Mass Selective Detektor 5973 Network

Gerstel MPS 2 Multi Purpose Sampler, Gerstel GmbH & Co. KG, Mhlheim / Ruhr
Trennsdule Phenomenex Zebron ZB-5MS, Lédnge 30m, Innendurchmesser 25mm,
Filmdicke 25pm, T, 325/ 350°C isotherm/Temperaturprogramm

Trennsdule Phenomenex Zebron ZB-5HT Inferno, LAnge 30m, Innendurchmesser

25mm, Filmdicke 25pm, T,,.,400/ 430°C isotherm/Temperaturprogramm

* Elektronische Analysenwaage Sartorius ME 235-P Genius, Sartorius AG, Gottingen

* Ultraschallbad Sonorex Digital 10 P, Bandelin Electronic GmbH & Co. KG, Berlin

* Laborschittler horizontal, Edmund Biihler GmbH, Hechingen

* Mehrstellenmagnetrihrer IKAMAG RT 10 Power, IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen

* Reihenwasserbad Typ 1041, GFL mbH Burgwedel

* Soxhletapparatur bestehend aus

e}

e}

Ruckflussklinler NS 45/40
Soxhlet-Aufsatz 30 ml, NS 29/32, Lenz
Reduzierstiick NS 45/40 auf NS 29/32

Extraktionshiilsen 18 x 55mm aus Cellulose, Whatman

* Messkolben mit Kegelschliffhiilse und Glasstopfen; diverse Volumina

* Becherglaser; verschiedene GroBen

* Erlenmeyerkolben; verschiedene GroBen

* Reagenzglaser 30 ml mit Schliffstopfen

* Vollpipetten; diverse Volumina

¢  Rundkolben 100 ml

¢ Hamiltonspritzen; diverse Volumina

* Pasteurpipetten, Glas
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* Glaswéageschiffchen

* Mikrospatel

* Schneidwerkzeuge (Skalpell und Schere)

* Schneidunterlage aus Glas

e Metallschablone 1dm? (Sonderanfertigung zur Bestimmung der flichenbezogenen Masse)

* Digitale Schieblehre, Messbereich 0 — 150 mm, Auflésung 0,01 mm, Genauigkeit + 0,03
mm (> 100 - 200 mm), Fa. Th. Geyer

* Schutzhandschuhe, Baumwolle

* Pinzette

* Vials flr Gaschromatographie

* Bodrdelzange

* Boérdelkappen

e Siedeperlen

3.1.2.Referenzsubstanzen und Chemikalien

¢ Referenzsubstanzen:

N,N Diethyltoluamid (DEET), CAS-Nr. 134-62-3, ACROS (114571000)

- Insektrepellent 3535 (IR 3535), CAS-Nr. 52304-36-6, Merck (1.11887.0100)

- Etofenprox (EFPX), CAS-Nr. 80844-07-1, Dr. Ehrenstorfer (C 13363000)

- Cis-Permethrin (CPM), CAS-Nr. 61949-76-6, Dr. Ehrenstorfer (C 15990100)

- Trans-Permethrin (TPM), CAS-Nr. 61949-77-7, Dr. Ehrenstorfer (C 159902000)
- Deltamethrin (DMT), CAS-Nr. 52918-63-5, Dr. Ehrenstorfer (C 121200000)

- Cyfluthrin (CYFL), CAS-Nr. 68359-37-5, Dr. Ehrenstorfer (C 118500000)

- Piperonylbutoxid (PBO), CAS-Nr. 51-03-6, Dr. Ehrenstorfer (C 16240000)

- Diethylhexylphthalat (DEHP), CAS-Nr. 117-81-7, Dr. Ehrenstorfer (C 16173000)
- Isobutylparaben (IBP), CAS-Nr. 4247-02-3, ABCR (180384)

- Fenvalerat (FVL), CAS-Nr. 51630-58-1, Dr. Ehrenstorfer (C 13630000)
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* Toluol SupraSolv® fir Gaschromatographie, CAS-Nr. 108-88-3, Merck KGaA, Darmstadt
* N-Hexan SupraSolv® fir Gaschromatographie, CAS-Nr. 110-54-3, Merck KGaA,

Darmstadt

3.1.3.Durchfuhrung

Nach Ankunft der Probe im Labor ist diese bis zur Bearbeitung dunkel, kihl und trocken zu
lagern. Das Berlhren der Proben mit ungeschiitzten H&nden soll auf Grund des Produktschutzes
vermieden werden, weshalb bei der Probenvorbereitung Baumwollhandschuhe zu tragen sind. Im
Rahmen der Probenvorbereitung wird zunachst die flachenbezogene Masse der Probe bestimmt.
Dazu werden aus dem Probenmaterial mit Hilfe der Metallschablone 1dm? mindestens zwei
Prifmuster ausgeschnitten und die Kantenlangen der Stiicke mit der elektronischen Schieblehre
kontrolliert. Das Ausschneiden der Netze erfolgt im glattgestrichenen ungespannten Zustand; die
zulassige Abweichung der Kantenldngen betrdgt + 1Tmm. Die Stiicke werden anschlieBend auf der
Analysenwaage gewogen und der Mittelwert als flichenbezogene Masse (DIN, 1997) fUr spéatere
Berechnungen verwendet. Je nach Menge des Probenmaterials wird die Mischprobe entweder
aus dem gesamten Probenmaterial oder durch Entnahme von Einzelproben an verschiedenen
Stellen eines groBen textilen Flachengebildes hergestellt. Das Netzmaterial wird zunachst in
Streifen geschnitten und anschlieBen durch Querschneiden in Quadrate geteilt. Diese Quadrate
sollen eine Kantenldnge von maximal 4mm haben, damit eine gute Homogenisierung der Probe
erreicht werden kann. Nach dem Durchmischen der Probe kann mit der Probenaufarbeitung
(Abbildung 30 linke Seite) begonnen werden.

Fir die Extraktion werden ca. 0,5 g (kann in Abhangigkeit von der Probe variiert werden) des
homogenisierten Probenmaterials auf der Prazisionswaage in eine Extraktionshilse eingewogen.
Flr jede Probe wird dabei eine Doppelbestimmung durchgefiihrt. Die Extraktionshiilse wird in den
Soxhletaufsatz gegeben und mit dem Rckflusskihler und einem 100 ml Rundkolben, der mit 90
ml n-Hexan, den internen Standards und einigen Siedesteinen befillt ist, auf dem
Reihenwasserbad befestigt. Das Wasserbad wird auf ca. 95°C erhitzt und nach dem ersten
Umlauf des Extraktionsmittels wird die Probe fiir 4 Stunden quantitativ extrahiert. Nach Ablauf der
Zeit lasst man die Extraktionsapparatur auf Raumtemperatur abkihlen und Uberfihrt den Extrakt
quantitativ unter Nachspdulen in einen 100 ml Messkolben, welcher anschlieBend bis zur Marke mit
n-Hexan aufgeflillt wird. Die so erhaltene Lésung kann direkt zur Messung am
Gaschromatographen eingesetzt werden. In Abhangigkeit von der Analytenkonzentration in der
Probe kann entweder die Messlésung verdinnt oder der Kalibrierbereich angepasst werden.
Wenn bei einer Probe keine Informationen zur Konzentration der Analyten vorliegen, wird in einer
verkirzten Extraktion der ungefédhre Gehalt der Analyten in der Probe bestimmt. Dazu wird etwa 1
g der Probe auf der Prazisionswaage in einen Erlenmeyerkolben eingewogen und mit etwa 45 mi
Toluol und internem Standard versehen. Der Erlenmeyerkolben wird mit einem Glasstopfen fest
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verschlossen und die Probe fir 20 Minuten auf dem Horizontalschittler mit 150
Horizontalumdrehungen pro Minute extrahiert. Im Anschluss wird die Probe fir weitere 20
Minuten im Ultraschallbad extrahiert. Der Extrakt wird anschlieBend in einen 50 ml Messkolben
Uberfuhrt und bis zur Marke mit Toluol aufgefiillt. Die so erhaltene Lésung ist ggf. nach Filtration
zur Analyse am Gaschromatographen geeignet.

Einwaage Probe Einwaage Referenz

Extraktion Verdiinnung Referenz

GC-MS Probe GC-MS Referenz

Ergebnis

Abbildung 30: Flussdiagramm zur Darstellung des Ablaufes der quantitativen Bestimmung aktiver
Inhaltsstoffe
Alternativ zu der oben beschriebenen Extraktion kann bei geringeren Analytkonzentrationen ein

Extraktionsverfahren angewandt werden, dass etwa 95 % der aktiven Inhaltsstoffe erfasst und
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einen kirzeren zeitlichen Aufwand erfordert. Fir dieses Extraktionsverfahren werden ca. 1g des
homogenisierten Probenmaterials mit Hilfe der Analysenwaage in ein 30 ml Reagenzglas mit
Schiliff eingewogen und mit 10 ml Toluol und internem Standard versetzt. AnschlieBend wird die
Probe jeweils 10 Minuten auf dem Magnetrihrer und 10 Minuten im Ultraschallbad extrahiert. Der
Extrakt wird in einen 50 ml Messkolben Uberfihrt. Dieser Vorgang wird weitere viermal wiederholt
und zum Abschluss der Messkolben bis zur Marke mit Toluol aufgefiillt. Die Lésung kann ggf.
nach Filtration zur Bestimmung der Analyten auf den Gaschromatographen gegeben werden.

In der Entwicklung der Methode wurden die Verfahren gegentiibergestellt und kritisch betrachtet.
Das Verfahren der Soxhletextraktion dauert zwar am langsten und erfordert bei vielen Proben
einen groBen Einsatz an Glasgeraten, hat aber wahrend der Extraktion den Vorteil, dass das
Verfahren ohne weitergehende Betreuung erfolgen kann. Darliberhinaus gewé&hrleistet nur dieses
Verfahren die vollstdndige Extraktion aller aktiven Inhaltsstoffe aus der Probe.

Der nachste Schritt ist die Messung der Proben am Gaschromatographen, wobei zunachst der
qualitative Nachweis der Analyten im Scan-Modus gefiihrt wird. AnschlieBend erfolgt die
quantitative Bestimmung der Analyten im Single lon Monitoring (SIM). Die Parameter der Messung
sind in Tabelle 9 aufgelistet.

Tabelle 9: Gerdteparameter fiir die Messung der Proben am Gaschromatographen im SIM.

Autosampler Spritze 10 pl
Sample Parameters Injection Volume 1 pl
Injection Speed 20 pl/s
Fill Volume 3,0 ul
Viscosity Delay 20s
Air Volume 2,0 ul
Pre Injektion Delay 20s
Injektion Penetration 43 mm
Vial Penetration 30 mm
Cleaning Parameters Preclean Sample 2
Preclean Solvent 5
Postclean Solvent 3
Eject Speed 50 pl/s
Injektor Modus Splitless
Initial temperature 270°C
Pressure 8,64 psi
Purge flow 30,1 ml/min
Purge time 1,25 min
Total flow 34,0 ml/min
Gas saver On
Saver flow 15,0 ml/min
Saver time 2,00 min
Gas type Helium
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Ofen Initial temperature 75°C
Maximum temperature 350°C
Initial time 0,00 min
Equlibration time 0,50 min
Post temperature 75°C
Post time 0,00 min
Run time 32,07 min
Rampen # | Rate[°/min] | Final Final
temp. time
1 | 15,00 180 6,00
2 | 75,00 260 9,00
3 | 20,00 350 4,50
Transfer Line Initial temperature 280°C
Initial time 0,00 min
Detektor MS Acquisition Parameters
Tune file atune.u
Acquisition Mode SIM
Solvent Delay 6,00 min
EM absolute false
EM Offset 24
Resulting EM Voltage 1447 1
Detektor off 29,0 min

SIM Parameters
Group 1 Group ID
Resolution

lons (m/z), (Dwell time)
Group 2 Group ID
Resolution

Group Start Time

lons (m/z), (Dwell time)
Group 3 Group ID
Resolution

Group Start Time

lons (m/z), (Dwell time)
Group 4 Group ID
Resolution

Group Start Time

lons (m/z), (Dwell time
MS Zones

MS Quad

MS Source

DEET/IR 3535/1BP

low

84,119, 121, 130, 138, 172, 190, (75)
DEHP/PBO

low

14,70 min

149, 167, 176, (75)
CPM/TPM/EFPX/CYFL

low

19,50 min

135, 163, 167, 183, 197, 206, (75)
FVL/DMT

low

23,60 min

167, 181, 253, (75)

150°C maximum 200°C
230°C maximum 250°C
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Die Gerateparameter der SCAN-Methode fiir die Identifizierung der Analyten sind mit denen der
SIM-Methode bis auf die Detektoreinstellungen identisch. Der Detektor zeichnet fiir die qualitative
Bestimmung das Massenspektrum zwischen 35 und 450 amu bei einem Threshold von 150 auf.

3.1.4.Auswertung

Fiur die Auswertung werden die Flachen der Analyten durch die Flachen der zugehdrigen internen
Standards dividiert und die so erhaltene relative Flache in die, aus der Kalibration des Analyten
erhaltene, Regressionsfunktion eingesetzt und unter Beriicksichtigung der Verdiinnung und der
flichenbezogenen Masse (DIN, 1997) der Gehalt des Analyten in Miligramm pro Quadratmeter
Moskitonetz berechnet.

c[ug/ml]-100,-F - FBM [g/dm?]-100,,
Einwaage [g] - 1000,,

Gehalt Analyt [mg/m?] =

mit c Konzentration des Analyten in der Messlésung in pg/ml. Berechnet mittels externer
Kalibration und linearer Regression der eingesetzten Standardsubstanz.
F VerdlUnnungsfaktor bei Verdiinnung der Probe nach der Extraktion.
FBM Flachenbezogene Masse des Moskitonetzes in g/dm?.
100, Umrechnung von 1 ml Messlésung auf 100 ml Probel6ésung.
100, Umrechnung von Quadratdezimeter auf Quadratmeter Moskitonetz
1000,, Umrechnung von ug auf mg Probe.

Die Erstellung der Regressionsfunktion erfolgt mit einem MS Excel — Datenblatt und / oder des
von Dr. Hauke Petersen (Zentrales Institut des Sanitétsdienstes der Bundeswehr Kiel)
entwickelten auf Excel basierenden Rechentools SAAD (Statistische Auswertung von
Analysendaten). Beide Rechenwege wurden gegenlbergestellt und flihren zu denselben
Ergebnissen. Im Weiteren werden die Ergebnisse gegebenenfalls grafisch oder tabellarisch
aufgearbeitet. Die qualitative Bestimmung der Analyten erfolgt Uber den Vergleich der
Retentionszeiten der Peaks und den Vergleich des Massenspektrums des Analyten mit einem
Referenzspektrum. Nur wenn beide Vergleiche Ubereinstimmen, wird die Identitat der Substanz
als bestétigt angesehen.

3.2. Bestimmung der insektiziden Aktivitat

Zur Bestimmung der insektiziden  Aktivitdt der untersuchten  Substanzen und
Substanzkombinationen wurde der durch die WHO beschriebene ,,Cone Test* (WHO, 2005) in
leicht modifizierter Form eingesetzt (FAULDE et al., 2010). Die mit diesem Test erzielten Ergebnisse
geben Aufschluss Uber Wirkstarke und Wirkgeschwindigkeit der insektiziden Agenzien und
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werden angegeben als 100 % Knockdown - und 100 % Kill — Aktivitdt (FAULDE et al., 2003;
HOFFMANN, 1995).

3.2.1.Materialien und Hilfsmittel

* Versuchstiere: 5-8 Tage alte erwachsene weibliche Gelbfiebermicken der Gattung Aedes
aegypti, die noch keine Blutmahlzeit zu sich genommen hatten. Die Gewinnung der
Versuchstiere erfolgte aus Eiern des lber 40 Jahre alten ,Berlin —Stammes® von Aedes
aegypti, die vom Umweltbundesamt (Berlin, Deutschland) bezogen wurden. Fir die
Anzucht wurden die Eier in destilliertem Wasser suspendiert und nach der Entwicklung
zum Larvenstadium mit homogenisiertem Fischfutter (Tetramin) bis zum Erreichen des
adultem Stadiums gefittert. Die adulten Stechmicken wurden mit 10 %iger
Saccharoselésung bis zur Versuchsdurchfihrung gefittert. Wahrend der gesamten
Entwicklungszeit wurde ein Klima von 27°C und 70 % relativer Luftfeuchtigkeit
aufrechterhalten. Uber die gesamte Studie wurde mit einem Tag-Nacht Rhythmus von 12
Stunden Helligkeit und 12 Stunden Dunkelheit gearbeitet.

* Glastrichter mit 13 cm Durchmesser

* Reagenzglaser

* Stoppuhren

* 0,1 molare Natriumhydroxidlésung

» Zellstoff

* Imprégnierte Netzmaterialien der GréBe 25 x 25 cm

* Unimpragniertes Netzmaterial der GréBe 25 x 25 cm

* |nerte Plastikunterlagen

* 10 % Saccharoselésung

* Fischfutter

3.2.2.Durchfuhrung

Bei der Durchflihrung des ,Trichtertests” (,Cone Test“) werden die zu untersuchenden textilen
Flachengebilde einlagig auf eine inerte Plastikfolie gelegt und mit einem Glastrichter (13 cm
Durchmesser) bedeckt. Um die Flucht der Testtiere zu verhindern, wird der obere Trichterrand mit
gerolitem Zellstoff verschlossen. Dieser Verschluss garantiert einen ausreichenden
Sauerstoffaustausch, verhindert aber das Entweichen der Testarthropoden. In gleicher Weise, wie
die zu untersuchenden textilen Flachengebilde, wird ein unbehandeltes Moskitonetz bei jeder
Versuchsreihe mitgefihrt und das Verhalten der Testarthropoden in diesem ,Blindversuch®
beobachtet. Nur wenn bei diesem ,Blindversuch® keine adversen Effekte auf die eingesetzten
Testarthropoden zu beobachten sind, kénnen die Ergebnisse verwendet werden. Die Glastrichter
werden vor der Verwendung mit 0,1 N Natriumhydroxidlésung dekontaminiert und anschlieBend

mit Wasser abgewaschen. In diesen Versuchsaufbau werden pro Ansatz 10 adulte weibliche
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Stechmicken der Gattung ,Aedes aegypti“ eingebunden. Dazu werden die Testtiere mit einem
Reagenzglas eingefangen und zur Reduktion der Mobilitat flir 30 Minuten einer Temperatur von
10 °C ausgesetzt. AnschlieBend werden sie Uber die obere Trichter6ffnung auf die Probe
aufgebracht und die Trichter6ffnung wieder mit Zellstoff verschlossen. Wahrend des Versuches
werden die Testarthropoden mdglichst
permanent dem textilen Flachengebilde
ausgesetzt. Dies geschieht dadurch, dass
die Testtiere bei dem Versuch auf der
Glaswandung oder dem Zellstoff zu landen,
durch leichtes Klopfen wieder auf das
Probenmaterial gezwungen werden.
Wahrend des gesamten
Versuchszeitraumes wird das Verhalten der
Testarthropoden beobachtet und die Anzahl
Abbildung 31: Versuchsaufbau des , Trichtertests“ mit

der Gelbfiebermiicke Aedes aegypti im Labor des
ZinstSanBw Koblenz LA | Testarthropoden dokumentiert. Der Versuch

der immobilisierten und der toten

wird beendet, wenn alle Testarthropoden
getdtet sind oder wenn ein Zeitraum von 24 Stunden verstrichen ist. Nach Beendigung des
Versuches werden die Versuchstiere gesammelt und fachgerecht entsorgt. Die Glastrichter
werden autoklaviert und kénnen danach wieder verwendet werden; die Plastikunterlagen werden
zur Vermeidung von Kreuzkontaminationen entsorgt. Jede Versuchsserie wurde mindestens als

Doppelbestimmung durchgefiihrt.

3.2.3.Auswertung

Die Auswertung der ,Trichtertests“ erfolgt Uber die gemessenen Zeiten bis zur Unfahigkeit aller
Testarthropoden, sich zu bewegen oder zu fliegen (100% Knockdown time) (FAULDE et al., 2003;
HOFFMANN, 1995) und des Beginns einer permanenten Rickenlage ohne weitere Bewegung der
Testarthropoden als 100 % Kill time (FAULDE et al., 2010). Die Bewertung der erhaltenen Daten
erfolgt nach Berechnung der Standardabweichung mit Hilfe von statistischen Testmethoden,
welche die Signifikanz der Ergebnisse feststellen. Die Aufbereitung der Ergebnisse erfolgt dariiber
hinaus graphisch oder tabellarisch.
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Abbildung 32: Aufnahme eines adulten Weibchens der
Gattung Aedes aegypti nach Exposition mit einem
impragnierten Moskitonetz. Das Versuchstier liegt auf
dem Riicken und zeigt keinerlei Bewegungsaktivitat.
Tiere in dieser permanenten Riickenlage zeigen einen
irreversiblen ,,Kill-Effekt“ und werden als tot bewertet.

3.3. Bestimmung der Repellentaktivitat

Um die Effizienz der textilen FlAchengebilde, Stechmiicken von der Haut fernzuhalten, zu testen,
wurden diese in einem ,Arm in Cage“-Test auf ihre Repellentaktivitdt untersucht. Diese haufig fir
dermal applizierbare Repellents angewendete Testanordnung (GRIFFIN and LAGAKOS, 2008;
MASETTI and MAINI, 2007) wurde flir diese Arbeit als Simulation eines worst-case Szenarios
gewahlt, um den Schutz der textilen Flachengebilde vor stechenden Micken zu beurteilen. Mit
Hilfe dieses Testansatzes k&nnen verschiedene Endpunkte analysiert werden. Neben dem
Durchstichschutz ist das unter anderem das Auftreten eines ,Deterrent-Effekis” (Abschreckung
der Insekten durch verschiedene parallele Wirkungs- und Verarbeitungsmechanismen (FAULDE,
2001; FAULDE, 2010)), eines ,Space-Effekts” (Vermeidung eines direkten Kontaktes mit den
impragnierten textilen Fl&chengebilden sichtbar durch einen Abstand zwischen den
Versuchstieren und dem impréagnierten Material (FAULDE et al., 2010)), eines ,Hot-Feet-Effekts”
(Verringerung der Verweildauer der Insekten auf den textilen Flachengebilden mit dem Eindruck,
dass der Kontakt mit dem Netz durch Anheben der Beine verringert wird (APPEL et al., 2008;
FAULDE et al., 2010)) und einer 100%igen Landungsprotektion (Vollstidndiges Ausbleiben von
Landungen der Versuchstiere auf dem textilen Fldchengebilde Uber einen definierten Zeitraum
(FAULDE et al., 2010)). Wegen des hohen Einsatzes an Testtieren, kann diese Testanordnung nur
begrenzt eingesetzt werden.

3.3.1.Materialien und Hilfsmittel

* Versuchstiere: Pro Versuch etwa vierhundert 5-20 Tage alte, weibliche Gelbfiebermtcken
der Art Aedes aegypti, die noch keine Blutmahizeit zu sich genommen hatten. Die
Gewinnung der Versuchstiere erfolgte aus Eiern des Uber 40 Jahre alten ,Berlin -
Stammes” von Aedes aegypti, die vom Umweltbundesamt (Berlin, Deutschland) bezogen
wurden. Fir die Anzucht wurden die Eier in destilliertem Wasser suspendiert und nach der

Entwicklung zum Larvenstadium mit homogenisiertem und zerkleinertem Fischfutter

56



Materialien und Methoden

(Tetramin) bis zum Erreichen des Stadiums der adulten Stechmucke gefiittert. Die adulten
Stechmicken wurden mit 10 %iger Saccharoselésung bis zur Versuchsdurchfiihrung
gefuttert. Wahrend der gesamten Entwicklungszeit wurde ein Klima von 27°C und 70 %
relativer Luftfeuchtigkeit aufrechterhalten. Uber die gesamte Studie wurde mit einem Tag-
Nacht Rhythmus von 12 Stunden Helligkeit und 12 Stunden Dunkelheit gearbeitet.

* Testkafige: 40 x 60 x 40 cm aus weiBem Teflon mit einem Deckel aus Plexiglas. An der
Vorderseite befindet sich eine Offnung mit einem Einlass aus Baumwolle und an den
Seiten sind jeweils 40 x 25cm groBe Offnungen angebracht, die dem Luftaustausch dienen
und mit stechmiickensicheren sehr feinen Netzen verschlossen sind (Abbildung 33). Der
Einlass dient gleichermaBen dem Schutz unbedeckter Hautareale und der Verhinderung
des Entkommens der Testtiere aus dem Kafig.

* Laborhandschuhe

* Gummibander zum Fixieren der textilen Flachengebilde

* Stoppuhr

* Testtextilien der GroBe 35 x 25 cm

* Nicht impragniertes Testmaterial als Negativkontrolle (25 x 35 cm)

Abbildung 33: Aufnahme eines Kéfigs wahrend der Durchfilhrung eines Test zur Bestimmung der
Repellentaktivitat
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3.3.2.Durchfuhrung

Zur Durchflihnrung des Versuches wird zundchst das nicht impréagnierte Testmaterial mit einem
Gummiband und einem Laborhandschuh am Oberarm befestigt und in den Testkafig eingeflihrt
(Abbildung 33). Wenn die Testarthropoden auf dem Material landen und Stichversuche
unternehmen wird der Arm wieder aus dem Kafig entfernt und die Versuchsanordnung als ,ready
to use” angenommen. AnschlieBend wird das zu untersuchende Testmaterial in gleicher Weise
am Oberarm befestigt und zur Exposition in den Testkéfig eingefiihrt. Mit Exposition des Armes
im Testkafig wird die Stoppuhr gestartet und der Arm fir finf Minuten im Kafig belassen.
Waéhrend der Exposition des Armes gegenlber den Testarthropoden wird darauf geachtet, dass
der Arm moéglichst permanent in der selben Position gehalten wird. Insbesondere hektische
Bewegungen, welche die Testarthropoden vertreiben kénnten, sind unbedingt zu vermeiden. Das
Verhalten der Testarthropoden wird tber den gesamten Zeitraum beobachtet und per Foto und
Video dokumentiert. Nach finf Minuten wird der Arm wieder aus dem Kéafig genommen, wobei
darauf zu achten ist, dass keine Testarthropoden den Kafig verlassen. Nach Entfernen des
Testmaterials wird das Verhalten der Testarthropoden wéhrend des Versuches schriftlich
dokumentiert und die Gesamtanzahl der Stiche auf dem Arm wird gez&hlt.

3.3.3.Auswertung

Fir die Auswertung der Versuchsanordnung werden aus den dokumentierten Parametern
verschiedene Endpunkte verglichen. Ein Landungsschutz von 100 % wird nur dadurch erreicht,
dass innerhalb von finf Minuten keine Testarthropode auf dem Testmaterial gelandet ist. Dieser
Parameter wird als ,Ja oder Nein® - Entscheidung dokumentiert. Aus der Anzahl der gelandeten
Testarthropoden kann aber dennoch eine Abstufung des Landungsschutzes vorgenommen
werden. Weiterhin wird die Anzahl der Stiche auf dem Arm gezahlt und der Durchstichschutz des
textilen Flachengebildes beurteilt. Wenn auf dem Arm keine Stiche nachweisbar sind, wird fir die
Textilie ein 100 % Durchstichschutz (FAULDE et al., 2010) postuliert. Dieser Durchstichschutz
korreliert im allgemeinen mit dem Landungsschutz, was aber nicht bedeutet, dass ein 100 %
Durchstichschutz auch einen 100 % Landungsschutz aufweisen muss. Aus dem Verhalten der
Testarthropoden kann ebenfalls der Repellenteffekt (hier ,,space-repellency”) beurteilt werden.
Dieser ist dadurch gekennzeichnet, dass die Versuchstiere schon deutlich vor der Oberfldche des
Testmaterials zurlickgehalten werden und wird als ,,Space-Effekt” bezeichnet. Dieser Effekt ist je
nach Beschaffenheit des Testmaterials mehr oder weniger deutlich und wird abgestuft bewertet.
Als weiterer Endpunkt wird der ,Hot-Feet-Effekt“ (APPEL et al., 2008) beobachtet. Bei der Landung
auf dem Testmaterial wird beobachtet, ob die Versuchstiere versuchen den Kontakt mit dem
Testmaterial zu vermeiden oder auch wieder davonfliegen, ohne einen Stechversuch zu
unternehmen. Dieser Effekt ist bei Pyrethroiden als Symptom ihrer neurotoxischen Eigenschaften
bekannt und wird hinsichtlich seiner Starke beurteilt. Die beobachteten Endpunkte werden
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dokumentiert und mit den analytischen Ergebnissen sowie den Ergebnissen der insektiziden
Aktivitat korreliert.

3.4. Durchfuhrung der Waschversuche

Vor der Durchfiihrung der Waschversuche galt es zundchst zu definieren, wie das
Waschverfahren durchzuflihren ist. Waschversuche mit impréagnierten Moskitonetzen kénnen mit
dem Standardwaschverfahren der WHO (WHO, 2005) durchgeflihrt werden. Dabei handelt es sich
um eine Versuchsanordnung, die im LabormaBstab durchgefihrt wird und bei der die
Netzmaterialien in einem Becherglas mit einer definierten Menge an demineralisiertem Wasser
und Seife (Savon de Marseille) flir einen definierten Zeitraum gerhrt und anschlieBend ausgesplilt
wird. Der Vorteil dieser Versuchsanordnung ist die Vergleichbarkeit von Waschversuchen
unterschiedlicher Laboratorien. Der Nachteil dieses Verfahrens ist allerdings der fehlende
Realitdtsbezug. Egal ob Hand- oder Maschinenwéasche, bei beiden Waschverfahren ist die
mechanische Belastung des Netzmaterials deutlich héher als bei dem Standardwaschverfahren
der WHO, so dass realistische Vorhersagen zur tatsdchlichen Waschresistenz des
Impréagnierungsverfahrens nicht getroffen werden kénnen. Da es aber Ziel der Versuche war, ein
mdglichst realistisches Bild zu generieren, wurden die Netzmaterialien in Anlehnung an die DIN
EN 1SO 6330 (DIN, 2011) — Nichtgewerbliche Wasch- und Trocknungsverfahren zur Prifung von
Textilien — gewaschen. Die Bedingungen unter denen die Waschversuche durchgefiihrt wurden,
werden nachfolgend beschrieben.

3.4.1.Materialien und Hilfsmittel

* Handelstbliche Waschmaschine mit Kurzprogramm 30 min
* Wasser geringer bis mittlerer Harte, eingestellt mit Wasserenthartungsanlage auf ca. 7° dH

* 2 kg Beiladung aus 100 % Baumwolle

* Phosphatfreies Waschmittel ohne optische Aufheller und ohne Enzyme (Taxat Color®, das
fur das Waschen impragnierter Uniformen der Bundeswehr vorgeschrieben ist)

* Trockengestell, das ein Trocknen der Probenmaterialien im Liegen ermdéglicht

* Garn verschiedener Farben zum Kennzeichnen des Probenmaterials

* Probenmaterial, dass in Abhangigkeit von der Anzahl der durchzufiihrenden Waschgange
eine entsprechende GréBe aufweisen muss

* Plastikbeutel, wiederverschlieBbar

3.4.2.Durchfuhrung

Das zur Untersuchung anstehende Probenmaterial wird zur besseren ldentifikation mit einem
Haushaltsgarn farbig gekennzeichnet. AnschlieBend wird jede Probe einzeln mit 2 kg Beiladung
unter Zusatz von 10 g Waschmittel in der Waschmaschine gewaschen. Die Wassertemperatur
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betrug 30° C; das Waschprogramm hatte eine Laufzeit von 30 min inklusive Spllen und
Schleudern bei 800 Umdrehungen/Minute. Unmittelbar nach dem Waschvorgang wird die Probe
aus der Waschmaschine entnommen, glattgestrichen und liegend fir 2,5 Stunden getrocknet.
Nach dem so beendeten Waschgang, werden von der Probe in Abhangigkeit von den
anstehenden Untersuchungen Aliquote von 20 x 20 cm fir die chemische Analytik und 25 x 35 cm
fir die biologischen Verfahren entnommen. Die Art und Zahl der zu entnehmenden Proben ist
einem vor der Priifung zu erstellenden Priifplan zu entnehmen (Abbildung 34). Die entnommenen
Proben werden in beschriftete, wiederverschlieBbare Plastiktiten verpackt und bis zur
Untersuchung lichtgeschitzt aufbewahrt. Um Kreuzkontaminationen zu vermeiden und die
Verschleppung von aktiven Inhaltsstoffen auszuschlieBen, wird ein nicht impréagniertes Netz
ebenfalls gewaschen. Die Beurteilung dieses Netzes findet am Ende des ersten Waschganges
statt. Wenn zu diesem Zeitpunkt keine Verschleppung zu beobachten ist, wird angenommen,
dass auch zu einem spateren Zeitpunkt keine Kontamination durch das Waschverfahren
stattfindet.

3.4.3.Auswertung

Zur Bewertung der Waschversuche werden die in diesem Teil unter 3.1 und 3.2 beschriebenen
Methoden gemeinsam verwendet. Mit Hilfe des gaschromatographischen Analysenverfahrens
wird die durch das Waschen verursachte Abnahme des Gehaltes an wirksamen Inhaltsstoffen
gemessen und durch die Bestimmung der insektiziden Aktivitdt wird der Einfluss dieser
Konzentrationsabnahme in den textilen FlAchengebilden auf die Arthropoden bestimmt.

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen werden miteinander korreliert und graphisch aufgetragen,
so dass die Aktivitat unterschiedlicher textiler Flachengebilde in Abh&ngigkeit von der Anzahl der
Waschgange festgestellt werden kann. Wichtigster Endpunkt fiir diese Versuchsanordnung ist die
Beurteilung der Waschresistenz des untersuchten Materials. Dabei ist allerdings nicht zu
erwarten, dass die Materialien vdllig inert gegeniber Wasser, Tensiden und mechanischer
Belastung reagieren, sondern es ist wichtig herauszufinden, welches Material mit welchem
Impréagnierungsverfahren die hdchste Stabilitdt und Waschresistenz aufweist und bei welchem die
hdchste Residualaktivitat festzustellen ist.
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Abbildung 34: Beispiel eines Prifplanes zur Durchfiihrung eines Waschversuches
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4. Ergebnisse

4.1. Entwicklung und Validierung einer Methode zur
gaschromatographischen Bestimmung der aktiven Anteile von
Repellentien und Insektiziden in textilen Bedarfsgegenstanden

Die Schwierigkeit bei der Entwicklung der Methode bestand zum einen in der Erfordernis eine
Multimethode flr alle zu untersuchenden Substanzen zu entwickeln, und zum anderen das
Extraktionsverfahren derart zu gestalten, dass die vollstédndige Extraktion der aktiven Inhaltsstoffe
gewahrleistet ist. Das Verfahren sollte darlberhinaus problemlos auf andere Laboratorien
Ubertragbar sein, um eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse und eine breite Anwendbarkeit zu
ermdglichen. Dazu sollte das verwendete Verfahren und die vorzuhaltende Ausstattung nicht zu
speziell sein, sondern sich an Ublicherweise vorhandener Laborausstattung orientieren.
Hinsichtlich des analytischen Verfahrens musste die Entscheidung zwischen einem flissig- und
einem gaschromatographischen Verfahren getroffen werden. Sowonhl flir Pyrethroide als auch flr
Diethyltoluamid sind beide Verfahren in der Literatur beschrieben (ABU-QARE and ABOU-DONIA,
2001; CHERSTNIAKOVA et al., 2006), wobei es sich in diesen Fallen um Methoden der
Rickstandsanalytik handelt und nicht alle der in der Methode zu erfassenden Substanzen
abgedeckt werden. Die Entscheidung ein gaschromatographisches Verfahren zu verwenden,
wurde auf Grund der einfacheren Probenaufarbeitung getroffen. Bei Verwendung eines unpolaren
organischen Losungsmittels, das fir die Extraktion aller Analyten aus der textilen Matrix am
besten geeignet ist, ist mit einem stérenden Effekt von Matrixbestandteilen nicht in einem
nennenswerten Umfang zu rechnen. Bei der Wahl des Extraktionsmittels musste ein Kompromiss
zwischen Anwendbarkeit beim Extraktionsverfahren und Stabilitat in der gaschromatographischen
Bestimmung gefunden werden (MASTOVSKA and LEHOTAY, 2004).

4.1.1.Methodenentwicklung

Bei der Entwicklung der Methode stand zundchst die Bestimmung der urspringlich fir die
Impréagnierung geplanten Substanzen im Vordergrund. Schnell stellte sich heraus, dass die
Aufnahme weiterer Substanzen in die Methode sinnvoll sein wiirde, um mit dieser einen Methode
auch vergleichende Untersuchungen anstellen zu kénnen. So wurde im Verlauf der Arbeit die
Methode um die Wirkstoffe IR 3535, Deltamethrin, Cyfluthrin und Piperonylbutoxid erweitert,
wohingegen der Wirkstoff p-Menthandiol relativ schnell aus der Methode wieder

herausgenommen wurde, weil sich herausstellte, dass insektizide Eigenschaften von Netzen mit
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diesem Wirkstoff nur mit Konzentrationen erzielt werden kénnen, die fir den Verbraucher zu nicht
akzeptablen sensorischen Beldstigungen fihren. Piperonylbutoxid wurde als letzte Substanz in
das Spektrum mit aufgenommen, als in der aktuellen Literatur (N'GUESSAN et al., 2010) Hinweise
auf verstédrkende Eigenschaften der Substanz in Kombination mit Pyrethroiden postuliert wurden.

Zu Beginn der Methodenentwicklung wurde mit einem Teil der Analyten das Trennsystem
entwickelt. Ausgewahlt wurden hierflir die Analyten mit dem héchsten (Etofenprox) und tiefsten
(Diethyltoluamid) Siedepunkt, sowie das Diastereomerenpaar Cis-Trans-Permethrin, dessen
Trennung zur Bestimmung ihres Verhaltnisses gewahrleistet werden sollte. Als interner Standard
wurde zunachst Aldrin verwendet und bei der analytischen Saule fiel die Wahl auf eine in
analytischen Laboren weit verbreitete 5-Phenylmethylpolysiloxanséule. Abbildung 35 zeigt, dass
die Trennung der Substanzen mit der Saule durchfiihrbar ist und dass insbesondere dass

kritische Paar Cis-Trans-Permethrin getrennt ist.

Abbildung 35: Chromatogramm von DEET, Aldrin, Cis-Trans-Permethrin und Etofenprox zu Beginn
der Methodenentwicklung.

Mit der Kenntnis, dass die Methode grundsétzlich fir die Bestimmung der Analyten anwendbar
sein sollte, wurde mit der Optimierung der Methode begonnen. Hierbei galt es, dass in Abbildung
35 zu erkennende Tailing zu reduzieren und das Temperaturprogramm so zu entwickeln, dass
weitere Substanzen in die Trennung eingebaut werden kénnen. Um diese Anforderungen zu
erflllen wurde die Laufzeit der Methode erhéht, wobei die erste Temperaturrampe mit einem
langsameren Anstieg gewéahlt wurde und die spatere Rampe schneller heizte. Erweitert wurde das
Analytenspektrum um IR 3535 und Cyfluthrin, wodurch der langsamere Temperaturanstieg nétig
wurde, da die Trennung von Diethyltoluamid und IR 3535 gewdhrleistet sein musste. Eine

Trennung der Stereoisomere des Cyfluthrins wurde nicht angestrebt, da die Verwendung von
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Cyfluthrin nur als Gemisch der Stereocisomere zu erwarten ist und andere Zusammensetzungen
nicht verfiigbar sind, so dass eine Bestimmung des Gehaltes Uber die Summe der Flachen
angemessen ist. In Abbildung 36 ist die Weiterentwicklung der Methode dargestellt. Man erkennt,

Abbildung 36: Chromatogramm der Erweiterung der Methode um die Analyten IR 3535 und Cyfluthrin
mit ausreichender Auflésung aller kritischen Paare.

dass die neu hinzugefligten Analyten ausreichend aufgelést im Chromatogramm erscheinen und
dass im Vergleich zum Beginn der Methodenentwicklung die Schérfe der Peaks zugenommen
und das Tailing abgenommen hat. Die Retentionszeiten der Analyten sind vergréBert, ohne dass
eine Peakverbreiterung zu erkennen ist.

Die Methode war fir die Bestimmung der genannten Analyten geeignet und wurde zur
Verbesserung der Chromatographie zunéchst nur leicht modifiziert, so dass die Auflésung und die
Peakform der Analyten sich verbesserte (Abbildung 37). Dies erfolgte durch eine erneute
Anpassung des Temperaturprogrammes und dem Wechsel von einer normalen 5-
Phenylmethylpolysiloxansaule auf eine inzwischen zur Verfligung stehende Hochtemperatursaule
desselben Materials.
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Abbildung 37: Weitere Optimierung der Methode durch Anpassung des Temperaturprogramms und
Wechsel der analytischen Saule.

Zu erkennen ist eine verbesserte Aufldsung der Permethrin-Peaks und eine verbesserte
Symmetrie des Etofenprox-Peaks. Die letzte Verdnderung der Methode wurde dann mit der
Implementierung der Analyten Deltamethrin und Piperonylbutoxid vorgenommen.

Abbildung 38: Overlay zweier Chromatogramme mit alten und neuen internen Standards.
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Dabei wurde neben der Aufnahme der beiden Analyten auch ein Wechsel des internen Standards
vorgenommen, da mit steigender Anzahl der Analyten auch eine gréBere Anzahl interner
Standards fir notwendig befunden wurde (Abbildung 38). Durch die Verwendung von drei
internen Standards kénnen die teilweise in sehr unterschiedlichen Konzentrationen in den
Moskitonetzen vorliegenden Analyten nebeneinander bestimmt werden, ohne dass der interne
Standard zu groB oder zu klein fir einige Analyten wird. Besonders fir Deltamethrin und die
Repellentien ist das von groBem Vorteil, da die Repellentien in vergleichsweise hoher
Konzentration eingesetzt werden, wahrend Deltamethrin in geringerer Konzentration eingesetzt
wird und darlberhinaus ein vergleichsweise kleines Signal im Massenspektrum erzeugt. Fir jeden
Methodenschritt wurden grundsétzliche Validierungsparameter generiert, um den Gehalt der in
der Entwicklung befindlichen Moskitonetze bestimmen zu kénnen. Eine umfassende Validierung
der Methode wurde mit den in Tabelle 9 aufgeflihrten Analyten durchgefiihrt und wird im
folgenden Kapitel besprochen. Um die Richtigkeit der vor der vollstdndigen Validierung
generierten Ergebnisse zu verifizieren, wurden die zuvor generierten Ergebnisse stichprobenartig
Uberpruft. Diese Uberpriifung lieferte keinen Hinweis darauf, dass die bisher generierten

Ergebnisse anzuzweifeln waren.
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4.1.2.Methodenvalidierung

Fir die Validierung einer analytischen Methode sind diverse Richtlinien und Publikationen
vorhanden, die das Vorgehen beschreiben. Im pharmazeutischen Bereich wird Ublicherweise die
ICH Guideline Q2 (R1) (ICH, 2005), im Bereich der Rickstandsanalytik das SANCO Dokument
10684 (COMMISSION, 2009) und im Bereich der Lebensmittelbedarfsgegenstinde die Guideline
des JRC (JRC, 2009) verwendet. Weitere Literatur zur Methodenvalidierung findet man
beispielsweise im Schweizer Lebensmittelbuch (SLMB, 2004) oder den Publikationen von Hill
(HiLL and REYNOLDS, 1999) und Hoogerbugge (HOOGERBUGGE and VAN ZOONEN, 2000).
Grundséatzlich unterscheidet sich das Vorgehen in den verschiedenen Dokumenten nicht
wesentlich und die wichtigsten Parameter werden in allen Dokumenten gleichermaBen erwdhnt.
Das Vorgehen bei der nachfolgend beschriebenen Validierung entspricht in seiner Reihenfolge
den Vorgaben der Guideline des JRC fir ein ,Full Single — Laboratory Method Validation
Procedure® (JRC, 2009). Die Messunsicherheit des Verfahrens wurde mit der Software
sUncertainty Manager® der Firma VWR International bestimmt, die den Anforderungen des
EURACHEM / CITAC Guide CG 4 und denen der DIN EN 17025 genigt.
Die wichtigsten Parameter, die fir die Validierung einer neuen Methode, in welcher der Gehalt
einzelner Analyten bestimmt werden soll, zwingend verifiziert werden missen sind:

» Selektivitat / Spezifitat (Selectivity / Specificity)

* Linearitat (Linearity)

* Arbeitsbereich (Range)

* Nachweisgrenze und Bestimmungsgrenze (LOD and LOQ)

* Richtigkeit (Accuracy)

* Préazision (Precision)

* Robustheit (Ruggedness)

* Messunsicherheit (Uncertainty)

41.2.1. Selektivitat und Spezifitat

Als Selektivitdt einer Methode wird die Fahigkeit bezeichnet, verschiedene Analyten ohne
gegenseitige Stérungen nebeneinander zu bestimmen und sie dadurch eindeutig zu identifizieren.
Die Spezifitdt beschreibt die Fahigkeit einer Methode, eine Substanz ohne Verfélschung durch
andere in der Probe vorhandene Komponenten zu erfassen und sie somit eindeutig zu
identifizieren (KROMIDAS, 2000).

Selektivitdt und Spezifitdt der Methode werden in diesem Fall durch verschiedene Kennzahlen
gewahrleistet. Im Chromatogramm einer Standardlésung aller Analyten (Abbildung 39) ist zu
erkennen, dass alle Substanzen voneinander getrennt sind. Die berechnete Auflésung der Peaks
ist ausnahmslos groBer als 2,0, so dass bei allen Peaks von einer Basislinientrennung ( Auflésung
> 1,5) auszugehen ist (Tabelle 9). Bei héheren Analytkonzentrationen wird die Aufldsung beim
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kritischen Paar DEET und IR 3535 zunehmend schlechter. Sie ist jedoch bis zum Verlassen des

linearen Bereiches gréBer als 1,50 womit eine quantitative Bestimmung weiterhin méglich ist.

Abbildung 39: Chromatogramm aller Standardsubstanzen im SCAN - Modus. Die Aufnahme erfolgte
von 40 bis 400 Masseneinheiten (m/z).

Die Berechnung der Auflésung und der Peaksymmetrie gemaB Ph.Eur. erfolgt nach folgenden
Formeln:

Auflésung (Resolution): R = %’: =11 %
mit Atg = Differenz der Retentionszeiten
Wy = Mittelwert der Peakbasisbreiten
tq = Retentionszeit
W = Peakbreite in halber Hohe
Peaksymmetrie (Tailing): T = 22%12
mit bo1n = Weg vom Lot des Peakmaximums zum Peakende in 10 % der Peakhdhe
a1 = Weg vom Peakbeginn zum Lot des Peakmaximums in 10 % der Peakhdhe

Peaksymmetrien zwischen 0,8 und 1,5 gelten als ausreichend symmetrisch fiir eine quantitative
Auswertung (STAUFFER, 2008).
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Tabelle 10: Auflistung der Analyten mit Retentionszeit, Peak-Peak Auflésung, Symmetrie,
Fragmentionenverhaltnis und relativer Retentionszeit bezogen auf den internen Standard

Diethylhexylphthalat.
Analyt R, r:l. Resolution | Symmetrie | Target (T) | Qualifier (Q) | RatioT/Q
t

Diethyltoluamid 8.58 0.47 2.58 1.05 119 190 33.24
IR 3535 8.71 0.48 20.01 1.04 130 172 59.55
Piperonylbutoxid 17.02 0.93 20.91 0.99 176 149 20.23
Cis-Permethrin 20.18 1.11 2.89 1.03 183 163 19.06
Trans-Permethrin 20.42 1.12 2.89 1.00 183 163 25.78
Cyfluthrin 21.92 1.20 11.20 1.02 163 206 64.42
Etofenprox 23.04 1.27 12.22 1.06 163 135 15.93
Deltamethrin 25.43 1.39 8.35 0.99 181 253 68.87

Darlberhinaus werden die einzelnen Substanzen im SCAN-Modus Uber ihr Massenspektrum

identifiziert und spezifisch nachgewiesen (Abbildungen 40 und 41).

Abbildung 40: Chromatogramm (a) und Massenspektrum (b) von Diethyltoluamid im SCAN -Modus
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Abbildung 41: Chromatogramm (a) und Massenspektrum (b) Cis-Permethrin im SCAN-Modus

Die Chromatogramme und Massenspektren der anderen Analyten sind im Anhang 2 abgebildet.
Aus den dargestellten Ergebnissen ist zu entnehmen, dass die Methode fiir die zu bestimmenden
Substanzen sowohl selektiv als auch spezifisch ist.

4.1.2.2. Linearitat und Arbeitsbereich

Die Linearitdt einer analytischen Methode ist definiert als der Bereich, in dem die erhaltenen
Ergebnisse mit einer gewissen Streuung direkt proportional zur Konzentration des Analyten sind
(ICH, 2005). Der Bereich, in dem fir die Methode ein geeignetes MaB an Linearitat, Prazision und
Richtigkeit gezeigt werden kann, wird als Arbeitsbereich bezeichnet. Abbildung 42 zeigt
exemplarisch die Linearitdt im nachgewiesenen Arbeitsbereich von 0,5 bis 60 mg/L fur die
Analyten Diethyltoluamid und Piperonylbutoxid. Die Arbeitsbereiche der Ubrigen Analyten gibt
Tabelle 11 wieder; die zugehdrigen Kalbriergeraden sind Anhang 3 zu entnehmen. Da der
gezeigte Arbeitsbereich der Methode Gber mehrere Zehnerpotenzen verlauft, ist es in der Praxis
nicht sinnvoll jedes Mal Uber diesen Bereich zu kalibrieren. In Abhangigkeit von dem erwarteten
Gehalt an Wirkstoffen wird Uber einen kleineren Bereich kalibriert. In den meisten Fallen war dies
der Bereich zwischen 5 und 50 mg /L; bei Waschversuchen und Moskitonetzen, die mit
Deltamethrin impréagniert gewesen sind, war oftmals auch der Bereich zwischen 0,5 und 5 mg/L
anzuwenden. Die Darstellung erfolgt an dieser Stelle nicht in der Angabe der Konzentration in
Bezug auf die Fl&dche der Moskitonetze, da diese mit flichenbezogenen Massen zwischen 0,5 und
2 g/dm? nicht standardisierbar sind.
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Kalibration DEET und PBO 0,5 - 60 pg/ml
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Abbildung 42: Darstellung einer Kalibration von Diethyltoluamid und Piperonylbutoxid ilber den
Arbeitsbereich von etwa 0,5 bis 60 mg/L.

Tabelle 11: Darstellung der Arbeitsbereiche der unterschiedlichen Analyten mit Angabe der
Korrelationskoeffizienten

Analyt untere Grenze [mg/L] obere Grenze [ml/L] Korrelationskoeffizient
Diethyltoluamid 0,5 60 0,9998
IR 3535 0,5 60 0,9996
Piperonylbutoxid 0,5 60 0,9994
Cis-Permethrin 0,25 40 0,9991
Trans-Permethrin 0,25 40 0,9992
Cyfluthrin 0,5 60 0,9991
Etofenprox 0,5 60 0,9994
Deltamethrin 0,5 60 0,9988

Wahrend der praktischen Tatigkeiten wurde, wie bereits erwahnt, Uber einen kleineren Bereich
kalibriert. Fir die Beurteilung dieser Kalibrationen wurde das auf Excel basierende SAAD -
Programm verwendet, dass zusétzlich zu den Korrelationskoeffizienten und der Geradengleichung
(Abbildung 43) weitere statistische Kenndaten zur Charakterisierung der Kalibration berechnen
kann. Dies sind, neben einem Residuenplot (Abbildung 44) und der relativen Unpréazision
(Abbildung 45) der Kalibration, Aussagen zur Nachweis- ,Erfassungs- und Bestimmungsgrenze
nach DIN 32645 und zur sowie

Verfahrensstandardabweichung zum
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Verfahrensvariationskoeffizienten. Darliberhinaus wird eine Aussage getroffen, ob eine Regression

zweiten Grades eine bessere Anpassung liefern wirde.

Abbildung 43: Kalibriergerade Deltamethrin mit Nachweis-, Erfassungs- und Bestimmungsgrenze
sowie Standardabweichung und Variationskoeffizient.
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Abbildung 44: Residuenplot der Kalibration von Deltamethrin.

Abbildung 45: Relative Unprazision der Kalibration von Deltamethrin.
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Die Daten der {ibrigen Analyten werden der Ubersichtlichkeit halber nicht detailliert dargestellt.
Um den Nachweis zu flihren, dass diese ebenfalls keine Trends im kalibrierten Bereich aufweisen,
zeigt Abbildung 46 die Residuenplots aller Analyten bei einer Routinekalibration.
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Abbildung 46: Residuenplots der einzelnen Analyten bei Kalibration in der Praxis

Zur Bestimmung der Proben wurde flir jede Probenserie eine neue Kalibration mit sieben

Kalibrierpunkten erstellt. Als Akzeptanzkriterien wurden ein Korrelationskoeffizient von mindestens

0,995, hochstens ein AusreiBer bei einem Grubbs-Test der Kalibration und keine erkennbaren
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Trends im Residuenplot festgelegt. Die Giltigkeit der Kalibration tber den Verlauf der Messungen
wurde durch das Mitfihren von Kontrollstandards gewéhrleistet. Die in den Abbildungen 43 bis 45
gezeigten statistischen Kennzahlen wurden fiir jeden Analyten und jede Kalibration neu bestimmt.
Mit dem beschriebenen Arbeitsbereich kénnen in der Praxis Proben bestimmt werden, deren
Gehalt an aktivem Inhaltsstoff bei etwa 1 mg pro Quadratmeter textiles Flachengebilde liegt.
Diese Bestimmungsgrenze ist bei ungewaschenen Proben in jedem Fall ausreichend, kann bei
den Waschversuchen gegebenenfalls aber unterschritten werden. Durch eine Erhdhung der
Einwaage ist in diesen Fallen jedoch ebenfalls eine Bestimmung mdglich. Analytkonzentrationen
unterhalb des beschriebenen Arbeitsbereiches zeigen in der Regel keine biologische Aktivitat.
Zusammenfassend ist festzustellen, dass die Methode flr alle untersuchten Analyten lUber den
dargestellten Arbeitsbereich linear ist und das erhaltene Messsignal somit direkt proportional zur
Konzentration der Analyten in der Probe ist.

4.1.2.3. Nachweis- und Bestimmungsgrenze

Als Nachweisgrenze eines Verfahrens wird die kleinste Menge eines Analyten bezeichnet, die
qualitativ. noch erfasst werden kann (WELLMITZ and GLUSCHKE, 2005). Sie ist die
Entscheidungsgrenze fir das Vorhandensein einer Substanz und wird im englischen als Limit of
Detection (LOD) bezeichnet (PETERS et al., 2004). Die Bestimmungsgrenze eines Verfahrens ist
analog zur Nachweisgrenze die kleinste Konzentration eines Analyten in einer Probe, die
quantitativ. bestimmt werden kann. Dabei ist an der Bestimmungsgrenze die relative
Ergebnisunsicherheit 33% bei einem 99%igen Signifikanzniveau. Im englischen Sprachraum wird
die Bestimmungsgrenze als Limit of Quantification (LOQ) bezeichnet (PETERS et al., 2004). Die
Nachweis- und Bestimmungsgrenzen des Verfahrens kdnnen mit verschiedenen Methoden
bestimmt werden. Nach DIN 32645 (DIN, 2008) sind das die direkte Methode, die auch als
Leerwertmethode bezeichnet wird, und die indirekte Kalibriergeradenmethode. In der
chromatographischen Praxis und auch im europdischen Arzneibuch hat sich dariberhinaus die
Bestimmung von Nachweis- und Bestimmungsgrenze Uber das Signal-Rausch-Verhéltnis
bewéhrt. Die Berechnung der Nachweis- und Bestimmungsgrenzen fiir die einzelnen Substanzen
wird dabei auf Basis des Signal-Rausch-Verhéltnisses durchgefiihrt. Das Verfahren wird im
Européaischen Arzneibuch unter 2.2.46 chromatographische Trennmethoden beschrieben (COE,
2011) und nach folgender Gleichung berechnet:

2XH
Signal — to — Noise [S/N] = T

mit H = H6he des Peaks der betreffenden Komponente im Chromatogramm der
Referenzldsung, gemessen vom Peakmaximum bis zur extrapolierten Basislinie des
Signals die beidseitig gleichméaBig Uber eine Distanz, die dem 20fachen der

Peakbreite in halber H6he entspricht, betrachtet wird.
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h = Bereich des Untergrundrauschens in einem Chromatogramm, das nach Einspritzen
oder Auftragen einer Blindlésung erhalten wird, betrachtet lber eine Distanz, die
dem 20fachen der Peakbreite in halber Hohe des Peaks im Chromatogramm mit der
vorgeschriebenen Referenzldsung entspricht und die méglichst gleichméaBig verteilt
beiderseits der Stelle liegt, an der jener Peak auftreten wiirde.

Die Nachweisgrenze eines Verfahrens ist dabei definiert als der Punkt an dem das Signal-Rausch-
Verhélinis 3 betrdgt. Die Bestimmungsgrenze wird durch ein Signal-Rausch-Verhaltnis von 10
beschrieben.

Bei der entwickelten Methode wurden Nachweis- und Bestimmungsgrenzen fiir alle Analyten bei
jeder Kalibration mit dem SAAD-Programm durch die Kalibriergeradenmethode nach DIN 32645
bestimmt. Da der Arbeitsbereich in den meisten Féllen deutlich Uber der tatsdchlichen Nachweis-
und Bestimmungsgrenze der Methode lag, wurden in einem Zusatzversuch die Kalibrierlésungen
so lange verdinnt, bis die Nachweis- und Bestimmungsgrenzen (ber die Signal-Rausch-
Verhaltnis Methode erreicht wurden. Auf Grund der unterschiedlich starken lonisierung im
Massenanalysator unterscheiden sich die so erhaltenen Ergebnisse z.T. deutlich voneinander
(Tabelle 12). Den Empfehlungen der ICH fiir Gehaltsbestimmungen folgend (ICH, 2005), wére die
Bestimmung von Nachweis- und Bestimmungsgrenzen nicht zwingend erforderlich gewesen,

dennoch wurden sie der Vollstandigkeit halber berechnet.

Tabelle 12: Nachweis- und Bestimmungsgrenzen der Methode zur Bestimmung von Repellentien und
Insektiziden in mg/L nach DIN 32645 (Kalibriergeradenmethode) und iiber Signal-Rausch-Verhiltnis.

Analyt LOD DIN 32645 LOD DIN 32645 LOD S/N LOQ S/N
[mg/L] [mg/L] [mg/L] [mg/L]
Diethyltoluamid 0,6 1,9 0,001 0,002
IR 3535 0,4 1,2 0,002 0,004
Piperonylbutoxid 0,2 0,8 0,004 0,008
Cis-Permethrin 0,03 0,1 0,003 0,006
Trans-Permethrin 0,05 0,2 0,004 0,008
Cyfluthrin 0,3 0,8 0,032 0,096
Etofenprox 0,2 0,6 0,003 0,006
Deltamethrin 0,2 0,8 0,008 0,016

Aus den Ergebnissen ist zu erkennen, dass im Routinebetrieb die Leistungsfahigkeit der Methode
nicht ausgeschopft wird. Wenn erforderlich kénnen mit der Methode auch deutlich geringere
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Gehalte an Repellentien und Insektiziden bestimmt werden. Da aber mit den Moskitonetzen eine
toxikologisch relevante Wirkung erzielt werden soll, sind auf den Netzen Ublicherweise nicht nur
Spuren der Analyten vorhanden. Grundsétzlich ist die Leistungsfahigkeit der Methode hinsichtlich
der Nachweis- und Bestimmungsgrenze in jedem Fall ausreichend, um selbst geringe Mengen an

Analyten in den imprégnierten Moskitonetzen nachzuweisen.

4.1.2.4. Richtigkeit
Richtigkeit wird definiert als die systematische Abweichung eines gemessen Wertes vom
~wahren“ Wert (SLMB, 2004). Im Englischen werden fir die Richtigkeit die Werte trueness und
accuracy synonym verwendet (ICH, 2005). Da fir die Bestimmung der Richtigkeit eines
Analysenverfahrens der ,wahre”“ Gehalt einer Probe an Analyten in einer definierten Matrix
bekannt sein muss, ist die Richtigkeit insbesondere in neu entwickelten Methoden der am
schwierigsten zu bestimmende Validierungsparameter. Normalerweise kann die Richtigkeit mit
Hilfe von

» zertifiziertem Referenzmaterial,

* einem Vergleich mit einer unabhéngigen validierten Methode,

* durch Teilnahme an Ringversuchen oder Laborvergleichsuntersuchungen,

* durch Aufstockverfahren (,Dotieren” oder ,,.Spiken“ einer Probe)

nachgewiesen werden (WELLMITZ and GLUSCHKE, 2005).

Die Nachweisfilhrung, dass die Methode in der Matrix zu richtigen Ergebnissen flihrt stellte bei
der Validierung der Methode ein Problem dar, da es weder zertifiziertes Referenzmaterial noch
eine alternative validierte Methode oder Ringversuche zur Bestimmung von Repellentien und
Insektiziden in Moskitonetzen gibt. Ebenfalls war es dem Hersteller der Netze nicht méglich ein
Netz mit einem definierten Gehalt an Analyten herzustellen, da ein exakter Gehalt mit dem
Polymerisationsverfahren nicht eingestellt werden kann. Vielmehr ist die Gehaltsbestimmung nur
mit der neu entwickelten Methode durchfihrbar. Andere bisher verwendete
Gehaltsbestimmungen flr vergleichbare Substanzen weisen keinen Nachweis einer quantitativen
Extraktion auf und sind nicht publiziert.

Um den Nachweis der Richtigkeit so gut wie méglich zu fiihren, wurde ein Wiederfindungsversuch
mit definiertem Gehalt an Analyten durchgeflihrt. Dabei konnten die Analyten jedoch nicht in die
Polymermatrix des Moskitonetzes eingebunden werden, sondern die Aufstockung erfolgte in der
Extraktionshilse vor Beginn der Extraktion, so dass die Wiederfindung zumindest das gesamte
Verfahren abbildet.

Zudotiert wurde in einer Konzentration, die auch fir einen GroBteil der Proben reprasentativ war.
Die Anzahl der Werte betrug n=6. Zur Auswertung wurden der Mittelwert und die
Standardabweichung fir jeden Analyten berechnet (Abbildung 47).
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Wiederfindungsversuch mit Akzeptanzkriterien
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Abbildung 47: Dargestellt ist die prozentuale Wiederfindung der einzelnen Analyten mit der jeweils
zugehorigen Standardabweichung. Die obere und untere Grenze kennzeichnen die selbst gesetzten
Akzeptanzkriterien, fiir die Nichtberiicksichtigung der Wiederfindungsrate.

AnschlieBend wurde flir jeden Analyten ein zweiseitiger Grubbs AusreiBertest auf einem 95 %
Signifikanzniveau durchgefiihrt, mit dem Ergebnis, dass keine AusreiBer vorlagen. Dem Test auf
etwaige AusreiBer wurde ein zweiseitiger Student-Test mit dem Vorgabewert 100 %
Wiederfindung angeschlossen (t-Test), um den Nachweis zu flihren, dass sich die errechneten
Mittelwerte der Wiederfindung nicht signifikant von 100 % unterscheiden. Das Signifikanzniveau
wurde auch hier zu 95 % gewahlt; entsprechend einem p-Wert von 0,05. Der Nachweis der
Signifikanz gilt demnach als gefiihrt, wenn der aus dem Student —Test berechnete p-Wert gréBer
ist als 0,05. Alternativ kann der Prifwert t mit dem Quantil der t-Verteilung verglichen werden und
wenn dieser sich zwischen dem positiven und negativen Wert des Quantils befindet gilt die
Hypothese, dass der Mittelwert sich signifikant von 100 % unterscheidet, als abgelehnt (Tabelle
13).

Tabelle 13: Statistische Auswertung des Wiederfindungsversuches (n=6) mit Darstellung von
Mittelwert, Standardabweichung, Grubbs- und T-Test.

AusreiBer Priifwert
i 0 ° -Wert
Analyt Mittelwert [%] SD (o) [%] Grubbs Student [t] p-We
Diethyltoluamid 101,13 3,86 Nein 0,717 0,505
IR 3535 98,66 2,93 Nein -1,120 0,314
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Analyt Mittelwert [%] SD (0) [%] Agf;iigser Slzfluc.l:\r’\ir[tt] p-Wert
Piperonylbutoxid 99,45 1,29 Nein -1,044 0,341
Cis-Permethrin 101,2 3,52 Nein 0,835 0,443
Trans-Permethrin 99,85 2,23 Nein -0,165 0,878
Cyfluthrin 101,74 2,65 Nein 1,608 0,168
Etofenprox 99,24 4,44 Nein -0,419 0,693
Deltamethrin 96,43 4,77 Nein -1,833 0,126

Im Falle der durchgefiihrten Untersuchungen ist der Wert des Quantils fir das Signifikanzniveau
o=0,05 + 2,5706. Aus den Tabellenwerten von Tabelle 13 lasst sich erkennen, dass sowohl die
Prifwerte des Student-Tests kleiner als 2,5706 aber groéBer als — 2,5706 als auch die p-Werte
groBer als das Signifikanzniveau 0,05 sind, so dass die Ergebnisse des Wiederfindungsversuches
in ihrer Gesamtheit nicht statistisch signifikant verschieden von 100 % sind. Demnach wird der
eingesetzte Gehalt an Analyt lber das Extraktionsverfahren vollstdndig wiedergefunden. Fir die
Auswertung von Probenserien wird als Spezifikation festgelegt, dass bei Wiederfindungen
zwischen 90 und 110 % diese nicht in das Analysenergebnis einberechnet wird.

Grundsétzlich ist auf Grund der dargestellten Daten anzunehmen, dass die Methode bei
vollstandiger Extraktion einen richtigen Wert der in den Moskitonetzen enthaltenen Analyten

liefert. Ein Vergleich zwischen mehreren Laboratorien (Ringversuch) wére sinnvoll.

4.1.2.5. Prazision

Unter der Prazision einer Methode versteht man das AusmaB der Streuung der Einzelwerte einer
Bestimmung um den Mittelwert der Bestimmung (KROMIDAS, 2000). Man unterscheidet bei der
Prazision zwischen drei verschiedenen Arten; der Wiederholprazision (Repeatability), der
Laborpréazision (Intermediate Precision) und der Vergleichsprézision (Reproducibility). Sie
unterscheiden sich in der Art der Durchfiihrung und der Aussage, die mit ihnen getroffen werden
kénnen. Die Wiederholprézision beschreibt die Abweichung einzelner Messwerte, die mit
derselben Methode und identischem Probenmaterial in einem Labor unter vergleichbaren
Bedingungen innerhalb eines kurzen Zeitintervalls generiert worden sind. Zur Bestimmung der
Wiederholprazision wurde eine Probe mit moglichst vielen Analyten gewahlt. Die ausgewahlte
Probe enthielt die Analyten Diethyltoluamid, Piperonylbutoxid, Cis- und Trans-Permethrin. Im
Gegensatz zu den Werten der Richtigkeit wird in dieser Berechnung die Extraktion aus der Probe
miterfasst. Da keine Probe vorhanden war, in der alle Analyten vorlagen, ist die Bestimmung
dieser Parameter auf die oben genannten Analyten beschrankt. Auf Grund der Daten aus dem
Wiederfindungsversuch wird jedoch angenommen, dass die generierten Daten auf die restlichen
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Analyten Ubertragbar sind. Die Durchfiihrung des Versuches erfolgte mit acht voneinander
unabhangigen Aufarbeitungen einer Probe (n=8). Mit einer mitgefihrten Kalibration wurde die
Konzentration der einzelnen Analyten in der Messlésung berechnet und Uber Einwaage und
flichenbezogene Masse der Gehalt in der Probe in mg pro Quadratmeter Moskitonetz (Anhang 4).
Nach Uberpriifung der Normalverteilung der Analysenserien mittels Shapiro-Wilk-Test (SHAPIRO
and WILK, 1965) wurden fir die Analyten Mittelwert, Standardabweichung und relative
Standardabweichung berechnet und ein AusreiBertest nach Grubbs durchgeflihrt (Tabelle 14).

Tabelle 14: Statistische Auswertung der Wiederholprazision (n=8) mit Darstellung von Mittelwert,
Standardabweichung, relativer Standardabweichung, Grubbs- und Shapiro-Wilks-Test.

| Meemst | s momt | msopa | Agreber | Yo
Diethyltoluamid 9497,5 226,7 2,39 Nein Normal
Piperonylbutoxid 4022,6 78,8 1,96 Nein Normal
Cis-Permethrin 1633,2 33,1 2,03 Nein Normal
Trans-Permethrin 5323,2 105,1 1,97 Nein Normal

Die Ergebnisse zeigen, dass die Wiederholprézision bei einem selbst definierten Akzeptanzniveau
von 5 % relativer Standardabweichung (WATzIG and ERMER, 2002) gewé&hrleistet ist und dass die
Werte nach Shapiro-Wilk normalverteilt und nach Grubbs ohne AusreiB3er sind.

Zur Bestimmung der Laborpréazision (Intermediate Precision) werden Parameter der Bestimmung
definiert und bewusst gedndert. In den meisten Féllen wird der Zeitpunkt und /oder das Personal
variiert. FUr die Bestimmung der Laborpréazision dieser Methode wurde die dieselbe Probe eine
Woche nach der ersten Analysenserie durch eine andere Person erneut achtmal aufgearbeitet und
gemessen. Die Berechnung und Auswertung erfolgte analog zur ersten Analysenserie und es

wurden die gleichen statistische Kenndaten erhoben (Tabelle 15).

Tabelle 15: Statistische Auswertung der Laborprazision (n=8) mit Darstellung von Mittelwert,
Standardabweichung, relativer Standardabweichung, Grubbs- und Shapiro-Wilk-Test.

| Meemst | s momt | msopa | Agreber | Yo
Diethyltoluamid 9534,8 371,7 3,90 Nein Normal
Piperonylbutoxid 4099,3 113,3 2,76 Nein Normal
Cis-Permethrin 1689,6 56,9 3,36 Nein Normal
Trans-Permethrin 5298,3 149,7 2,83 Nein Normal
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Wie in der vorhergegangenen Analysenserie sind die Werte der Analyten ohne AusreiBer und
normalverteilt. Im Vergleich zur ersten Serie ist die relative Standardabweichung gréBer, die
Mittelwerte der Analysenserien unterscheiden sich nicht signifikant voneinander (p = 0,812
(DEET); 0,139 (PBO); 0,82 (CPM); 0,740 (TPM) in einem 2-seitigen ungepaarten t-Test). Um zu
prifen, ob die Analysenserien statistisch gesehen einer Grundgesamtheit zuzuordnen sind,
wurden die Analysenserien mit dem von Dr. Hauke Petersen entwickelten Programm SAAD
statistisch untersucht (Anhang 5). Mit Hilfe des Programmes wurden die normalverteilten
Analysenserien auf Varianzhomogenitdt mittels Bartlett-Test, auf die Vergleichbarkeit der
Varianzen mittels F-Test und auf Vergleichbarkeit der Varianzen mittels Kruskal-Wallis-Test

begutachtet. Eine Ubersicht (iber die Ergebnisse ist Tabelle 16 zu entnehmen.

Tabelle 16: Ubersicht iiber die statistische Auswertung der Analysenserien (n=2) mit dem SAAD
Programm von Dr. Hauke Petersen.

Mittelwert Wieder- Vergleich- | Varianzen | Varianzen Kruskal-
Analyt [mg/m?] holbarkeit barkeit Bartlett F-Test Wallis
9 (p=95%) (p=95%) (p=95%) (p=99%) (P=99%)
. . Kein Kein
Diethyltoluamid 9516,1 871,3 818,5 Homogen Unterschied | Unterschied
Kein Kein
Piperonylbutoxid 4060,9 276,3 300,6 Homogen
Unterschied | Unterschied
Kein Kein
Cis-Permethrin 1661,4 131,6 167,1 Homogen
Unterschied | Unterschied
- Kein Kein
Trans 5310,7 366,0 346,0 Homogen ' '
Permethrin Unterschied | Unterschied

Da bei den Analysenserien kein Unterschied hinsichtlich der Varianzen und des Mittelwertes
nachweisbar ist, kann aus den generierten Daten geschlussfolgert werden, dass die an
unterschiedlichen Tagen und durch unterschiedliche Personen erzeugten Ergebnisse einer
Grundgesamtheit zuzuordnen sind. Somit ist im Hinblick auf die Laborprazision nachgewiesen,
dass die Methode zu vergleichbaren Messergebnissen fiihrt. Der oben erwdhnte Unterschied in
den relativen Standardabweichungen ist statistisch gesehen nicht signifikant genug, um die
Nullhypothese (Datensdtze stammen aus der gleichen Grundgesamtheit) auszuschlieBen.
Dennoch ist ein Unterschied erkennbar, der sich aber leicht mit dem unterschiedlichen
Erfahrungsgrad der Analysten erklaren lasst. Wie bei den Werten zu erwarten ist, wurden die
Werte mit der héheren Standardabweichung von der mit der Methode weniger erfahrenen Person
generiert. Die in der Tabelle angegebenen Werte fir Wiederholbarkeit und Vergleichbarkeit
(Tabelle 16)

Vergleichsstandardabweichung  durch

berechnen sich aus der Wiederholstandardabweichung und der
Faktor 2,83 flir das

Wahrscheinlichkeitsniveau 95% (BVL, 1983). Aus ihnen werden die Kriterien fir die Akzeptanz der

Multiplikation mit dem

Werte einer Probendoppelbestimmung abgeleitet (s.a. Anhang 5).
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4.1.2.6. Robustheit

Als Robustheit einer Methode bezeichnet man die Fahigkeit einer Methode unter verédnderten
Bedingungen gleichbleibende Messergebnisse zu erzielen (SLMB, 2004). Mit veranderten
Bedingungen ist dabei gemeint, dass die Methode laboriblichen Veranderungen unterworfen ist.
GroBere Veranderungen der Methode als solches werden dabei nicht berlicksichtigt, da derartige
Verdnderungen immer eine vollstdndige Revalidierung der Methode erfordern. Klassische
Parameter (ICH, 2005) fUr die Robustheit jeder Methode sind die Stabilitdt der analytischen
Lésungen und die Extraktionszeit der Probe. Speziell fir gaschromatographische Bestimmungen
ist der Anderung der Temperatur, der Flussrate und der Wechsel der analytischen S&ule (Charge,
Hersteller) von Bedeutung (ICH, 2005)

Bei der Entwicklung der Methode wurde der Einfluss der genannten Faktoren untersucht. Zur
Bestimmung der Haltbarkeit der L6sungen wurde eine Standardlésung mit allen Analyten und
internen Standards Uber mehrere Wochen arbeitstaglich injiziert. Die Loésung war bei
Aufbewahrung im Kihlschrank itber etwa 3 Wochen stabil. Danach war erkennbar, dass der
interne Standard Fenvalerat, Uber die Ublichen Varianzen hinaus, sukzessive geringere
Fl&acheneinheiten im Chromatogramm zeigte. Die Stabilitdt der Standardiésungen wurde deshalb
mit 2 Wochen festgelegt. Die héher konzentrierten Stammlésungen wurden fiir die Herstellung
von Standardldésungen Uber mehrere Monate verwendet. Die in Toluol angesetzten und im
Kuhlschrank aufbewahrten Lésungen waren lUber 4 Monate stabil, bevor sich bei Fenvalerat und
Deltamethrin verstarkt Abbauprodukte im Chromatogramm zeigten. Bei den anderen Standards
waren nach 4 Monaten keine Verdnderungen zu erkennen. Da dennoch alle Lésungen dasselbe
Alter haben sollten, wurde flir die Stamml&sungen eine Haltbarkeit von 3 Monaten festgelegt.

Der Einfluss der Extraktionszeit wurde durch Variation der Dauer des Soxhletaufschlusses
getestet. Daflr wurde eine Probe mehrfach eingewogen, mit einem Kalibrierstandard versetzt und
fur 1, 2, 3, 4 und 5 Stunden extrahiert. Die Auswertung dieser Versuchsanordnung (Abbildung 48)
zeigt, dass nach etwa 3 Stunden der Gehalt im Extrakt konstant bleibt, so dass eine
Mindestextraktionsdauer von 3 Stunden notwendig ist . Die Dauer der Extraktion wurde auf 4
Stunden festgelegt, um sicherzugehen, dass immer eine quantitative Extraktion stattfindet.
Variationen in der Zeit sind demnach bis etwa 1 Stunde unkritisch. Bei darliberhinausgehenden
Schwankungen nach unten muss mit einer nicht vollstédndigen Extraktion der aktiven Inhaltsstoffe
gerechnet werden. Unter Punkt 4.1.3 wird gezeigt, dass nach der Extraktion noch Spuren der
Analyten in den Netzen zurlckbleiben. Diese haben jedoch keinen Einfluss auf die Wirksamkeit
der Netze, so dass die Annahme einer 100 % Extraktion bezogen auf die aktiven Inhaltsstoffe
gerechtfertigt ist. Bei den speziell fir gaschromatographische Verfahren bedeutsamen
Robustheitsparametern wurde der Einfluss unterschiedlicher Sdulen auf das Verfahren getestet.
Ein Wechsel der Saule ist bei gleichbleibenden relativen Retentionszeiten problemlos maoglich,
solange flir die Methode Methylpolysiloxansdulen mit einem 5%igem Phenylanteil verwendet

werden.
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Extraktion Soxhlet iiber verschieden Zeiten
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Abbildung 48: Ergebnisse der Extraktionsversuche zu den Zeitpunkten 1, 2, 3, 4 und 5 Stunden.

Wahrend der Methodenentwicklung wurde dariiberhinaus von einer Normaltemperatursédule auf
eine Hochtemperatursaule gewechselt, was ebenfalls nicht zu einer nennenswerten Veranderung
der chromatographischen Trennung fiihrte, so dass diese auch ausgetauscht werden kdnnen.
Verwendet wurden Saulen der Hersteller Agilent Technologies Waldbronn und Phenomenex
Aschaffenburg; fir andere S&ulenhersteller kann demnach keine abschlieBende Aussage
getroffen werden. Laboriibliche minimale Flussschwankungen haben keinen nennenswerten
Einfluss auf die chromatographische Trennung. GréBere Schwankungen sind aber zu vermeiden,
da bei zu hohem Fluss die Trennung des Paares Diethyltoluamid / IR 3535 nicht mehr
gewdhrleistet ist und bei zu niedrigem Fluss ein Tailing der Peaks zu nicht akzeptablen
Asymmetriewerten fiihrt (siehe auch 4.1.2.1.). Ahnlich verhilt es sich mit dem Einfluss der
Temperatur. Auch hier sind kleinere Schwankungen (x 5°C) akzeptabel. Weitergehende
Verdnderungen filhren auch hier zu nicht akzeptablen Einflissen. Im Zusammenhang mit
Saulenwechsel und Saulenkiirzungen ist immer auf die Zeitfenster der gaschromatographischen
Methode zu achten. Auch wenn die Methode so angelegt ist, dass Retentionszeitverschiebungen
von bis zu einer halben Minute ohne Einfluss bleiben, so ist bei einem S&ulenwechsel dennoch zu
beobachten, ob die Zeitfenster der Methode gegebenenfalls angepasst werden missen.

Hinsichtlich der untersuchten Parameter ist die Methode ausreichend robust, um in der Routine

und unter leicht variierenden Bedingungen verwendet zu werden.
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4.1.2.7. Messunsicherheit
Da alle chemisch analytischen Verfahren mit einem Fehler behaftet sind, ist es fiir jedes Verfahren
notwendig, die Unsicherheit des Verfahrens zu kennen oder zu schéatzen. Dies wird durch die
Schéatzung der Messunsicherheit des Verfahrens vorgenommen. Die Messunsicherheit ist definiert
als ein dem Messwert zugeordneter Parameter, der die Streuung der Messwerte beschreibt, die
verninftigerweise der MessgréBe zugordnet werden kénnen (DIN, 1999; ISO, 1993; JCGM, 2008).
Sie muss das gesamte analytische Verfahren umfassen und kann aus der Validierung des
Verfahrens, aus Qualitdtsregelkarten oder Ringversuchen berechnet werden (SLMB, 2004). Die
Berechnung aus den Validierungsdaten ist in diesem Fall die Methode der Wahl fir die
vorliegende Methode, da weder Ringversuchsdaten noch Daten aus Qualitdtsregelkarten
vorhanden sind. Um die Messunsicherheit berechnen zu kénnen, missen Informationen Uber
folgende Punkte vorliegen (SLMB, 2004):

1. Spezifikation der MessgréBe

2. ldentifizierung der Unsicherheitsquellen

3. Quantifizierung des Beitrags durch die Prazision

4. Quantifizierung des Beitrages durch die Richtigkeit

5. Quantifizierung des Beitrages anderer Quellen
Aus diesen Informationen wird die kombinierte Messunsicherheit und daraus abgeleitet die
erweiterte Messunsicherheit berechnet. Wenn Daten zu den oben genannten Punkten nicht
verfigbar sind oder sich dieser Weg flir das Verfahren nicht eignet, kann die Messunsicherheit
auch aus Literaturwerten von anderen Prifverfahren oder Ringversuchen, durch
Expertenbeurteilung oder mit Hilfe des Verfahrens nach Horwitz (s.u.) abgeschéatzt werden (SLMB,
2004).

Messunsicherheit nach Horwitz: e = 0,02 % c08495
c: Konzentration in kg/kg
U Kombinierte Messunsicherheit

Bei diesen Vorgehensweisen ist immer schllissig zu begriinden, warum eine Abschéatzung der
Messunsicherheit auf Basis der Unsicherheit der einzelnen Analysenschritte nicht mdéglich
gewesen ist. Das Verfahren nach Horwitz liefert in aller Regel eine Messunsicherheit, die gréBer
ist, als die aus einer Validierung abgeleiteten Daten.

Bei der hier betrachteten Methode werden die oben genannten Punkte 1, 3 und 4 durch die
bereits vorgestellten Validierungsdaten abgedeckt, Punkt 2 wird durch das in Abbildung 49
dargestellte Ishikawa-Diagramm abgebildet. Der Beitrag anderer Unsicherheitsquellen (Punkt 5)
an der Gesamtmessunsicherheit ist so gering, dass er bei der Berechnung der
Messunsicherheiten vernachléassigt werden kann. Den Nachweis daflr flhrt die Berechnung der

Messunsicherheit fir Diethyltoluamid mit dem Programm ,Uncertainty Manager®, das zeigt, dass
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die Berechnung Uber die Prazisionsdaten unter Berilicksichtigung der Richtigkeit die
Messunsicherheit nicht unterschétzt und somit angewendet werden kann.

Da nicht fUr jeden Analyten Daten zur Prazision vorliegen, werden fir diese die Daten aus der
Richtigkeit verwendet, die sich in ihrer relativen Standardabweichung nicht signifikant von denen
der Préazision unterscheiden (Tabellen 13 bis 15). Dargestellt werden kombinierte und erweiterte
Messunsicherheit der Analyten in Tabelle 17, wobei die Berechnung der erweiterten
Messunsicherheit Uber den Faktor k=1,96 fir ein 95 % Konfidenzintervall erfolgt.

Tabelle 17: Darstellung der Messunsicherheiten der einzelnen Analyten in Prozent

Analyt u, [%] k-Faktor 95% U [%]
Diethyltoluamid 3,90 1,96 7,64
IR 3535 2,93 1,96 5,65
Piperonylbutoxid 2,76 1,96 5,33
Cis-Permethrin 3,36 1,96 6,59
Trans-Permethrin 2,83 1,96 5,55
Cyfluthrin 2,65 1,96 5,19
Etofenprox 4,44 1,96 8,70
Deltamethrin 4,77 1,96 9,35

Die zwischen 5 und 10 % liegenden Messunsicherheiten sind fiir die vorgesehene Anwendung
der Methode zur Gehaltsbestimmung von Repellentien und Insektiziden in LLIN, LLRN und LLIRN
vollkommen ausreichend, da sie in Kombination mit biologischen Aktivitdten angewandt wird und
diese mit einer zumindest vergleichbaren Unsicherheit behaftet sind.
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Abbildung 49: Ishikawa Diagramm zur Berechnung der Messunsicherheit erstellt durch die Software
Uncertainty Manager®
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4.1.3.Nachweis der quantitativen Extraktion aller aktiven Inhaltsstoffe

Um den gemessenen Gehalt an Insektiziden und Repellentien in Moskitonetzen mit den
Bioaktivitatsversuchen korrelieren zu kénnen, muss nachgewiesen werden, dass durch das
Verfahren auch tats&chlich alle aktiven Inhaltsstoffe extrahiert worden sind. Diesen Nachweis
bleiben bisherige Publikationen (KROEGER et al., 2004; N'GUESSAN et al., 2010; TUNGU et al., 2010)
schuldig und Abbildung 50 zeigt, dass eine einmalige, nicht erschdopfende Extraktion nicht fir die
Bestimmung des tatsichlichen Gehaltes an aktiven Inhaltsstoffen geeignet ist, da bei einmaliger

Extraktion im nicht erschopfenden Verfahren von DEET und
EFPX
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Abbildung 50: 10-fache Extraktion einer Probe mit Toluol mit einer Dauer von jeweils 30 min pro
Extraktion.

Extraktion von einer halben Stunde noch mindestens 10 % der Wirkstoffe im Moskitonetz
verbleiben. Der absolute Gehalt an Diethyltoluamid und Etofenprox in der Probe betrug sechs
bzw. ein Gramm Wirkstoff pro Quadratmeter, so dass nach der ersten Extraktion in diesem Fall
noch etwa 1200 (Diethyltoluamid) und 100 mg (Etofenprox) Wirkstoff pro Quadratmeter im
Moskitonetz verblieben, die zweifellos noch lber eine Aktivitdt gegenliber den Insekten verfligen.
Im Vergleich dazu zeigt Abbildung 51, dass das fir die Gehaltsbestimmung dieser Methode
angewandte Extraktionsverfahren mehr als 99 % der aktiven Inhaltsstoffe aus dem Moskitonetz
extrahiert, wobei der absolute Gehalt dieser Probe mit zehn Gramm Diethyltoluamid und sechs
Gramm Gesamtpermethrin deutlich hdher gewesen ist.
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Extraktion im erschopfenden Verfahren von DEET, CPM

und TPM
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Abbildung 51: Dreimalige erschopfende Extraktion einer Probe iiber jeweils 4 Stunden mit
Soxhletapparatur.

Trotz dieser sehr guten Ausbeute, kann nicht ausgeschlossen werden, dass noch Rickstédnde der
aktiven Inhaltsstoffe so in die Faser eingeschlossen sind, dass sie vom Extraktionsverfahren nicht
erfasst werden. Die einzige Md&glichkeit, eine vollstdndige Erfassung aller Inhaltsstoffe sicher zu
gewahrleisten, ware ein zerstérender Aufschluss der Moskitonetze, der alle Substanzen in Lésung
bringen wirde. Dies wére durchaus durch einen Mikrowellendruckaufschluss zu erreichen, hatte
aber neben der Zerstérung der Faser auch eine Zerstérung der zu bestimmenden Analyten zur
Folge. Da der chemische Nachweis einer vollstdndigen Extraktion aller Inhaltsstoffe nicht
abschlieBend gefihrt werden kann, bleibt nur die Mdglichkeit des Nachweises, dass die
Moskitonetze nach der Extraktion keine biologische Aktivitdt aufweisen, so dass zumindest die
Extraktion aller aktiven Inhaltsstoffe konstatiert werden kann. Zur Durchflihrung dieser
Versuchsanordnung wurden drei Moskitonetze mit unterschiedlichen Gehalten an Repellentien
und Insektiziden auf ihre Bioaktivitdt untersucht. AnschlieBend wurden die Netze extrahiert und
erneut auf ihre Bioaktivitdt untersucht. Um einen eventuellen Einfluss der Extraktion auf die
Bioaktivitdt der Netze auszuschlieBen wurde ein nicht impragniertes Moskitonetz (als Nullnetz
bezeichnet) zuséatzlich zu den obligatorischen Negativkontrollen Uber den gesamten Versuch
mitgefihrt. Alle Netze wurden nach dem bereits beschriebenen Verfahren vier Stunden an der
Soxhletapparatur mit n-Hexan extrahiert und anschlieBend Uber Nacht getrocknet. Die
Bestimmung der Bioaktivitdt wurde Uber sechs Stunden durchgefihrt. Bei fehlenden adversen
Effekten auf die Versuchstiere nach dieser Zeit, wurden die Netze als nicht bioaktiv beurteilt. In
allen Versuchen zeigt die Negativkontrolle Gber die Dauer von 360 Minuten keine Effekte auf die
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Versuchstiere. Die nicht extrahierten Moskitonetze zeigten ihren wirksamen Bestandteilen
entsprechend einen deutlichen Effekt auf die Versuchstiere, wobei die Menge an Permethrin der
bestimmende Faktor in Bezug auf die ,Kill Time“ ist (Tabelle 18).

Tabelle 18: Ergebnisse des Versuches zum Nachweis der Extraktion aller aktiven Inhaltsstoffe

Bezeichnung DEET IR 3535 CPM TPM KD (min) Kill (min)
P4 bis n.n. 1874,8 2,77 5,35 40 97,5
P6 bis 2409,8 n.n. 339,34 1038,54 10 37,5
P8 bis n.n. n.n. 588,42 1707,84 20 30
Nullnetz n.n. n.n. n.n. n.n. 360 360
P4 bis ex n.n. n.n. n.n. n.n. 360 360
P6 bis ex n.n. n.n. n.n. n.n. 360 360
P8 bis ex n.n. n.n. n.n. n.n. 360 360

Ebenfalls aus der Tabelle zu entnehmen ist das vollstdndige Verschwinden der Bioaktivitdt nach
der Soxhletextraktion, die den ebenfalls fehlenden Bioaktivitditen von Nullnetz und
Negativkontrolle entspricht. Abbildung 52 stellt dieses Ergebnis graphisch dar, wobei die
logarithmisch dargestellte Primarachse zu beachten ist.

Kill-Zeit von impragnierten Moskitonetzen bezogen auf den analytisch bestimmten Gehalt
an Permethrin
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Abbildung 52: Darstellung der ,Kill Time“ von extrahierten und nicht extrahierten Moskitonetzen mit
Darstellung des Gesamtpermethringehaltes und logarithmischer Primérachse.
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Die Wirksamkeit der Moskitonetze ist in diesem Fall nur in Abhangigkeit zu den am stéarksten
wirkenden Inhaltsstoffen Cis— und Trans-Permethrin dargestellt. Der Einfluss auf die
Abtétungszeit wird auch durch den Gehalt an Repellentien beeinflusst, soll aber an einer anderen
Stelle dieser Arbeit noch ausfiihrlich diskutiert werden und wird der Ubersichtlichkeit wegen nicht

in die graphische Darstellung mit aufgenommen.

Kill-Zeit impragnierter Moskitonetze bezogen auf den analytisch bestimmten Gehalt an
Permethrin
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Abbildung 53: Netzdiagramm von Kill-Zeit und Gesamtpermethringehalt auf zwei Achsen zur
Darstellung der volistindigen Extraktion der aktiven Inhaltsstoffe aus den impréagnierten
Moskitonetzen.

Bei Betrachtung von Tabelle 18 und Abbildung 51 stellt sich méglicherweise die Frage, warum bei
den extrahierten Moskitonetzen alle Wirkstoffe mit nicht nachweisbar gekennzeichnet sind,
obwohl nach den Werten von Abbildung 51 mit einem Gehalt von etwa 5 mg Permethrin zu
rechnen gewesen wére. Die Ursache hierflr ist in der geringeren Konzentration der Analyten im
Vergleich zum in Abbildung 51 beschriebenen Experiment zu suchen, wodurch eine noch
geringere Menge auf der Faser verblieben ist, die sich unterhalb der fir die Kalibration
berechneten Nachweisgrenze befand. Das entscheidende Ergebnis dieses Versuches bleibt aber
die Aussage, dass die vor der Extraktion fir die Versuchstiere hochtoxischen Moskitonetze, nach
der Extraktion keinen signifikanten Unterschied (p = 1,0) zu den nicht imprégnierten
Moskitonetzen zeigten. Somit ist flir das entwickelte Extraktionsverfahren nachgewiesen, dass
alle aktiven Inhaltsstoffe bei der Aufarbeitung aus den Moskitonetzen entfernt werden.
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4.2. Untersuchungen von impragnierten Moskitonetzen

In diesem Teil werden die Ergebnisse der unterschiedlichen Versuche an imprégnierten
Moskitonetzen vorgestellt. Die Versuche beinhalteten zum einen immer eine Bestimmung des
Gehaltes an aktiven Inhaltsstoffen mit der unter 4.1. beschriebenen Methode und zum anderen
die Tierversuche zur Bestimmung der biologischen Aktivitdt. Je nach Zielsetzung wurden die
Methoden auf unterschiedliche Wiese miteinander kombiniert, um ein der Fragestellung
angemessenes Ergebnis erhalten zu kénnen.

Die untersuchten Moskitonetze wurden von der Firma Utexbel, Renaix, Belgien produziert und mit
einem neuen Polymercoatingverfahren imprégniert, dass von imprégnierten Uniformen auf
Moskitonetze Ubertragen wurde (FAULDE and UEDELHOVEN, 2006; FAULDE et al., 2010). Die
Impréagnierung erfolgte im Rahmen der zur Verfiigung stehenden Mdglichkeiten nach unseren
Vorgaben mit unterschiedlichen Substanzen und Substanzkombinationen, wobei die
Konzentrationen der einzelnen Wirkstoffe in den zur Polymerisierung eingesetzten
Ausgangsldsungen zwischen 50 und 250 g/L lagen. Das neue Coatingverfahren erméglicht das
Aufbringen der Wirkstoffe in einer oder mehreren Schichten, so dass auch méglicherweise nicht
miteinander kompatible Wirkstoffe auf ein Moskitonetz aufgebracht werden k&nnen. Die
Imprégnierung der Moskitonetze erfolgt bei Verwendung eines Wirkstoffes durch zweimaliges
Imprégnieren und anschlieBender Trocknung bei 110° C. Je nach Wirkstoff werden
unterschiedliche Hilfsstoffe (Binder, Copolymere und Weichmacher auf Silikonbasis) bei der
Impréagnierung zugesetzt. Zum Aufbringen weiterer Wirkstoffe wird das Netzmaterial unter Zusatz
von Hilfsstoffen (s.0.) reimpragniert und bei 150° C getrocknet. Das Verfahren eignet sich fir
unterschiedliche Textilfasern und es wird zu untersuchen sein, welchen Einfluss die Fasern auf die
Wirkung der Netze haben und welche Mengen Wirkstoff auf die unterschiedlichen Materialien
aufgebracht werden kénnen.

91



Ergebnisse

4.2.1.Bestimmung der Aktivitat unterschiedlicher Wirkstoffe

Um eine Vergleichbarkeit der Wirkstarke unterschiedlicher Moskitonetze zu erméglichen, wurden
die Wirkstoffe Permethrin, Deltamethrin, Etofenprox, Cyfluthrin, IR 3535, und Diethyltoluamid in
unterschiedlichen Konzentrationen auf Baumwollnetze aufgebracht und der Gehalt an aktiven
Inhaltsstoffen sowie die Bioaktivitdt bestimmt und gegenlbergestellt. Wenn man die von der
WHO empfohlenen Konzentrationen flr Pestizide zur konventionellen Imprégnierung (WHO, 2007)
als Benchmark annimmt, wird zu prifen sein, ob fir das neue Impragnierungsverfahren eine
vergleichbare Dosis-Wirkungs-Beziehung und Residualaktivitdt flr die einzelnen Pestizide gilt.
Nicht charakterisiert sind bislang Repellentien; ihr konzentrationsabh&ngiges Verhalten gegeniber
exponierten Testarthropoden wird von besonderem Interesse sein.
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Abbildung 54: Konzentrationsabhangige Knockdown- und Kill- Aktivitdt von Etofenprox
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Am Beispiel des Etofenprox werden die Resultate erldutert. Abbildung 54 zeigt die Kill- und

Knockdown-Zeiten von Etofenprox beschichteten Netzen. Die Netze wurden mit Gehalten von 70

— 750 mg pro Quadratmeter Etofenprox produziert und untersucht. Die Fehlerindikatoren geben

die Standardabweichungen der Bioaktivitidten wieder. Mit den aufgetragenen Werten wurde eine

exponentielle Regression durchgefihrt und die Trendlinie, sowie die Gleichung der Regression,

ist in den Diagrammen abgebildet.

Aus dem Diagramm (Abbildung 54) ist zu entnehmen, dass sowohl die Kill- als auch die

Knockdown-Zeit mit steigender Konzentration an Etofenprox exponentiell abnimmt. Dasselbe

Verhalten lasst sich auch fir die anderen untersuchten Wirkstoffe erkennen (Abbildung 55). Die

Diagramme der biologischen Aktivitdten mit Standardabweichungen sind in Anhang 6 vollstandig

dargestellt.
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Abbildung 55: Darstellung der Kill- und Knockdown-Aktivitdten von Repellentien und Insektiziden.
Als MaB fiir die Aktivitét ist die Zeit in Minuten bis zum Erreichen des jeweiligen Endpunktes gegen
die Konzentration des Wirkstoffes im Moskitonetz aufgetragen
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Mit Hilfe der Exponentialgleichung werden die Konzentrationen berechnet, die fiir eine Kill-Time
von 100 Minuten und eine Knockdown-Time von 60 Minuten benétigt werden. Durch Auflésen der
Exponentialgleichung nach x ergibt sich fir eine 60-Minuten-Knockdown-Time (KDgy) eine
Konzentration von 615 mg/m? an Etofenprox und eine Konzentration von 607 mg/m? fiir eine 100-
Minuten-Kill-Time (Kill,o). Die Wahl von 60 und 100 Minuten ist dabei willklrlich erfolgt. Durch
Berechnung dieser Zeiten fiir die anderen untersuchten Wirkstoffe, kann die Insektizidie der
Substanzen verglichen werden. Die Ergebnisse der Berechnung werden in Tabelle 19 dargestellt.

Tabelle 19: Ergebnisse der Berechnung von KD¢, und Kill,, fiir verschiedene Wirkstoffe

Wirkstoff KDy, [mg/m?] Kill,o, [mg/m?]
Cyfluthrin 156 387
Deltamethrin 23 34
Etofenprox 615 607
Permethrin 789 936
Diethyltoluamid 3730 5333
IR 3535 3950 4660

Den in Tabelle 19 dargestellten Werten folgend, kdnnen die Wirkstoffe in 3 Gruppen mit
unterschiedlicher Wirkstarke eingeteilt werden. Am starksten wirken, wie erwartet, die «-Cyano
Pyrethroide Cyfluthrin und Deltamethrin, die auch Saugetieren gegenliber die héchste Toxizitat
aufweisen (KLAASSEN, 2008), wobei Deltamethrin das etwas stéarker wirkende der beiden ist
(FAULDE et al., 2011). Permethrin und das ,Non-ester” Pyrethroid Etofenprox zeigen eine etwas
geringere Wirksamkeit als die «-Cyano Pyrethroide. Beide Substanzen sind jedoch von ihrem
toxikologischen Profil glinstiger einzuschéatzen; so zeigt Etofenprox nur eine geringe Toxizitét
gegeniber Saugetieren (DELORENZO and DE LEON, 2010; SREEHARI et al., 2009) und ist ebenso in
den genannten Konzentrationen als sicher einzuschatzen wie Permethrin, fiir das eine Sicherheit
bei Bekleidungstextilien in diesem Konzentrationsbereich belegt ist (APPEL et al., 2008).

Die dritte Gruppe bilden die Repellentien Diethyltoluamid und IR 3535. Sie unterscheiden sich
hinsichtlich ihrer Wirkstarke nicht und weisen die schwachste Wirkung der drei Gruppen auf. Trotz
der schwéachsten Wirkung aller untersuchten Substanzen, ist erstaunlich, dass Uberhaupt ein
signifikanter toxischer Effekt auf die Versuchstiere zu beobachten ist. Bislang war man davon
ausgegangen, dass von den Repellentien zwar eine repellente (negativer Chemotropismus), aber
keine insektizide Wirkung ausgehen wirde. Die durchgefihrten Untersuchungen beweisen aber,
dass Diethyltoluamid wund IR 3535 neben ihrer Repellent-Wirkung auch eine
konzentrationsabhangige insektizide und akarizide Wirkung haben (FAULDE et al., 2010). Um eine
insektizide Wirkung zu erzielen, sind vergleichsweise hohe Repellentkonzentrationen auf den
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Moskitonetzen notwendig, die bislang nur mit dem neuen Impragnierungsverfahren problemlos

aufgebracht werden kénnen.

Vergleich der Bioaktivitdten verschiedener Pyrethroide gegen
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Abbildung 56: Darstellung der Knockdown-Aktivitdten von Deltamethrin, Cyfluthrin, Permethrin und
Etofenprox
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Abbildung 57: Vergleich der Kill-Aktivitat von IR 3535 und Diethyltoluamid mit Permethrin

Die aus der Tabelle 19 abgeleiteten Schllsse lassen sich auch aus den Abbildungen 56 und 57
entnehmen. Die a—Cyano Pyrethroide Deltamethrin (p < 0,001 gegen Etofenprox und p = 0,012
gegen Permethrin) und Cyfluthrin (p < 0,027 gegen Etofenprox und p = 0,025 gegen Permethrin)
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zeigten eine statistisch signifikant héhere Knockdown-Aktivitdt als Etofenprox und Permethrin,
unterscheiden sich jedoch untereinander nicht statistisch signifikant (p = 0,384) voneinander (95
% Konfidenzintervall). Die Wirkungskurven der Repellentien unterscheiden sich ebenfalls
signifikant von der Wirkungskurve des Permethrins (p < 0,01; 95 % Konfidenzintervall).
Grundsétzlich ist zu konstatieren, dass mit allen untersuchten Wirksoffen eine toxikologisch
relevante Wirkung auf die Testarthropoden zu erzielen ist. Die Substanzen mit starkerer Wirkung
kénnen zwar zur Erzielung eines vergleichbaren Effektes in geringerer Konzentration auf die Netze
aufgebracht werden, im Umkehrschluss ist aber auch ihre Toxizitdt gegeniiber dem Anwender
hoher (s. S. 28 f), so dass sich der Vorteil, eine geringere Menge zu applizieren, wieder aufhebt.
Aus technologischer Sicht ist die Applikation groBer Mengen Wirkstoff auf die Fasern
unproblematisch. Wie aus Abbildung 57 zu entnehmen ist, kdnnen bis zu 8000 mg/m? Permethrin
und mehr als 10000 mg/m? Diethyltoluamid problemlos auf die Faser aufgebracht werden,
wodurch Kill-Zeiten von weniger als 50 Minuten erreicht werden kdénnen.

Alle Wirkstoffe wurden darliberhinaus in ,Arm-in-Cage“ Tests untersucht, mit dem Ergebnis, dass
entgegen bisherigen Vermutungen (HOSSAIN and CURTIS, 1989), keines der Insektizide allein einen
100%igen Durchstichschutz gewahrleistet. Abbildung 58 zeigt das Landeverhalten auf einem mit
1980 mg/m? Etofenprox impragnierten Moskitonetz.

Abbildung 58: Mit Etofenprox impragniertes Moskitonetz im ,,Arm-in-Cage“ Versuch

Auf dem Bild ist zu erkennen, dass die Versuchstiere auf dem Moskitonetz landen und
durchstechen. Eine Wirkung auf das Verhalten der Versuchstiere in Form eines ,Hot-Feet-
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Effektes” war erkennbar (erh6hte Bewegungen der Versuchstiere im Vergleich zur Nullprobe), aber
der Effekt war nicht stark genug, um die Stiche der Versuchstiere zu unterbinden.

Zusatzlich zur Untersuchung der Wirkung von Insektiziden und Repellentien gegen Aedes aegypti
wurden die Repellentien Diethyltoluamid und IR 3535 hinsichtlich ihrer akariziden Wirkung gegen
Nymphen von Ixodes ricinus (Freilandfang) getestet (Abbildungen 59 und 60).
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Abbildung 59: Darstellung der Knockdown-Aktivitdt von Diethyltoluamid und IR 3535 gegen Nymphen
von Ixodes ricinus (Freilandfang)

Darstellung der Bioaktivitdten von IR 3535 und Diethyltoluamid
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Abbildung 60: Darstellung der Kill-Aktivitdt von Diethyltoluamid und IR 3535 gegen Nymphen von
Ixodes ricinus (Freilandfang)
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Sowohl Diethyltoluamid als auch IR 3535 zeigen in dieser Versuchsanordnung eindeutig akarizide
Effekte gegenlber den eingesetzten Versuchstieren. Das Dosis-Wirkungs-Verhalten von
Diethyltoluamid gegenlber Ixodes ricinus unterscheidet sich dabei nicht signifikant von dem
Verhalten gegeniiber Aedes aegypti (FAULDE et al., 2010). Vergleicht man die Akarizidie von
Diethyltoluamid und IR 3535, so ist festzustellen, dass Diethyltoluamid hinsichtlich seiner
Wirkstérke IR 3535 Ubertrifft (FAULDE et al., 2010).
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4.2.2.Bestimmung der Aktivitat von Wirkstoffkombinationen

Nachdem erste Informationen zur Wirkstéarke der eingesetzten Einzelsubstanzen vorlagen, wurden
Moskitonetze mit mehr als einem Wirkstoff hergestellt. Ein erster Versuch enthielt dabei
Baumwolinetze mit Etofenprox und Diethyltoluamid in Konzentrationen zwischen 100 und 2500
mg/m? (Abbildung 61). Bestimmt wurden bei den Netzen der Gehalt an aktiven Inhaltsstoffen
sowie die biologische Aktivitdt in Form von Knockdown- und Kill-Effekt. Die Ergebnisse der
Untersuchungen sind in Abbildung 61 dargestellt und zeigen, dass mit steigenden Gehalten an
Etofenprox und Diethyltoluamid die Toxizitat der Moskitonetze gegenliber den Versuchstieren wie
erwartet zunimmt. Auf Grund der schwankenden Werte der aktiven Inhaltsstoffe in den Netzen ist

Konzentrations-Wirkungs-Beziehung von impragnierten Moskitonetzen bei
Kombination der Wirkstoffe Etofenprox und Diethyltoluamid
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Abbildung 61: Darstellung der Konzentration und biologischer Wirksamkeit von mit Etofenprox und
Diethyltoluamid impréagnierten Moskitonetzen

eine Berechnung von KDg und oder Kill,o; nicht sinnvoll, da der Anteil des Einflusses der
einzelnen Wirkstoffe auf die biologische Aktivitat nicht bekannt ist. Wenn man allerdings die Werte
aus Tabelle 19 mit dem Diagramm vergleicht, fallt auf, dass sowohl die Knockdown- als auch die
Kill-Zeit fur die Netze mit Etofenprox und Diethyltoluamid deutlich geringer sind, als bei den mit
einem Wirkstoff impragnierten Netzen. Gegen einen reinen additiven Effekt spricht dabei der
groBe Unterschied der biologischen Aktivitdt schon bei geringen Konzentrationen der Wirkstoffe
(FAULDE and NEHRING, 2012). Vielmehr ist zu vermuten, dass ein synergistischer Effekt vorliegt
(BONNET et al.,, 2009; PENNETIER et al., 2007), der durch unterschiedliche insektizide

Wirkmechanismen der Substanzen hervorgerufen sein kdnnte.
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Trotz der guten Eigenschaften der Netze in den Untersuchungen zur biologischen Aktivitdt konnte
in den ,,Arm-in-Cage"“ Tests keines der Netze mit einem Durchstichschutz iberzeugen. Auf allen
Netzen landeten die Versuchstiere und stachen durch das Netz durch. Ein Unterschied zwischen
den Netzen war bis auf das Netz mit 2557 mg/m? Etofenprox und 724 mg/m? Diethyltoluamid
nicht zu erkennen. Bei diesem Netz war die Anzahl der Landeversuche geringer und auch ein
»,Hot-Feet-Effekt” war zu beobachten. Aus den generierten Ergebnissen lasst sich vermuten, dass
der Einfluss der Insektizide auf das Stechverhalten der Miicken wesentlich geringer ist, als bisher
angenommen, wohingegen die Konzentration an Repellent méglicherweise einen entscheidenden
Einfluss auf den Durchstichschutz hat.

In einer nachsten Serie wurden Baumwollnetze mit Diethyltoluamid und/oder Permethrin
impragniert. Bei der Impragnierung wurde zunachst mit unterschiedlichen Konzentrationen an
Diethyltoluamid impréagniert und anschlieBend mit Permethrin, wobei die Impragnierung, die
eigentlich nur mit Diethyltoluamid erfolgen sollte, eine nachweisbare Verunreinigung mit
Permethrin enthielt. Wie bei den vorhergegangenen Netzen, wurde erneut die biologische Aktivitat
gegeniber Aedes aegypti und der Gehalt der Wirkstoffe bestimmt. Die Ergebnisse der
Untersuchungen sind in Abbildung 62 zusammengefasst.

Konzentrations-Wirkungs-Beziehung von impragnierten Moskitonetzen bei
Kombination der Wirkstoffe Diethyltoluamid und Permethrin
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Abbildung 62: Darstellung der Konzentration und biologischer Wirksamkeit von mit Permethrin und
Diethyltoluamid impréagnierten Moskitonetzen

Bei den mit Diethyltoluamid impréagnierten Netzen (mit einem Restgehalt von 15 bis 55 mg/m?
Permethrin) wurden Gehalte zwischen 400 und 3700 mg/m? Diethyltoluamid auf die Fasern
aufgebracht. Wie erwartet nimmt die Knockdown- und Kill-Zeit mit steigender
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Wirkstoffkonzentration zu, wobei die Bioaktivitat stérker ausgepragt ist, als aus Abbildung 55 zu
erwarten gewesen ware. Diese Steigerung dirfte in dem Restgehalt an Permethrin begriindet
sein, das durch seinen vermuteten synergistischen Effekt zu einer erhdhten Bioaktivitat flhrt. Bei
der zuséatzlichen Impragnierung mit Permethrin ist zu erkennen, dass bei vergleichbaren
Konzentrationen von Diethyltoluamid die auftragbare Konzentration an Permethrin steigt, da in
allen Féllen die Konzentration der L&sung zur Impragnierung mit Permethrin konstant blieb.
Daraus lasst sich schlieBen, dass bei der Impragnierung mit mehreren Wirkstoffen die
Konzentrationen der Impragnierungslésungen aufeinander abgestimmt werden muissen, um die
gewlnschten Zielkonzentrationen erreichen zu kénnen.

Hinsichtlich der biologischen Aktivitat zeigt die Wirkstoffkombination eine deutliche Verbesserung
gegenlber den bisher untersuchten Netzen. Mit einer Knockdown-Zeit von maximal 20 Minuten
und einer Kill-Zeit von maximal 40 Minuten werden Aktivitdten erreicht, die mit einer
Einzelwirkstoffimpragnierung nicht zu erzielen sind (FAULDE and NEHRING, 2012). Die
Unterschiede der Bioaktivitdten zwischen den Netzen in Abh&ngigkeit von dem Verhéltnis
zwischen Diethyltoluamid und Permethrin zeigen keine statistische Signifikanz (p = 0,7), wobei
dies Uber einen Bereich mit stérker variierenden Permethringehalten zu Uberprifen wére. Die
Wirksamkeit ist in jedem Fall bei allen mit Diethyltoluamid und Permethrin imprégnierten Netzen
dieser Serie so hoch, dass ein sehr schneller Wirkungseintritt gewahrleistet ist.

Konzentrations-Wirkungs-Beziehung von impragnierten Moskitonetzen bei
Kombination der Wirkstoffe IR 3535 und Permethrin
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Abbildung 63: Darstellung der Konzentration und biologischer Wirksamkeit von mit Permethrin und

IR 3535 impréagnierten Moskitonetzen

Parallel zur Impragnierung mit Diethyltoluamid und Permethrin wurde eine Untersuchung mit IR

3535 und Permethrin durchgefiihrt (Abbildung 63). Auffallig dabei war insbesondere, dass bei
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demselben Vorgehen bei der Impragnierung keine nennenswerten Gehalte an Permethrin auf der
Faser nachgewiesen werden konnten. Offensichtlich verhindert das IR 3535 die Bindung von
Permethrin auf die Faser, so dass fir eine hohe Bioaktivitit notwendige
Permethrinkonzentrationen nicht erreicht werden kénnen. Gleichwohl ist auf Grund der héheren
Affinitdt des IR 3535 zur verwendeten Baumwollfaser der absolute Gehalt mit maximal 6670
mg/m? deutlich héher. Die Bioaktivitdt bewegt sich dabei in dem Rahmen, der fir den
Einzelwirkstoff IR 3535 zuvor bestimmt worden war (Abbildung 55).

Vergleicht man die Bioaktivitdt in Abhangigkeit von der Konzentration an aktiven Inhaltsstoffen
von den mit einem Insektizid impragnierten Moskitonetzen und den mit Repellent und Insektizid
imprégnierten Moskitonetzen, so fallt auf, dass eine signifikant (p < 0,001) hdhere Bioaktivitéat
(100% Knockdown Abbildung 64; 100% Kill Abbildung 65) schon bei vergleichsweise geringen
Wirkstoffkonzentrationen erreicht wird. Dies gilt sowohl fiir die Netze, die erst mit Insektizid und
danach mit Repellent imprégniert wurden (Permethrin in Permethrin + DEET) als auch fir die
Netze, die zuerst mit Repellent und anschlieBend mit Insektizid (DEET in Permethrin + DEET)
impragniert wurden (FAULDE and NEHRING, 2012). Ein Unterschied zwischen diesen beiden
Impréagnierungsmethoden ist aus den Ergebnissen nicht abzuleiten.

Konzentrationsabhangige 100% knockdown Kontaktaktivitidt von Permethrin LLIN, DEET
LLRN, Permethrin in Permethrin plus DEET LLIRN, und DEET in Permethrin plus DEET
LLIRN gegen Aedes aegypti
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Abbildung 64: Gegeniiberstellung der Knockdown-Aktivitdt von mit dem Polymercoatingverfahren
impréagnierten LLIN und LLIRN in Abhédngigkeit von ihrem Gehalt an aktiven Inhaltsstoffen

Die Betrachtung der Abbildungen 64 und 65 legt darlberhinaus nahe, dass der auf Seite 99
angesprochene synergistische Effekt zwischen Repellent und Insektizid in Bezug auf die
Wirksamkeit gegen Aedes aegypti tatséchlich vorliegt.

Die Tatsache, dass aus den mit Repellent und Insektizid impragnierten Netzen keine Dosis-
Wirkungs-Kurve abgeleitet werden kann, ist eine Hinweis auf die starke bioaktive Wirksamkeit der
Kombination aus Repellent und Insektizid. Um den sich der x-Achse langsam n&hernden Teil der

102



Ergebnisse

Dosis-Wirkungs-Kurve zu verlassen, missten wahrscheinlich deutlich geringere Konzentrationen
an aktivem Inhaltsstoff auf die mit Repellent und Insektizid impréagnierten Netze aufgebracht

werden.

Konzentrationsabhangige 100% Kill-Aktivitdt von Permethrin LLIN, DEET LLRN, Permethrin
in Permethrin plus DEET LLIRN, und DEET in Permethrin plus DEET LLIRN gegen Aedes

aegypti
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Abbildung 65: Gegeniiberstellung der Kill-Aktivitit von mit dem Polymercoatingverfahren
impréagnierten LLIN und LLIRN in Abhédngigkeit von ihrem Gehalt an aktiven Inhaltsstoffen

103



Ergebnisse

Nach den oben beschriebenen Untersuchungen wurden mit den Netzen ,Arm-in-Cage“ Tests
durchgeflhrt, deren Ergebnisse teilweise in Abbildung 66 dargestellt sind.

Abbildung 66: ,,Arm-in-Cage* Tests: 1: Unimprégniertes Netz, 2: Netz mit etwa 5000 mg/m? IR 3535,
3: Netz mit etwa 6700 mg/m? IR 3535, 4: Netz mit etwa 1500 mg/m? IR 3535 und 10 mg/m? Permethrin,
5: Netz mit etwa 3600 mg/m? Diethyltoluamid und 1200 mg/m? Permethrin,

Die Netze mit hohen Gehalten an Repellent zeigen einen deutlich sichtbaren Repellenteffekt, der
bei etwa 3000 mg/m? Diethyltoluamid und 6000 mg/m? IR 3535 zu einem 100% Durchstichschutz
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fihrt. Im Vergleich mit nicht impréagnierten Netzen und mit ausschlieBlich mit Insektiziden
impragnierten Netzen sind Landeversuche schon ab etwa 1500 mg/m? Repellent sichtbar
reduziert. Netze mit einem hohen Gehalt an Repellent weisen dariiber hinaus noch einen deutlich
sichtbaren ,,Space-Effekt“ auf (Abbildung 66, 5.), der die Versuchstiere veranlasst, schon deutlich
vor Erreichen der Netzoberflaiche wieder davonzufliegen. Bei Netzen mit einem geringeren Gehalt
an Diethyltoluamid und mehr Permethrin ist der Durchstichschutz nicht mehr gewéhrleistet, auch
wenn eine geringere Landungstendenz als bei unimpréagnierten Netzen zu beobachten ist. Diese
Netze zeigen darlberhinaus einen deutlichen ,Hot-Feet-Effekt“, so dass die meisten der
gelandeten Versuchstiere das Netz umgehend wieder verlassen. Dennoch waren bei
Repellentgehalten unter 3000 bzw. 6000 mg/m? Stech- und Saugakte zu verzeichnen, so dass
kein 100% Durchstichschutz konstatiert werden konnte.
Da der Durchstichschutz unabhangig von der Insektizidkonzentration nur bei entsprechenden
Repellentgehalten erreicht wurde, ist das Aufbringen eines Repellents in entsprechender
Konzentration zum Erreichen eines Durchstichschutzes unabdingbar und scheint fir die
Wirksamkeit impragnierter Moskitonetze von gréBerer Bedeutung zu sein, als bisher
angenommen (FAULDE et al., 2010).
Nachdem erfolgreich Insektizid und Repellent auf einem Moskitonetz kombiniert werden konnten,
wurde eine Serie von Moskitonetzen hergestellt, die zusétzlich zu einem Insektizid und/oder
Repellent noch Piperonylbutoxid enthielten. Piperonylbutoxid wird als Inhibitor des Cytochrom P
450 Systems (MOORES et al., 2011) in Kombination mit Pyrethroiden eingesetzt (ELNAIEM et al.,
2008), um Pyrethroidresistenzen zu reduzieren (PEREGUDA and AGASHKOVA, 1991). Da
Pyrethroidresistenzen neben den kdr-Mutationen, die zu einer verringerten Empfindlichkeit der
lonenkanéle fihren und auf einer héheren Aktivitdt der Cytochrom P 450 Monooxygenase
beruhen, kénnen durch die Verwendung von Piperonylbutoxid gegebenenfalls auch resistente
Vektoren bekdmpft werden.
In der Versuchsserie wurden vier verschiedene Netzpaare hergestellt, von denen jeweils eines
zuséatzlich mit  Piperonylbutoxid  impragniert war. Im  Detail wurden folgende
Wirkstoffkombinationen gewéhli:

1. Permethrin + Piperonylbutoxid

2. Permethrin und Diethyltoluamid + Piperonylbutoxid

3. Diethyltoluamid + Piperonylbutoxid

4. IR 3535 + Piperonylbutoxid

Ziel der Versuche war es, herauszufinden, ob eine Impragnierung mit den verschiedenen
Wirkstoffen und Piperonylbutoxid méglich ist, und ob ein Einfluss der Kombination auf die
Wirksamkeit gegenlber den Versuchstieren zu beobachten ist. Wie bereits an anderer Stelle
erwéhnt, ist der Umgang mit resistenten Stdmmen aus Sicherheitsgriinden nicht méglich, so dass
sich die Beobachtungen ausschlieBlich auf die nicht resistenten Stdmme von Aedes aegypti

beziehen.
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Vergleich der Bioaktivitdten von LLIN, LLRN und LLIRN mit und ohne Piperonylbutoxid
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Abbildung 67: Konzentrationen und biologische Aktivitdten einer Serie impragnierter Moskitonetze
jeweils mit und ohne Piperonylbutoxid

Technologisch ist die Kombination von Piperonylbutoxid mit Repellentien und /oder Insektiziden
problemlos mdglich. Die Konzentrationen auf den Netzen erreichen sicher den stark wirksamen
Bereich. Eine Verbesserung der biologischen Aktivitdt gegen nicht resistente Stdmme von Aedes
aegypti ist nicht festzustellen. In Kombination mit Diethyltoluamid scheint Piperonylbutoxid sogar
einen negativen Einfluss auf die biologische Wirksamkeit zu haben. Da die nicht resistenten
Stamme keine beschleunigte Entgiftung Uber das Cytochrom P 450 System aufweisen, ist auch
die Hemmung dieses Systems demnach nicht von Relevanz fir die biologische Aktivitat. Der
negative Einfluss auf die mit Diethyltoluamid impréagnierten Netze legt die Vermutung nahe, dass
die Toxizitdt von Diethyltoluamid einen anderen Ursprung hat, als die der Pyrethroide. Um zu
prifen, ob die Kombination der Netze mit dem synergistisch wirkenden Piperonylbutoxid sinnvoll
ist, missten Versuche mit resistenten Stdmmen von Vektoren durchgefiihrt werden. Bei nicht
resistenten Stdmmen entsteht durch die zusatzliche Imprégnierung mit Piperonylbutoxid kein
Vorteil.
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4.2.3.Vergleich der Eigenschaften unterschiedlicher Netzmaterialien bei
der Impragnierung mit dem neuen Polymerisationsverfahren

Nachdem die bisherigen Untersuchungen ausschlieBlich mit Baumwollinetzen durchgefiihrt
worden sind, werden im folgenden Abschnitt die Eigenschaften anderer Netzmaterialien bei
Imprégnierung mit dem neuen Polymerisationsverfahren vorgestellt.

Bei den weiteren Netzmaterialien handelte es sich zum einen um ein Polyesternetz und zum
anderen um ein Baumwoll-Polyester-Mischgewebe, das als Lenonetz bezeichnet wird. Bei der
Interpretation der Ergebnisse sind in jedem Fall auch die Eigenschaften der Netze, die in Tabelle
20 dargestellt werden, von Bedeutung.

Tabelle 20: Eigenschaften verschiedener zur Impréagnierung verwendeter Moskitonetze

. Flachenbezogene . .

Netzt Maschenweite Luftdurchl igkeit

yp Masse [g/m?] assigike
Baumwolle eng (170 mesh/cm?) 180 gering
Lenonetz (Mischgewebe) mittel 70 mittel
Polyester weit 45 hoch

Die Polyesternetze wurden gemeinsam mit den in Abbildung 62 und 63 dargestellten
Baumwolinetzen hergestellt und mit dem gleichen Verfahren zum selben Zeitpunkt impragniert, so
dass diese Netze uneingeschrankt miteinander verglichen werden kénnen. Anhand der vor den
Untersuchungen bekannten Daten (Tabelle 20) wurde erwartet, dass die Polyesternetze bei
gleichem Impragnierungsverfahren eine geringere Kapazitat haben sollten, als die Baumwollnetze,
da die Oberflache der Kunststofffaser deutlich geringer sein sollte. Zuséatzlich zur Analytik der
Polyesternetze wurde parallel zu den Baumwollnetzen die Bestimmung der Bioaktivitat
vorgenommen.

Bei Betrachtung der ausschlieBlich mit Repellentien imprégnierten Netze (Abbildung 68) ist zu
erkennen, dass die Menge der Wirkstoffe, die auf die Polyesternetze aufgebracht werden kann,
deutlich geringer ist als die Menge, die auf die Baumwollnetze polymerisiert werden kann. Fir IR
3535 findet man auf den Baumwollnetzen zwischen 5200 und 6700 mg/m? Wirkstoff, bei den
Polyesternetzen mit 86 bis 185 mg/m? nur etwa 2-3 % dieser Menge. Beim Diethyltoluamid ist die
auf der Baumwollfaser nachzuweisende Menge zwischen 400 und 3700 mg/m? und bei der
Polyesterfaser zwischen 69 und 400 mg/m? was etwa 10-17 % der auf die Baumwollfaser
applizierbaren Menge an Diethyltoluamid entspricht. Wie zu erwarten war, haben die
Polyesternetze eine deutlich geringere Kapazitdt in Bezug auf die auftragbare Menge an
Repellentien. Dabei ist die Affinitdt von Diethyltoluamid zur Polyesterfaser gréBer als die von IR
3535, wohingegen dieselbe Konzentration einer Ausgangspolymerisationsliésung bei den

Baumwollfasern zu hdéheren Gehalten an IR 3535 als Diethyltoluamid fihrt. Bemerkenswert ist
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darliberhinaus, dass die Konzentrationen der Ausgangslésungen sich bei IR 3535 nicht in dem
Gehalt auf den Netzen wiederspiegeln, wohingegen die Gehalte an Diethyltoluamid reproduzierbar

Analytisch bestimmter Gehalt von Diethyltoluamid und IR 3535 auf Baumwoll- und
Polyesternetzen
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Abbildung 68: Vergleich der Konzentrationen an Diethyltoluamid und IR 3535 auf Baumwollnetzen
(P1-P8 BW) und Polyesternetzen (P1-P8 PE) nach Impragnierung mit demselben Verfahren

mit den Konzentrationen der Ausgangslésung korrelieren. Das Phdnomen, dass die IR 3535
Konzentrationen nicht reproduzierbar sind, war bereits unter 4.2.2 zu erkennen, wo die
Impréagnierung mit IR 3535 und Permethrin auf Baumwollnetzen zu keinen nennenswerten
Gehalten an Permethrin fiihrte. Dieses Ergebnis ist in Abbildung 69 unter P1 BW bis P4 BW
nochmals dargestellt. In dieser Abbildung ist darlberhinaus erneut die Impragnierung mit
Diethyltoluamid und Permethrin auf Baumwollnetzen dargestellt; beides im Vergleich mit
Polyesternetzen, die mit demselben Verfahren mit Repellent und Insektizid impragniert wurden.
Die bei den Baumwollnetzen gemachten Beobachtungen bestéatigen sich auch fir die
Polyesternetze. Die Impragnierung mit IR 3535 und Permethrin ist problematisch und fiihrt zu
auBerst geringen Permethringehalten, wohingegen die Impréagnierung mit Diethyltoluamid und
Permethrin zu deutlich héheren Permethringehalten fihrt. Vergleicht man die Konzentration an
Permethrin auf den Polyesternetzen mit der auf den Baumwolinetzen, so ergibt sich ein Wert von
4,6 bis 12,6 % der Menge, die auf die Baumwollnetze unter denselben Bedingungen aufgebracht
wurde. Somit wird deutlich, dass sowohl bei Repellents als auch bei Insektiziden die Kapazitat der
Polyesternetze nur bei etwa 1/10 der Kapazitdt der Baumwollnetze liegt. Darliberhinaus wird
deutlich, dass auch strukturell verwandte Substanzen bei ein und demselben
Polymerisationsverfahren véllig anders reagieren, wie die eingeschréankte Kompatibilitdt von IR
3535 mit den verwendeten Materialien und der Polymerisationstechnik zeigt, und dass die
Funktionsfahigkeit des Verfahrens fir jeden einzelnen Wirkstoff individuell Gberprift werden muss.
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Analytisch bestimmter Gehalt von Permethrin und Diethyltoluamid oder Permethrin
und IR 3535 auf Baumwoll- und Polyesternetzen
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Abbildung 69: Vergleich der Konzentrationen an Diethyltoluamid,
Baumwollnetzen (P1-P8 BW) und Polyesternetzen (P1-P8 PE) nach
Verfahren

Impréagnierung mit

Neben dem Vergleich der absoluten Konzentrationen auf den Moskitonetzen wurde
Bioaktivitaten bestimmt und miteinander verglichen (Abbildung 70 und 71). Dabei fallt a

Bioaktivitat und Gehalt von mit Permethrin und Diethyltoluamid oder Permethrin und

IR 3535 impréagnierten Baumwoll- und Polyesternetzen
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Abbildung 70: Darstellung der Kill-Aktivitdt von impragnierten Baumwoll- und Polyesternetzen bei

gleichzeitiger Abbildung der Konzentration an aktiven Inhaltsstoffen auf den Netzen
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trotz der deutlich geringeren Konzentration an aktiven Inhaltsstoffen auf den Polyesternetzen, die
Bioaktivitdt der Polyesternetze nur geringfligig schwécher ist, als die der Baumwollnetze mit
deutlich mehr aktiven Inhaltsstoffen (Abbildung 70 und 71).

Analytisch bestimmter Gehalt von Diethyltoluamid und IR 3535 auf Baumwoll- und
Polyesternetzen korreliert mit der Kill-Aktivitat
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Abbildung 71: Kill-Aktivitdt von Baumwoll- und Polyesternetzen mit IR 3535 oder Diethyltoluamid
impragniert im Vergleich

Hier ware auf Grund der groBen Konzentrationsunterschiede in den Gehalten ein deutlicherer
Unterschied in den Bioaktivitdten zu erwarten gewesen. Eine Ursache dafir kénnte in dem Aufbau
der Faser zugrunde liegen, der bei den Baumwollnetzen dazu fiihrt, dass nicht der gesamte
gebundene Wirkstoff zur Verfiigung steht.
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Abbildung 72: Elektronenmikroskopische Aufnahme (a) eines unimpragnierten Polyester- und (b)
eines impréagnierten Baumwollnetzes (Polymercoatingverfahren) bei gleicher VergréBerung
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Wie in Abbildung 72 zu erkennen ist, sind die Fasern des Polyesternetzes dicker und glatter als
die des Baumwollnetzes. Die Einzelfasern des Baumwollnetzes sind darliberhinaus mit einer
raueren Oberflache versehen und das gesamte Fasergebilde ist von einer groBeren Unordnung
gepragt. All dies flhrt zu einer gréBeren Oberflaiche der Baumwollnetze und zu einer hdheren
Bindungskapazitdt flr die aktiven Inhaltsstoffe. Denkbar ist darlberhinaus, dass die
Baumwollfasern auf Grund ihrer physikalischen Eigenschaft quellen zu kénnen, ein groBer Teil der
aktiven Inhaltsstoffe in Faser inkorporiert werden und diese Anteile nicht unmittelbar fir die
Bioaktivitdt zur Verfligung stehen. Eine Polyesterfaser kann nicht quellen und demnach auch
keinen Wirkstoff in die Faser inkorporieren, so dass der Wirkstoff ausschlieBlich auf der
Oberflache der Faser gebunden ist. Dadurch ist der gesamte Wirkstoff oberflachenverfiigbar und

es reichen geringere Mengen, um einen der Baumwollfaser vergleichbaren Effekt zu erzielen.
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Nach der Untersuchung von Baumwoll- und Polyesternetzen wurden von der Firma Utexbel
weitere Netze hergestellt, welche die Eigenschaften der bisher untersuchten Moskitonetze
verbinden sollte. Bei den als Lenonetzen bezeichneten Moskitonetzen handelt es sich um eine
Mischfaser aus Baumwolle und Polyester, die leichter und luftdurchlédssiger ist als reine
Baumwolinetze. Gleichzeitig soll aber die Kapazitat fir die Aufnahme an aktiven Inhaltsstoffen
groBer sein, als bei den Polyesternetzen und die biologische Aktivitat sollte mdglichst an die der
Baumwollinetze heranreichen. Hergestellt wurden zunachst Netze, die zum einen mit den
Repellentien Diethyltoluamid (L1 bis L4) oder IR 3535 (L5 bis L8) in unterschiedlichen
Konzentrationen impragniert sein sollten und Netze die zusatzlich zu den Repellentien mit einer
gleichbleibenden Menge Permethrin imprégniert sein sollten (L1,bis“ bis L8,bis“). Bei der
analytischen Bestimmung des Gehaltes an aktiven Inhaltsstoffen wurde jedoch festgestellt, dass
bei den Lenonetzen, die eigentlich nur mit Repellentien impragniert sein sollten, auch geringe
Mengen Permethrin (2 bis 12 mg/m? nachgewiesen werden konnten (Abbildung 73 und 74). Das
Permethrin ist vermutlich durch Verunreinigung auf die Netze gelangt. Die Netze, die zusétzlich zu
den Repellentien mit Permethrin imprégniert sein sollten, enthielten ihrer Analyse zufolge IR 3535
und Permethrin in gleichbleibenden Konzentrationen (Abbildung 75).

Bioaktivitdt von Lenonetzen bezogen auf den Gehalt an aktiven Inhaltsstoffen
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Abbildung 73: Konzentration und Bioaktivitit von Lenonetzen mit Diethyltoluamid, IR 3535 und
Riickstanden von Permethrin

Grundsatzlich ist die erste Charge Lenonetze hinsichtlich ihrer Impragnierbarkeit besser als die
Polyesternetze jedoch schlechter als die der Baumwollnetze.

Bei der Beurteilung der Wirksamkeit der mit Repellentien imprégnierten Lenonetze muss der
Restgehalt an Permethrin mdglicherweise Berlicksichtigung finden. Betrachtet man zunachst die
Bioaktivitdt in Bezug auf den Gehalt an Repellentien, so sind die mit Diethyltoluamid

112



Ergebnisse

impragnierten Lenonetze insbesondere hinsichtlich ihrer biologischen Aktivitat deutlich besser
wirksam als die Netze mit IR 3535 (Abbildung 73). Das verwundert insofern, als dass derartige
Unterschiede in der Wirksamkeit zwischen Diethyltoluamid und IR 3535 in den vorangegangenen
Versuchen nicht aufgetreten waren. Geht man von einem synergistischen Effekt zwischen
Repellent und Insektizid aus (sieche auch Seite 99), lassen sich die unterschiedlichen biologischen
Aktivitdten mit den unterschiedlichen Konzentrationen an Permethrin erklaren (Abbildung 74), die
auf den Lenonetzen nachzuweisen waren. Die biologischen Aktivitdten der einzelnen Netze
korrelieren interessanterweise sehr gut mit den gemessenen Permethringehalten auf den Netzen.
Auch wenn es sich lediglich um geringe Mengen (maximal 1/20 des Gehaltes) im Vergleich zu den
aufgebrachten Konzentrationen an Repellent handelt, scheinen diese einen deutlichen Einfluss auf
die biologische Aktivitdt zu haben. Trotz des synergistischen Effektes bleibt die Wirksamkeit der
Netze deutlich hinter den Netzen mit einem hdheren Insektizidgehalt zuriick, wie sich aus
Abbildung 76 entnehmen I&sst.

Bioaktivitdt von Lenonetzen bezogen auf den Gehalt an aktiven Inhaltsstoffen
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Abbildung 74: Konzentrationsabhéngige Bioaktivitat von Lenonetzen hinsichtlich Verunreinigungen
mit Permethrin

Bei den Netzen, die urspriinglich mit unterschiedlichen Gehalten an Repellents und konstantem
Gehalt an Permethrin impragniert sein sollten, wurde ausschlieBlich IR 3535 und Permethrin
nachgewiesen.

Festzustellen ist bei diesen Lenonetzen die Kompatibilitdt von IR 3535 und Permethrin bei der
Impréagnierung. Waren bisher bei der Impragnierung mit IR 3535 nur geringe Mengen Permethrin
auf den fertigen Netzen nachweisbar, so sind bei den Lenonetzen jetzt Gehalte von bis zu 350
mg/m? festzustellen (Abbildung 75). Bei Addition der Gehalte an IR 3535 ergeben sich bis zu 600
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mg/m? aktiver Inhaltsstoff, eine Menge, die etwa dem dreifachen der aktiven Inhaltsstoffe auf den
Polyesternetzen entspricht.

Bioaktivitdat von Lenonetzen bezogen auf den Gehalt an aktiven Inhaltsstoffen
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Abbildung 75: Bioaktivitat und Gehalte von mit IR 3535 und Permethrin impragnierten Lenonetzen

In Bezug auf die Bioaktivitdt lasst sich fir die mit Repellent und Insektizid impréagnierten
Lenonetze feststellen, dass die Wirksamkeit vergleichbar mit der von mit Diethyltoluamid und
Permethrin impréagnierten Baumwollnetzen ist. Zwischen den einzelnen Lenonetzen lassen sich
keine nennenswerten Unterschiede in der Bioaktivitdt erkennen, was mit der analytisch ermittelten
Vergleichbarkeit des Gehaltes der Wirkstoffe auf den Netzen korreliert.

Da die Schwankungen an aktiven Inhaltsstoffen bei den unter gleichen Bedingungen
imprégnierten Lenonetzen so gering sind, dass keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Bioaktivitdten festzustellen sind, kann davon ausgegangen werden, dass eine Produktion der
Netze mit einem konstanten Gehalt an IR 3535 und Permethrin méglich ist.

Vergleicht man die unterschiedlich impragnierten Lenonetze miteinander (Abbildung 76), so wird
deutlich, dass Netze mit einem héheren Gehalt an Permethrin die gréBere Wirksamkeit aufweisen.
Die Toxizitdt der Netze und der damit verbundenen Knockdown- und Kill-Zeiten fiir Aedes
aegypti, die denen der wirksamsten Baumwollnetze entsprechen, werden auch bei weiteren
Verbesserungen der Netze wahrscheinlich nicht mehr weiter sinken, da anzunehmen ist, dass eine
nahezu maximale Wirkgeschwindigkeit erreicht ist. Wie bei allen toxischen Substanzen ist eine
bestimmte Zeitspanne ndtig, um den Wirkstoff an den Zielort zu bringen und dort seine Wirkung
zu entfalten. Diese Zeitspanne kann durch Applikation héherer Dosen ab einem bestimmten Punkt
nicht mehr verkirzt werden, so dass hohere Dosen keinen signifikant verbesserten Effekt mehr

erzielen. Dieser Punkt scheint sowohl bei den Baumwollnetzen als auch bei den Lenonetzen
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erreicht zu sein, so dass sich auch bei Steigerung der aufgebrachten Wirkstoffgehalte keine

nennenswerten Verklrzungen der Knockdown- und Kill-Aktivitdten ergeben wirden.

Bioaktivitdt von Lenonetzen bezogen auf den Gehalt an aktiven Inhaltsstoffen
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Abbildung 76: Vergleich von Knockdown- und Kill-Aktivititen von Lenonetzen mit Bezug zu den
enthaltenen Gehalten an Repellent und/oder Insektizid

Um weitere Informationen Uber die Wirksamkeit der Lenonetze zu erhalten, wurden einige der
Netze mit ,Arm-in-Cage“-Tests untersucht. Die Hoffnung, dass der héhere Gehalt an aktiven
Inhaltsstoffen als bei den Polyesternetzen zu einer Verbesserung des Durchstichschutzes flihren
wilrde, konnte nicht bestétigt werden. Zwar war die H3ufigkeit der Stech- und Landeversuche um
etwa ein Drittel geringer als bei einem unbehandelten Netz, aber ein Abhalten der Stechmicken
von ihrem Saugakt konnte nicht beobachtet werden. Auch wurde erneut kein Unterschied
zwischen den Netzen mit viel und mit wenig Permethrin festgestellt, was zusétzlich belegt, dass
die Anwesenheit eines Insektizids keinen Einfluss auf das Stechverhalten der Stechmiicken hat
und dass die entscheidende Bedeutung hier den Repellentien zukommt.
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Um zu prifen, ob eine weitere Verbesserung der Lenonetze mdglich ist, wurden im Anschluss an
die Untersuchung der ersten Lenonetze zwei weitere Lenonetze hergestellt, die mit einem anderen
Verhaltnis von Baumwolle und Polyester ausgestattet waren. Diese Netze wurden als Leno 1 und
Leno 2 bezeichnet und jeweils auf vier unterschiedliche Arten impragniert. Die verschiedenen
Imprégnierungen wurden mit Permethrin (P1), Diethyltoluamid (P2), IR 3535 (P3) und
Diethyltoluamid und Permethrin (P4) durchgefiihrt.

Bioaktivitdt von Lenonetzen bezogen auf den analytisch bestimmten Gehalt an aktivem Inhaltsstoff
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Abbildung 77: Gehalte und Knockdown-Aktivitadten unterschiedlicher Lenonetze mit verschiedenen
Wirkstoffen

Zundchst werden die analytisch bestimmten Gehalte der beiden verschiedenen Lenonetze
betrachtet. Dabei ist zu erkennen, dass das Lenonetz 2 bei allen Imprégnierungen deutlich héhere
Wirkstoffkonzentrationen aufweist als das Netz Leno 1. Da beide Netze mit denselben Verfahren
impragniert wurden, ist zu schlussfolgern, dass Netz Leno 2 eine hdhere physikalische
Bindungskapazitat fir die aktiven Inhaltsstoffe besitzt als Netz Leno 1. Insgesamt weisen jedoch
beide Netze eine deutlich héhere Bindungskapazitét als das erste Lenonetz auf und bei Netz Leno
2 kann eine Menge an aktiven Inhaltsstoffen aufgebracht werden, die deutlich ndher an die
Kapazitat der Baumwollnetze heranreicht.

Betrachtet man die Bioaktivitditen der einzelnen Netze (Abbildung 77 und 78), so ist ein
Wirksamkeitsunterschied zwischen den Netzen Leno 1 und Leno 2 nicht festzustellen (p > 0,8).
Der Unterschied zwischen den einzelnen Wirkstoffen ist aber wie schon in den vorangegangenen
Versuchen deutlich. Diethyltoluamid wirkt etwas stérker und schneller als IR 3535 und Permethrin
ist einzeln appliziert den Repellentien hinsichtlich der Wirkstéarke deutlich tUberlegen (p = 0,012);
die Kombination von Diethyltoluamid und Permethrin steht der Permethrinwirkung auch bei
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geringeren absoluten Permethrinkonzentrationen nicht nach (p > 0,7) und bestétigt erneut die
Theorie, dass ein synergistischer Effekt zwischen Repellent und Insektizid vorliegt.

Trotz der insgesamt héheren Konzentrationen an aktiven Inhaltsstoffen, sinkt die minimale
Knockdown- und Kill-Zeit im Vergleich zu den ersten Lenonetzen nicht, da eine maximale
dosisabhangige Wirkgeschwindigkeit erreicht ist (KADALA et al., 2011).

Bioaktivitdt von Lenonetzen bezogen auf den analytisch bestimmten Gehalt an aktivem Inhaltsstoff
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Abbildung 78: Gehalte und Kill-Aktivititen unterschiedlicher Lenonetze mit verschiedenen
Wirkstoffen

Allgemein zeigen beide Lenonetze sehr gute Eigenschaften und insbesondere bei den Netzen mit
Diethyltoluamid und Permethrin wurden die Ergebnisse der ,,Arm-in-Cage“-Tests mit besonderem
Interesse beobachtet. Bei den Netzen P1 bis P3 konnte keine Verbesserung des
Durchstichschutzes im Vergleich zu den vorherigen Lenonetzen festgestellt werden. Keines der
Netze, egal mit welcher Impragnierung, hielt die Versuchstiere vom Durchstechen ab. Die besten
Ergebnisse dieser Netze zeigt Leno 2 P2, dass mit einem Gehalt von 1725 mg/m? Diethyltoluamid
fur ein reduziertes Absetzbestreben der Versuchstiere sorgte. Die héchste Aktivitét der Netze ging
jedoch vom Lenonetz 2 P4 aus, dass mit 2447 mg/m? Diethyltoluamid den héchsten Gehalt an
Repellent aufwies und folgerichtig eine doch deutlich abschreckende Wirkung auf die
Versuchstiere hatte. Da der unter 4.2.2. postulierte Gehalt von > 3000 mg/m? Diethyltoluamid
zum Erreichen eines hundertprozentigen Durchstichschutzes nicht vorhanden ist, konnte dieser
auch nicht erreicht werden, wohl aber eine deutlicher sichtbare Repellentwirkung im Vergleich zu
den anderen Netzen. Das Netz mit einem Gehalt von 1424 mg/m? IR 3535 zeigte keine deutliche
Repellentwirkung, da der erforderliche Gehalt fir eine sichtbare Wirkung bei IR 3535 hoéher liegt
als bei Diethyltoluamid und das Netz nur etwa 1/4 der notwendigen Wirkstoffmenge enthélt.
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Hinsichtlich eines Durchstichschutzes ist es bislang nur mdglich, diesen auf Baumwollnetzen zu
erzielen. Die dazu notwendigen Gehalte sind im Gegensatz zu den toxikologischen Endpunkten
Knockdown und Kill nicht verschieden fir die unterschiedlichen Netzmaterialien, so dass die
Mindestmengen an Repellentien (sieche 4.2.2.) zwingend auf die Fasern aufgebracht werden
mussen, um einen hundertprozentigen Durchstichschutz zu erzielen.

Die Ergebnisse unterschiedlicher LLRNs und LLIRNS in ,Arm-in-Cage“-Tests sind in Tabelle 21
dargestellt und zeigen die dosisabhangigen Wirkungen der imprégnierten Moskitonetze

hinsichtlich ihres Gehaltes an Repellentien.
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4.2.4.Durchfiihrung von Waschversuchen an LLIN, LLRN und LLIRN

Der letzte Teil der Ergebnisdarstellung widmet sich der Beschreibung von Waschversuchen, die
an unterschiedlichen Netzen durchgefihrt wurden und deren Ergebnisse bereits publiziert worden
sind (FAULDE et al., 2011).

LLINs reduzieren das Expositionsrisiko gegeniiber Insektiziden fir den Anwender (ANYANWU et al.,
2006; SHARMA et al., 2009) und verbessern die Compliance durch die nicht mehr erforderliche
Reimpragnierung. Die Entwicklung dieser Netze stellt einen der groBten Fortschritte in der
Malariabekdmpfung der letzten Jahre dar (N'GUESSAN et al., 2001) und die Netze zeigen eine
deutlich langer anhaltende Wirkung als herkémmliche Moskitonetze (WHO, 2005). Dennoch gibt
es hinsichtlich der Waschresistenz noch Verbesserungsmoglichkeiten, da bei den bisher
verfiigbaren LLINs deutliche Mengen an Insektizid durch den Waschvorgang verloren gehen
(N'GUESSAN et al., 2001; SHARMA et al., 2010). Die Versuche dienen der Uberpriifung, ob das neue
Polymerisationsverfahren zu einer hdheren Waschresistenz fiihrt und somit die Residualaktivitat
von LLINs verbessert werden kann.

Das angewandte Waschverfahren nach DIN EN ISO 6330 (DIN, 2011) weicht von dem durch die
WHO empfohlenen Prifverfahren (WHO, 2005) deutlich ab. Angenommen wird, dass bei dem
durch die WHO empfohlenen Prifverfahren (WHO, 2005) groBere Mengen an Inhaltsstoffen auf
den Netzen verbleiben, als unter Realbedingungen zu erwarten wére (ATIELI et al., 2010). Bei dem
Verfahren nach DIN EN ISO 6330 sollte die mechanische Belastung hingegen mit den in der
Realitat angewandten Verfahren eher vergleichbar sein.

Zunachst wurden Baumwollnetze impragniert, die unterschiedliche Insektizide (Cyfluthrin,
Deltamethrin, Etofenprox und Permethrin) in verschiedenen Konzentrationen enthielten. Diese
wurden mit dem unter 3.4. beschriebenen Verfahren gewaschen und der Gehalt an Wirkstoff nach
1, 5, 10 und 20 Waschen bestimmt (Tabelle 22). Jeder Wirkstoff wurde in drei verschiedenen
Konzentrationen auf das Netzmaterial mit dem neuen Polymercoatingverfahren aufgebracht.

Aus Tabelle 22 sind die Verdnderungen der Konzentrationen nach den einzelnen Waschgéngen zu
entnehmen und Tabelle 23 zeigt die Restgehalte an aktiven Inhaltsstoffen nach den Waschgéngen
in Prozent. Die absolute Abnahme der Wirkstoffgehalte ist in Abbildung 79 auf der linken Seite
grafisch dargestellt. Auf der rechten Seite wird der Gehalt an Wirkstoff als Prozentsatz vom
ungewaschenen Material dargestellt.

Wie zu erwarten ist, nimmt der Gehalt an aktiven Inhaltsstoffen bei allen untersuchten Wirkstoffen
mit der Anzahl an durchgefiihrten Waschgédngen ab (Tabelle 22, Abbildung 79). Diese zu
erwartende Gehaltsabnahme verlduft allerdings bei den verschiedenen Wirkstoffen z.T.
unterschiedlich (FAULDE et al., 2011) und wird am besten aus den grafischen Darstellungen in
Abbildung 79 ersichtlich.
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Tabelle 22: Wirkstoffgehalt von impragnierten Moskitonetzen vor dem Waschen und nach 1, 5, 10
und 20 Waschen gemas DIN EN ISO 6330

Netzbeschrei Wirkstoffgehalt in mg/m? Netzmaterial
bung Ungewaschen 1 Waschgang 5 Waschgénge | 10 Waschgdnge | 20 Waschgéange

PC-CY #1 87 88 92 66 61
PC-CY #2 154 149 146 92 100
PC-CY #3 387 346 299 290 223
PC-DM i1 38 17 17 20 20
PC-DM #2 69 21 22 22 23
PC-DM #3 145 32 30 30 31
PC-ET #1 197 149 108 97 61
PC-ET #2 445 392 329 232 180
PC-ET #3 753 469 320 332 267
PC-PM #1 1965 1805 1601 696 484
PC-PM #2 4798 4911 4225 1619 1696
PC-PM #3 8048 7470 5725 3868 3379

PC = Polymercoatingverfahren CY = Cyfluthrin DM = Deltamethrin PM = Permethrin ET = Etofenprox

Die mit Cyfluthrin impragnierten Netze verfigten Uber Ausgangskonzentrationen an aktivem
Inhaltsstoff von 87, 154 und 387 mg/m?. Wahrend der ersten fiinf Waschgénge wurden nur bei
dem mit 387 mg/m? Wirkstoff impréagnierten Netz eine signifikante Konzentrationsveranderung
(Gehaltsdifferenz gréBer als die Messunsicherheit des Verfahrens) von 23% festgestellt. Bei den
mit 87 und 154 mg/m? Cyfluthrin impragnierten Netzen wurden erst nach zehn Waschgéngen mit
75,9% (87) und 59,7% (154) diese signifikanten Unterschiede beobachtet. Nach zwanzig
Waschgéngen waren bei den drei Netzen noch 70,1 % (87), 64,9 % (154) und 57,6% (387) der
urspriinglich eingesetzten Wirkstoffmenge vorhanden (Tabelle 23, Abbildung 79).
Bei den mit Deltamethrin impragnierten Netzen betrug der initiale Gehalt 38, 69 und 145 mg/m?2.
Bei diesen Netzen war schon nach dem ersten Waschgang ein Verlust an aktiven Inhaltsstoffen
von 55,3 % (38), 69,6 % (69) und 77,9% (145) zu beobachten, der allerdings bei den folgenden
Waschen nicht mehr weiter fortschritt, so dass der Gehalt nach zwanzig Waschgé&ngen mit dem
nach einem Waschgang vergleichbar war (Abbildung 79).
Auf Grund der geringeren Wirkstdrken des Nichtesterpyrethroids Etofenprox und des ohne -
Cyanogruppe auskommenden Permethrins gegenlber Cyfluthrin und Deltamethrin, wurden die
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initialen Gehalte flr die beiden Wirkstoffe héher gewahlt. Die drei mit Etofenprox impréagnierten
Netze wiesen vor den Waschversuchen 197, 445 und 753 mg/m? aktiven Inhaltsstoff auf; die
Netze mit Permethrin 1965, 4798 und 8048 mg/m?. Die Reduktion der aktiven Inhaltsstoffe durch
die Waschvorgange verlauft bei Etofenprox und Permethrin ansatzweise linear und nach zwanzig
Waschgéngen sind bei Etofenprox noch 31,0 % (197), 40,4 % (445) und 35,5% (753) und bei
Permethrin noch 24,6 % (1965), 35,3 % (4798) und 42,0% (8048) der Wirkstoffe vorhanden.

Tabelle 23: Prozentuale Wirkstoffgehalte von impragnierten Moskitonetzen vor dem Waschen und
nach 1, 5, 10 und 20 Waschen gemaB DIN EN ISO 6330

Netzbeschrei Wirkstoffgehalt in Prozent bezogen auf das ungewaschene Moskitonetz
bung Ungewaschen 1 Waschgang 5 Waschgénge | 10 Waschgdnge | 20 Waschgéange
PC-CY #1 100 101,1 105,7 75,9 70,1
PC-CY #2 100 96,8 94,8 59,7 64,9
PC-CY #3 100 89,4 77,3 74,9 57,6
PC-DM i1 100 44,7 44,7 52,6 52,6
PC-DM #2 100 30,4 31,9 31,9 33,3
PC-DM #3 100 22,1 20,7 20,7 21,4
PC-ET #1 100 75,6 54,8 49,2 31,0
PC-ET #2 100 88,1 73,9 52,1 40,4
PC-ET #3 100 62,3 42,5 441 35,5
PC-PM #1 100 91,9 81,5 35,4 24,6
PC-PM #2 100 102,4 88,1 33,7 35,3
PC-PM #3 100 92,8 71,1 48,1 42,0

PC = Polymercoatingverfahren CY = Cyfluthrin DM = Deltamethrin PM = Permethrin ET = Etofenprox

In der Gesamtbetrachtung dieser Versuchsserie zeigt sich, dass Cyfluthrin Uber die hdchste
Waschresistenz nach zwanzig Waschgéangen auf einem Baumwollnetz mit dem angewandten
Polymercoatingverfahren verfligt (FAULDE et al., 2011). Die anderen Insektizide unterscheiden sich
hinsichtlich ihrer Waschresistenz nach zwanzig Wachgangen nicht signifikant voneinander (p >
0,7), sind jedoch in der Art und Weise des Verlustes an aktiven Inhaltsstoffen unterschiedlich. Bei
Deltamethrin wurde der groBte Verlust an aktivem Inhaltsstoff bereits nach einem Waschgang
festgestellt, wohingegen die Abnahme der aktiven Inhaltsstoffe bei Permethrin und Etofenprox
eher kontinuierlich verlief (Abbildung 79).
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Dieses von den anderen Insektiziden abweichende Verhalten des Deltamethrins wird auch bei

Betrachtung von Abbildung 79 deutlich.

Konzentration an Cyfluthrin korreliert mit der Anzahl an Restgehalt an Cyfluthrin korreliert mit der Anzahl an Waschgéngen
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Abbildung 79: Darstellung der Konzentrationen und der prozentualen Gehalte an Insektiziden
bezogen auf die Anzahl an Waschgangen von LLINs, die mit dem Polymercoatingverfahren

impragniert worden sind.

123



Ergebnisse

Deltamethrin impragnierte Moskitonetze weisen unabhéngig von dem urspringlich auf das Netz
aufgebrachten Wirkstoffgehalt nach zwanzig Waschgéngen immer einen vergleichbaren absoluten
Gehalt an Wirkstoff auf dem imprégnierten Netz auf, wohingegen die mit den anderen Insektiziden
impragnierten Netze einen absoluten Restgehalt an Insektizid aufweisen, der mit der urspringlich
eingesetzten Menge an Insektizid Kkorreliert, d.h. dass die Netze, die eine hdhere
Ausgangskonzentration an Insektizid aufwiesen, auch nach zwanzig Waschgangen Uber eine
hdéhere absolute Konzentration an Insektizid verfliigen, als Netze, die mit einem geringeren

Ausgangsgehalt an Insektizid impréagniert worden waren.

In einem weiteren Waschversuch wurde die Waschresistenz von Baumwollnetzen untersucht, die
mit einem Insektizid und einem Repellent nach dem neuen Polymercoatingverfahren impragniert
waren. Verwendet fir diesen Versuch wurden das Nichtesterpyrethroid Etofenprox und das
Repellent Diethyltoluamid, die auch in dieser Reihenfolge auf das Moskitonetz aufgebracht
wurden (Impréagnierung mit Etofenprox anschlieBend Impragnierung mit Diethyltoluamid). Die drei
mit unterschiedlichen Ausgangskonzentrationen an Repellent und Insektizid versehenen Netze
wurden nach DIN EN ISO 6330 zwanzigmal gewaschen und der Gehalt an aktiven Inhaltsstoffen
nach 1, 5, 10 und 20 Waschgéngen bestimmt. Die Ergebnisse der Untersuchungen sind in Tabelle
24 und Abbildung 80 dargestellt.

Tabelle 24: Wirkstoffgehalte von mit Diethyltoluamid und Etofenprox impragnierten Moskitonetzen
vor dem Waschen und nach 1, 5, 10 und 20 Waschen gemas DIN EN ISO 6330

Wirkstoffgehalt in mg/m? Netzmaterial

Anzahl MN PC #1 MN PC # 2 MN PC #3

Waschen
DEET EFPX DEET EFPX DEET EFPX

0x30°C 5002 2349 4711 702 3254 2136

1x30°C 646 1830 666 673 497 1256

5x30°C 267 1069 461 578 91 956
10 x 30°C 147 910 192 534 29 758
20 x 30°C 123 732 169 461 17 638

MN = Moskitonetz PC = Polymercoatingverfahren DEET = Diethyltoluamid EFPX = Etofenprox

Die Ausgangskonzentrationen auf den zu untersuchenden Moskitonetzen betrugen fir
Diethyltoluamid 5002, 4711 und 3254 mg/m? und fir Etofenprox 2349, 702 und 2136 mg/m?
aktiven Inhaltsstoff.

Die mit den Waschversuchen einhergehende Wirkstoffabnahme betrug bei Etofenprox 68,8 %
(2349), 34,3 % (702) und 70,1% (2136); Werte, die mit den zuvor durchgefiihrten Untersuchungen

mit den einzelnen Insektiziden ausgezeichnet korrelieren und zu dem Schluss fiihren, dass die
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zusétzliche Impragnierung mit dem Repellent Diethyltoluamid keinen Einfluss auf die
Waschresistenz von Etofenprox bei den mit dem Polymercoatingverfahren impréagnierten
Baumwollnetzen hat.

Tabelle 25: Prozentuale Wirkstoffgehalte von mit Diethyltoluamid und Etofenprox impréagnierten
Moskitonetzen vor dem Waschen und nach 1, 5, 10 und 20 Waschen gemaB DIN EN ISO 6330

Wirkstoffgehalt in Prozent bezogen auf das ungewaschene Moskitonetz

Anzahl MN PC #1 MN PC # 2 MN PC #3

Waschen
DEET EFPX DEET EFPX DEET EFPX

0x 30°C 100 100 100 100 100 100

1x30°C 12,9 77,9 14,1 95,9 15,3 58,8

5x30°C 53 45,5 9,8 82,3 2,8 44,8
10 x 30°C 2,9 38,7 4,1 76,1 0,9 35,5
20 x 30°C 2,5 31,2 3,6 65,7 0,5 29,9

MN = Moskitonetz PC = Polymercoatingverfahren DEET = Diethyltoluamid EFPX = Etofenprox

Fir die Waschresistenz des Repellents Diethyltoluamid sind die Ergebnisse deutlich schlechter.
Mit Wirkstoffgehalten von 123 (5002), 169 (4711) und 17 (3254) mg/m? nach zwanzig
Waschgéangen entsprechend prozentualen Gehalten von 2,5 % (5002), 3,6 % (4711) und 0,5 %
(3254) (Tabelle 25) verbleiben nur noch geringe Mengen des Wirkstoffs auf dem Moskitonetz.
Betrachtet man den Verlauf der prozentualen Wirkstoffkonzentrationen an Diethyltoluamid in
Abbildung 80, so I&sst sich erkennen, dass der Gehalt an Diethyltoluamid auf den impréagnierten
Moskitonetzen schon nach einem Waschgang auf unter 20% des urspriinglichen Gehalts sinkt,
um dann n&herungsweise linear abzunehmen.

Eine Ursache fir dieses Verhalten der Wirkstoffe kénnte die Reihenfolge der Impragnierung sein,
da die Moskitonetze zuerst mit Etofenprox impragniert wurden und anschlieBend mit
Diethyltoluamid. Um dies festzustellen, sind weitere Untersuchungen mit in unterschiedlicher
Reihenfolge impréagnierten Netzen und darauf folgenden Waschversuchen notwendig. Die
Untersuchungen der Waschresistenz der mit dem Polymercoatingverfahren impréagnierten
Moskitonetze wurde in diesem Fall nicht mit Untersuchungen zur Bioaktivitat kombiniert.
Nachdem Waschversuche mit den eigenen Moskitonetzen durchgefiihrt wurden und deren
Waschresistenz bestimmt worden ist, wurde ein Vergleich der mit dem Polymercoatingverfahren
impragnierten Moskitonetze mit auf dem Markt verfiigbaren Moskitonetzen durchgeflihrt. Fir
diesen Versuch wurden vier in Nutzung befindliche LLINs verwendet. Dabei handelte es sich um
das mit 500 mg/m? Permethrin impragnierte Care Plus® Polyesternetz der Firma Tropenzorg B.V.
(Alemere, Niederlande), das mit 55 mg/m? Deltamethrin impragnierte PermaNet® 2.0 Polyesternetz
der Firma Vestergaard Frandsen Group S.A. (Lausanne, Schweiz), das mit 65 mg/m? Deltamethrin
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impragnierte NetProtect® Netz aus Polyethylen der Firma Bestnet Co. (Kolding, Dédnemark) sowie
das von der Firma Life ldeas Textiles Co. (Guandong, China) produzierte Polyethylennetz
Conmanet®, das mit 500 mg/m? Permethrin imprégniert war.

Konzentration von Etofenprox und Diethyltoluamid korreliert mit Prozentuale Restgehalte an Etofenprox und Diethyltoluamid
der Anzahl an Wéschen nach 1SO 6330 fiir MN 1 korreliert mit der Anzahl an Waschen nach 1SO 6330 fiir MN 1
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Abbildung 80: Darstellung der Konzentrationen und der prozentualen Gehalte an Etofenprox und
Diethyltoluamid bezogen auf die Anzahl an Waschgiangen von LLIRNs, die mit dem
Polymercoatingverfahren imprégniert worden sind.

Bei allen Netzen handelte sich um LLIN, die nach WHO/WHOPES Standard impragniert worden
sind (WHO, 2005). Bei allen Untersuchungen wurde ein nicht impragniertes Moskitonetz der Firma
McKinley (Intersport Deutschland, Heilbronn Deutschland) als Negativkontrolle mitgefiihrt.

Alle Netze wurden in Anlehnung an die DIN EN ISO 6330 fiinfmal gewaschen und auf ihren Gehalt
an aktiven Inhaltsstoffen untersucht. Bei den Netzen Conmanet®, PermaNet® und NetProtect®
stand jeweils ein Moskitonetz zur Verfligung, dessen Gehalt vor dem Waschen und nach einem,
zwei, drei und fiinf Waschgéngen bestimmt wurde. Von dem Netz Care Plus® standen 5 Netze zur

126



Ergebnisse

Verfigung, deren Gehalte vor dem Waschen und nach einem und funf Waschgéngen bestimmt
wurde (Abbildung 81).

Gehalt an Permethrin in Care Plus Netz korreliert mit der Anzahl an Prozentuale Restgehalte an Permethrin in Care Plus Netz korreliert
Waschgangen nach 1SO 6330 mit der Anzahl an Waschgangen nach 1SO 6330
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Abbildung 81: Darstellung der Konzentration und der prozentualen Gehalte an aktiven Inhaltsstoffen
von kommerziell verfugbaren LLINs bezogen auf die Anzahl an Waschgangen.
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Vor dem Waschen wurden bei den untersuchten Moskitonetzen Gehalte von 378 + 72,9 mg/m?
(Mittelwert aus 5 Netzen) Permethrin fiir Care Plus®, 44 mg/m? Deltamethrin fiir PermaNet® 2.0,
5,7 mg/m? Deltamethrin fiir NetProtect®, und 545 mg/m? Permethrin fiir Conmanet® gemessen.
Werden die gemessenen Gehalte auf den einzelnen Moskitonetzen mit den Angaben der
Hersteller verglichen, so korrespondieren bis auf das NetProtect® Netz, auf dem nur etwa 10%
des angegebenen Gehaltes nachgewiesen wurde, alle Netze gut mit den von den Herstellern
gemachten Angaben.

Nach dem ersten Waschgang wird bei allen Netzen ein Wirkstoffverlust festgestellt. Dieser
Wirkstoffverlust ist bei den Netzen PermaNet® (68,2%) und Care Plus® (73,7%) besonders stark
ausgepragt im Vergleich zu den Netzen NetProtect® (38,6%) und Conmanet® (19,6%). Nach funf
Waschgéngen betrugen dann die prozentualen Wirkstoffverluste fiir das Care Plus® Netz 99,1%,
fir das PermaNet® 31,1%, fiir das NetProtect® Netz 54,4% und fiir das Conmanet® 31,7%. Die
prozentualen Restgehalte der untersuchten Moskitonetze sind in Abbildung 82 gemeinsam mit
den prozentualen Restgehalten der nach dem neuen Polymercoatingverfahren impragnierten
Netze dargestellt.

Darstellung des prozentualen Restgehaltes verschiedener Moskitonetze nach 1, 5, 10 und 20
Waschgéngen gemaB ISO 6330
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Abbildung 82: Vergleichende Darstellung der prozentualen Restgehalte von kommerziell verfiigbaren
LLIN und den nach dem neuen Polymercoatingverfahren impragnierten LLINs.

Eine Betrachtung der Werte und der Abbildung zeigt, dass bei dem Care Plus® Netz die
schwéchste Waschresistenz vorhanden ist und dass bei diesem Netz nach fiinf Waschgangen nur
noch Spuren des ursprlinglich aufgebrachten Wirkstoffs vorhanden sind. Dies zeigt sich auch in
Bezug auf die Bioaktivitdt des Care Plus® Netzes, das schon initial die geringste Wirkstérke in
Bezug auf die Knockdown-Zeit aufwies und nach 5 Waschgangen fast gar keine biologische
Aktivitdt mehr zeigte (Abbildung 84). Bei allen anderen impragnierten Moskitonetzen ist die
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Waschresistenz deutlich stérker ausgeprégt und die kommerziell erhaltlichen Netze zeigen bis auf
das Care Plus® Netz auch nach finf Waschgéngen noch eine deutliche Bioaktivitat (Abbildung
83).

Wenn man die Restgehalte an aktiven Inhaltsstoffen der kommerziell verfligbaren Moskitonetze
nach einem und fiinf Waschgé&ngen mit den Restgehalten an aktiven Inhaltsstoffen der nach dem
Polymercoatingverfahren impréagnierten Moskitonetze miteinander vergleicht, so ist eine héhere
Waschresistenz der mit dem Polymercoatingverfahren impréagnierten Moskitonetze erkennbar.
Das bei den mit Deltamethrin nach dem Polymercoatingverfahren impragnierten Netzen
aufgetretene Phdnomen, das besonders wahrend der ersten Wéasche eine besonders hohe
Abnahme des Wirkstoffgehaltes stattfindet, wurde auch bei dem mit Deltamethrin impréagnierten
PermaNet® 2.0 beobachtet.

Residuale Bioaktivitit von 4 kommerziell verfiigbaren LLINs gegen Aedes
aegypti (n=10) korreliert mit der Anzahl an Waschgangen gemaR ISO 6330
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Abbildung 83: Darstellung der Bioaktivitét (hier 100% Knockdown) von vier kommerziell verfiigbaren
LLINs in Abhangigkeit von der Anzahl an Waschgangen gemas DIN EN ISO 6330.

Um die Bioaktivitdt der kommerziell verfliigbaren Moskitonetze beurteilen zu kénnen, wurde vor
dem Waschen und nach dem ersten und dem fiinften Waschgang die Bioaktivitdt der Netze
mittels ,,Cone-Test" bestimmt. Als Negativkontrolle wurde das McKinley-Netz bei allen Versuchen
mitgeflhrt, um Auswirkungen des Waschmittels auf die Bioaktivitdt der Netze auszuschlieBen.
Diese Negativkontrolle war Gber den gesamten Versuchszeitraum konstant und zeigte bei keinem
der durchgeflihrten Versuche einen adversen Effekt auf die Versuchstiere.

Die Bioaktivititen der ungewaschenen Netze PermaNet®, NetProtect®, und Conmanet®, in
Abbildung 83 dargestellt als 100% Knockdown-Aktivitdt, waren vergleichbar und bewegten sich
zwischen 10 und 17,5 Minuten. Das Care Plus® Netz wies im Vergleich zu den anderen Netzen mit
einer mittleren Knockdown-Zeit von 23 + 2,1 Minuten eine geringere Bioaktivitdt auf. Diese
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Tatsache bestétigte die Untersuchung nach dem ersten Waschgang, bei dem Knockdown-Zeiten
aller Netze auBer dem Care Plus® Netz (28,5 + 5,4 Minuten) unterhalb von zwanzig Minuten
gemessen wurden. Nach fiinf Waschgéngen konnte fiir die Netze PermaNet®, NetProtect®, und
Conmanet® nach wie vor eine Knockdown Zeit von unter 30 Minuten bestimmt werden,
wohingegen die mittlere Knockdown-Zeit des Care Plus® Netzes mit 305,5 + 76,4 Minuten
bestimmt wurde.

Die Bioaktivitaten, dargestellt als Knockdown-Zeit in Abh&ngigkeit von der Anzahl durchgefiihrten
Wischen, der fiinf untersuchten Care Plus® Netze sind in Abbildung 84 aufgefiihrt und zeigen die
groBen Unterschiede der einzelnen Netzproben.

Residuale Bioaktivitat von 5 Einzelproben des Care Plus Netzes gegen Aedes aegypti
(n=10) korreliert mit der Anzahl an Waschgangen gemaf ISO 6330
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Abbildung 84: Darstellung der Bioaktivitét (hier 100% Knockdown) von fiinf simultan untersuchten
Care Plus® Netzen

Zusatzlich zu den bereits erwahnten Untersuchungen wurden mit den ungewaschenen
kommerziell verfligbaren Moskitonetzen ,Arm-in-Cage“ Tests durchgefihrt, um den
Durchstichschutz der Moskitonetze zu beobachten. Die Ergebnisse dieser Versuche werden in
Abbildung 85 bildlich dargestellt. Abbildung 85 Nr.6 zeigt dabei ein nicht impragniertes
Baumwolinetz, das als Positivkontrolle flr die Bereitschaft der Stechmiicken auf dem Netz zu
landen und zu stechen dient. Abbildung 85 Nr.1 zeigt das Care Plus® Netz, Nr. 2 das PermaNet®
2.0, Nr. 3 das NetProtect® Netz und Nr. 4 das Conmanet®. Auf diesen Bildern ist eindeutig zu
erkennen, dass die ungewaschenen kommerziell verfligbaren imprégnierten Moskitonetze keinen
Durchstichschutz gewahrleisten, der Uber den des nicht impréagnierten Moskitonetzes hinausgeht.
Auch irritierende Effekte wie ein ,Hot-Feet-Effekt” waren nicht erkennbar. Abbildung Nr. 5 zeigt
ein mit dem Polymercoatingverfahren impréagniertes LLIRN bei dem unter denselben
Versuchsbedingungen weder Lande- noch Stichversuche zu erkennen sind. Da bei den
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ungewaschenen kommerziell verfigbaren LLIN kein Durchstichschutz festgestellt wurde, ist auf
weitere ,,Arm-in-Cage“ Versuche mit den gewaschenen Moskitonetzen verzichtet worden. Eine
Besonderheit ist in Bezug auf das Conmanet® anzufiigen. Die auffillig groBe Maschenweite des
Netzes erlaubte es den Versuchstieren durch das Netz hindurchzugelangen und den Stichakt zu
vollziehen, bevor eine Abtétung des Versuchstieres stattfand. Darliberhinaus war dieses Netz von
einer so groBen Festigkeit, dass eine Anwendung als Bettnetz duBerst fragwirdig erscheint.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass die hier untersuchten kommerziell verfligbaren LLINs bis
auf das Care Plus® Netz Uber eine ausreichende Bioaktivitat nach fiinf Wé&schen gemaB DIN EN
ISO 6330 gegen Aedes aegypti verfligen, dass aber keines der hier untersuchten kommerziell

verfiigbaren LLINs einen Durchstichschutz gegen Aedes aegypti gewahrleistet.
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1 2
3
5 6

Abbildung 85: Darstellung von durchgefiihrten ,,Arm-in-Cage“ Tests: 1: Care Plus®, 2: PermaNet® 2.0,
3: NetProtect®, 4: Conmanet®, 5: LLIRN mit IR 3535 und Permethrin und 6: Nichtimprigniertes
Baumwollnetz
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5. Diskussion

5.1. Analytische Methode

Fir die Forschung an impragnierten Moskitonetzen ist die Bestimmung des Gehaltes an aktiven
Inhaltsstoffen notwendig, um die konzentrationsabhingige Wirkung einzelner, auf die
Moskitonetze aufgebrachten, Insektizide beurteilen zu kénnen. Die ,,Guidelines for laboratory and
field testing of LLIN“ sehen die analytische Bestimmung des Wirkstoffgehaltes lediglich als
~supplementary test“ vor (WHO, 2005), obwohl die Beurteilung von Dosis-Wirkungs-Beziehungen
nur durch Kenntnis der quantitativen Anteile an Inhaltsstoffen mdéglich ist. Laut WHO obliegt das
Testverfahren zur Bestimmung des Wirkstoffgehaltes dem Hersteller der impréagnierten
Moskitonetze. Ein allgemein standardisiertes oder publiziertes Analysenverfahren wird seitens der
WHO nicht beschrieben. Dies ist flr die einzelnen Hersteller von impragnierten Moskitonetzen, die
ausschlieBlich ihren Wirkstoff in der von ihnen verwendeten Matrix bestimmen wollen, akzeptabel.
Wird jedoch in der Forschung oder der Uberwachung die Analyse unterschiedlicher Moskitonetze
verschiedener Hersteller mit unterschiedlichen Wirkstoffen notwendig, so fiihrt die Anwendung
unterschiedlicher Methoden mit unterschiedlichen Extraktions- und Detektionsverfahren nicht zu
vergleichbaren und standardisierbaren Ergebnissen.

In der Literatur beschriebene Multianalysenverfahren fiir Insektizide sind aus dem Bereich der
Rickstandsanalytik in Lebensmitteln (Du et al., 2010; MasStovska and Lehotay, 2004; Shen et al.,
2011) oder aus dem Bereich der biologischen Matrices (Hardt and Angerer, 2003; Leng and Gries,
2005) bekannt. Auch die publizierten Bestimmungen von Repellentien stammen aus der Spuren-
beziehungsweise Umweltanalytik (Bisceglia et al., 2010) oder aus dem Forschungsfeld der
biologischen Matrices (Abu-Qare and Abou-Donia, 2001; Cherstniakova et al., 2006). Eine
Methode zur simultanen Bestimmung des Gehaltes von Repellentien und Insektiziden in
impragnierten Moskitonetzen ist bislang nicht veréffentlicht. Informationen zu Verfahren, mit
denen der Gehalt an Wirkstoffen in imprégnierten Moskitonetzen bestimmt werden kann, findet
man in den Methodenteilen von Veréffentlichungen bezlglich der Wirksamkeit impragnierter
Moskitonetze (Faulde and Uedelhoven, 2006; Kroeger et al., 2004; N'Guessan et al., 2010;
N'Guessan et al., 2001; Norris and Norris, 2011) sowie auf der Website des Collaborative
International Pesticides Analytical Council (CIPAC), der auf Grund der zunehmenden Wichtigkeit
impragnierter Moskitonetze in der Bekdmpfung von vektoriibertragenen Infektionskrankheiten
Methoden der Netzhersteller zur Bestimmung der aktiven Inhaltsstoffe verdffentlicht (CIPAC,
2009). Betrachtet man die Methoden, so fallt auf, dass jede Methode nur zur Bestimmung eines
Analyten konzipiert ist und dass sehr unterschiedliche Analyse- und Extraktionsverfahren
angewandt werden. Insbesondere bei den Extraktionsverfahren ist die DurchfGhrung sehr
unterschiedlich. So werden unterschiedliche organische Ldsemittel eingesetzt und die
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Extraktionsdauer schwankt zwischen 5 Minuten und einer halben Stunde. Auch die Temperaturen
wéhrend der Extraktion schwanken stark; eine Extraktion wird z.B. bei einer Temperatur von 70°C
im Ultraschallbad durchgefiihrt, eine andere unter Rickfluss mit Xylol bei 90°C. Bei derart
unterschiedlichen Bedingungen kdénnen keine vergleichbaren Ergebnisse erhalten werden, was
die Notwendigkeit einer standardisierten Multimethode zur Bestimmung von Insektiziden und
Repellentien deutlich macht. Auch wenn auf Grund der Matrix eine vollstdndige Extraktion aller
Wirkstoffe nicht sicher nachgewiesen werden kann, ist ein standardisiertes Extraktionsverfahren
dennoch nutzlich, um die Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu gewéhrleisten.

Die in dieser Arbeit vorgestellte Methode ist in der Lage, die am haufigsten angewandten
Insektizide und Repellentien in impragnierten Moskitonetzen valide zu bestimmen. Im gewahlten
Arbeitsbereich zwischen 0,25 und 60 mg/L Wirkstoff im Extrakt (entspricht je nach Netz zwischen
2 und 1000 mg/m? Netzmaterial) ist der Regressionskoeffizient der Kalibration bei allen Analyten
groBer als 0,998 und damit besser als die selbst definierte Spezifikation fir den
Regressionskoeffizienten von  0,995. Festgelegte  Kriterien fir die Gite des
Korrelationskoeffizienten gibt es nicht und eine alleinige Betrachtung der Korrelationskoeffizienten
sichert noch nicht den Nachweis der Linearitdt der Funktion. Gemeinsam mit dem
Korrelationskoeffizienten gilt es die Residuen (Abbildung 46) zu betrachten und auf AusreiBer zu
untersuchen (SANCO, 2009). Auch sollte eine Funktion zweiten Grades keine bessere Anpassung
zeigen, als die ersten Grades (JRC, 2009). Zusatzlich zur Linearitdt der MessgrdBe in Abh&ngigkeit
von der Konzentration des Analyten ist die Selektivitdt der Methode flr die einzelnen Analyten
durch die ausreichende Trennung (Auflésung der einzelnen Peaks groBer als 1,5) beim
chromatographischen Verfahren (STAUFFER, 2008) und das angewandte Detektionsverfahren der
Massenspektrometrie (Nachweis der Einzelsubstanzen durch Vergleich der Massenspekiren)
gewahrleistet. Auch im Hinblick auf Prazision und Richtigkeit werden die selbst definierten
Akzeptanzkriterien eingehalten und die statistischen Berechnungen zeigen, dass Prézision und
Richtigkeit gegeben sind. Hinsichtlich der Durchfiihrung von Prazision und Richtigkeit ist
moglicherweise zu diskutieren, ob die gewéhlten Bedingungen als realistisch und ausreichend
anzusehen sind. Das Problem stellt in diesem Fall die Matrix Moskitonetz dar. Auf Grund des
Herstellungsverfahrens wird nur ein geringer Teil der in der Polymerlésung befindlichen Wirkstoffe
auf der Netzoberfliche gebunden, so dass es dem Hersteller nicht mdglich ist, ein
Referenzmaterial herzustellen, dass einen definierten Gehalt an Wirkstoff enthalt. Auch ist eine
Bestimmung des Gehaltes nicht Uber eine Referenzmethode mdglich, da eine solche nicht
existent ist. Darlberhinaus kénnen bei der Polymerisation nicht alle zu untersuchenden Analyten
gemeinsam auf ein Netz aufgebracht werden, so dass nur eine begrenzte Auswahl an Analyten
gleichzeitig aufgebracht werden kann. Bei der Bestimmung der Prazision wurde deshalb nur ein
Teil der Analyten untersucht; die Analyten wurden aber so gewdahlt, dass alle Fenster der
chromatographischen Bestimmung abgebildet wurden und somit ein Rickschluss auf die
Prézision der nicht untersuchten Analyten méglich erschien. Die Richtigkeit sollte fir alle Analyten

individuell nachgewiesen werden. Da aus den genannten Griinden ein Referenzmaterial nicht zur
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Verfigung stand, wurde entschieden, ein nicht impragniertes Moskitonetz mit einem definierten
Gehalt aller Analyten zu versetzen, ohne einen Polymerisationsprozess durchzuflihren. Mit diesem
Vorgehen konnte nachgewiesen werden, dass Uber den Extraktionsprozess die richtige Menge an
zugesetzten Wirkstoffen wiedergefunden wird. Das fir die Wiederfindung postulierte
Akzeptanzkriterium wurde zu 90 bis 110 % des theoretischen Gehaltes gewéhlt; geringer als in
der Literatur gefordert (SANCO, 2009). Zusatzlich wurde mittels t-Test Uberprift, ob sich die
Wiederfindung signifikant von 100 % unterscheidet (SLMB, 2004), was nicht der Fall war. Der
Nachweis, dass auch nach einem Polymerisationsprozess alle Analyten richtig wiedergefunden
werden, konnte so zwar nicht abschlieBend geflihrt werden, aber die Tatsache, dass nach diesem
Verfahren extrahierte Netze keine insektizide Wirkung mehr haben, beweist, dass zumindest alle
aktiven Inhaltsstoffe bis zur biologischen Sensibilitdtsschwelle aus dem Netz entfernt worden
sind. Zur Ermittlung von Nachweis- und Bestimmungsgrenze ist festzustellen, dass diese mit
unterschiedlichen Berechnungsverfahren durchgefiihrt worden sind, um die Problematik dieser
Bestimmung zu verdeutlichen. Die im Verlauf dieser Arbeit validierte Methode zeigte selbst beim
niedrigsten Kalibrierstandard bei allen untersuchten Analyten ein Signal-Rausch-Verhéltnis von
groBer 50. Werden aus der zugehdrigen Kalibriergerade Nachweis- und Bestimmungsgrenzen
nach DIN 32645 (DIN, 2008) mit Hilfe der indirekten Kalibriergeradenmethode berechnet, so
folgen Nachweis- und Bestimmungsgrenzen, die vom Signal-Rausch-Verhéltnis ebenfalls groBer
als 50 sind. Betrachtet man vergleichend dazu die Definitionen des Arzneibuches (COE, 2011)
bezliglich Nachweis- und Bestimmungsgrenzen, so wird deutlich, dass die wirklichen Nachweis-
und Bestimmungsgrenzen des Verfahrens um mindestens den Faktor zehn tiefer liegen missen.
Der durchgefiihrte Verdlinnungsversuch bestétigte diese Vermutung und stellte klar, dass das
entwickelte Verfahren auch zur Bestimmung geringerer Wirkstoffgehalte geeignet ist.
Grundsétzlich haben aus diesem Grund die Nachweis- und Bestimmungsgrenzen der Analyten fir
die Validitdt der in dieser Arbeit untersuchten Wirkstoffgehalte keine bedeutsame Aussagekraft,
weshalb z.B. die ICH-Guidelines bei reinen Gehaltsbestimmungen géanzlich den Verzicht der
Bestimmung von Nachweis- und Bestimmungsgrenze empfehlen (ICH, 2005). Da dem spéteren
Anwender aber durchaus die Maoglichkeit gegeben sein sollte, die Analyten auch im
Ruckstandsbereich zu bestimmen und Nachweis- und Bestimmungsgrenze einen MaB fir die
Leistungsfahigkeit einer Methode darstellen, wurden diese zusatzlich bestimmt. Die
Messunsicherheit des Verfahrens fir die einzelnen Analyten betrdgt zwischen 2,65 und 4,77
Prozent.; die mit dem Faktor 1,96 berechnete erweiterte Messunsicherheit betrdgt demnach
zwischen 5,19 und 9,35 Prozent. Durch die Verwendung der erweiterten Messunsicherheit kann
flr jeden einzelnen Messwert konstatiert werden, dass sich mit einer Wahrscheinlichkeit von 95 %
der tatsachliche Wert in dem Bereich Messwert + erweiterte Messunsicherheit befindet (SLMB,
2004). Welchen Wert eine Messunsicherheit annehmen darf, ist nirgendwo definiert. Wichtig ist,
wie bei den anderen Validierungsparametern auch, dass die gewé&hlten Akzeptanzkriterien eine in
sich schlissige Gesamtheit bilden, die am Ende zu dem Nachweis flihrt, dass die Methode fir

den vorgesehenen Zweck geeignet ist (MACNEIL et al., 2000). Dieser Nachweis wird bei der in
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dieser Arbeit vorgestellten Methode fir die untersuchten Analyten Diethyltoluamid, IR 3535,
Piperonylbutoxid, Permethrin, Cyfluthrin, Etofenprox und Deltamethrin erbracht. Eine Erweiterung
der Methode um zusétzliche Wirkstoffe wéare vermutlich méglich, wurde aber in dieser Arbeit nicht
mehr untersucht.

Das angewandte Extraktionsverfahren der Soxhlet-Extraktion Uber eine Dauer von vier Stunden,
gewahrleistet die Extraktion aller aktiven Inhaltsstoffe und extrahiert innerhalb dieser Zeit mehr als
99 Prozent aller extrahierbaren Inhaltsstoffe. Vergleichend dazu wurde eine Extraktion mit Toluol
durchgefihrt, die in ihren Bedingungen der von der CIPAC vorgestellten Methode zur
Bestimmung von Deltamethrin entsprach (CIPAC, 2009). Bei dieser Versuchsanordnung wurden
nur 80 — 90 % der extrahierbaren Inhaltsstoffe wéhrend der ersten Extraktion aus dem
Netzmaterial herausgel6st und erst nach der 5. Extraktion waren mehr als 99 % der
extrahierbaren Inhaltsstoffe aus dem Netzmaterial extrahiert. Dieses Ergebnis zeigt, dass bei einer
nicht erschépfenden Extraktion Uber eine Zeit von 30 Minuten bis zu 20 % geringere Gehalte
bestimmt werden, als tatsachlich in dem Netz vorhanden sind. Dieser systematische Fehler kann
insbesondere bei der Interpretation von Dosis — Wirkungs — Beziehungen zu Fehleinschatzungen
hinsichtlich der konzentrationsabhdngigen Wirksamkeit von aktiven Inhaltsstoffen auf
impragnierten Moskitonetzen fihren.

Waéhrend der Entwicklung der Methode wurden verschiedene Losemittel flr die Extraktion
getestet. Bei Vorversuchen im Ultraschallbad konnte dabei gezeigt werden, dass hinsichtlich der
Extraktionskraft keine signifikanten Unterschiede zwischen Toluol, Xylol und Hexan bestehen,
dass aber Ethanol Uber eine geringere Extraktionskraft, insbesondere bei den wenig polaren
Substanzen Cyfluthrin, Etofenprox und Deltamethrin, verfligt. Fir die Extraktion in der
Soxhletapparatur waren Toluol und Xylol aber weniger geeignet, da auf Grund ihrer hdheren
Siedetemperatur die Verwendung eines Olbades zum Erhitzen notwendig gewesen wére, was
einerseits von der Handhabung her schwieriger gewesen wéare und andererseits zu einer héheren
thermischen Belastung der Analyten gefiihrt hatte. Letztendlich wurde deshalb Hexan als das
Lésungsmittel mit der besten Eignung fir das in dieser Arbeit beschriebene Verfahren angesehen
und fUr die Extraktion verwendet. Die niedrige Siedetemperatur des Hexans ist fiir die Extraktion
von Vorteil, erfordert aber bei der sonstigen Arbeit besondere Aufmerksamkeit, da
Ldsungsmittelverluste durch Verdampfen vermieden werden missen.

Der Zeitraum von vier Stunden flr die Extraktion ist durchaus lang und durch die Verwendung
einer Soxhlet — Apparatur relativ aufwéndig. Die Messung grdBerer Serien ist deshalb mit einem
groBen Zeitaufwand verbunden, der von der apparativen Ausstattung abhdngig ist. Als
alternatives Extraktionsverfahren wirde die Accelerated Solvent Extraction (ASE) in Frage
kommen, die ebenfalls eine kontinuierliche Extraktion erméglicht und bei Bedarf sogar mit
verschiedenen L&sungsmitteln, unterschiedlichen Temperaturen und variablen Dricken wéahrend
eines Extraktionsvorganges betrieben werden kann (GEY, 2008). Dieses neue Extraktionsverfahren
hat verschiedene Vorteile; so ist der Verbrauch an L&sungsmitteln deutlich geringer, auf Grund

der forcierten Temperatur- und Druckbedingungen k&énnen kiirzere Analysenzeiten erreicht
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werden und eine simultane Bestimmung von mehr als zwanzig Proben ist mit den
entsprechenden Gerdten mdglich. Im Allgemeinen scheint die ASE insbesondere bei der
Extraktion komplexer Matrices der Soxhletextraktion Gberlegen zu sein (MASALA et al., 2011). Fir
die vorliegende Arbeit war eine ASE nicht verflgbar, so dass die Eignung dieser
Extraktionstechnik nicht Uberprift werden konnte. Die Anwendung dieser Extraktionstechnik
kénnte aber mdglicherweise zu einer weiteren Verbesserung der Methode im Hinblick auf die
Analysenzeiten und den Chemikalienverbrauch flihren. Problematisch an der ASE ist eine zur Zeit
noch geringe Verbreitung in den Laboratorien, wohingegen eine Soxhletapparatur zur
Standardausstattung nahezu jeden Labors gehort, so dass die verbreitete Anwendung eines auf
der ASE basierenden Aufschlussverfahrens zur Zeit eher fragwirdig erscheint.

Hinsichtlich des Detektionsverfahrens ist alternativ zur massenspektrometrischen Detektion auch
die Verwendung eines Flammenionisationsdetektors (FID) zur quantitativen Bestimmung der
Analyten denkbar. Bei diesem Detektionsverfahren wéare allerdings die qualitative Aussage zur
Identitdt der Analyten nur Uber die Retentionszeit oder die relative Retentionszeit méglich und es
muisste somit eine geringere Spezifitdt des Verfahrens in Kauf genommen werden. Auch in Bezug
auf die Empfindlichkeit des Verfahrens, ist bei Detektion mittels FID mit einer geringeren
Leistungsféhigkeit gegeniiber der massenselektiven Detektion zu rechnen. Welche Auswirkungen
dies im Einzelfall auf die generelle Anwendbarkeit der Methode hat, ist nicht abschlieBend zu
klaren, wobei insbesondere bei der Bestimmung geringerer Gehalte (z.B. im Rahmen von
Waschversuchen) das Verfahren unter Verwendung eines FID an seine Grenzen gelangen kdnnte.

Einen weiteren Diskussionsansatz bietet die Wahl des chromatographischen Analysenverfahrens.
In der vorgestellten Methode wurde die Gaschromatographie als Analysenverfahren gewahlt und
nicht die Hochleistungsflissigkeitschromatographie, die grundsétzlich auch als Analysenverfahren
in Frage kommen wirde. Zur Bestimmung der Einzelsubstanzen sind Methoden publiziert, die
dokumentieren, dass sich alle Analyten der Methode sowohl mit gaschromatographischen als
auch mit flissigchromatographischen Verfahren bestimmen lassen. So ist beispielsweise die
Bestimmung von Deltamethrin flissigchromatographisch mittels Normalphasen HPLC und UV
Detektion bei 236 nm (CIPAC, 2009), aber auch gaschromatographisch mit massenselektiver
Detektion (LENG and GRIES, 2005) méglich. Auch die Bestimmung von Diethyltoluamid ist sowohl
gaschromatographisch (CHERSTNIAKOVA et al., 2006) als auch flissigchromatographisch
beschrieben. Bei der flissigchromatographischen Bestimmung wird allerdings im Gegensatz zur
Deltamethrinbestimmung eine Umkehrphasenchromatographie (RP) eingesetzt, die den Einsatz
eines vollig anderen Saulenmaterials und FlieBmittels erfordert. Durch die schlechtere
Trennleistung der HPLC im Vergleich zur GC wére eine Trennung aller Analyten sowohl auf einer
Umkehrphase als auch auf einer Normalphase fraglich. Wahrscheinlich ware eine Bestimmung
aller Analyten mittels LC-MS/MS mdéglich gewesen, aber da diese aufwendige Analysentechnik
deutlich weniger verbreitet ist als GC-MS, kdnnten nur einige wenige Labore die Analytik
durchfiihren. Darlberhinaus muisste bei der LC-MS/MS mit einem wassrigen Puffersystem

gearbeitet werden, was einen zusétzlichen Aufarbeitungsschritt nach der Extraktion flihren wiirde.
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Die Gefahr des Verlustes von Analyten wéare dabei besonders hoch, da das organische L&semittel
vollstandig entfernt werden muss und Versuche am Rotationsverdampfer gezeigt haben, dass die
tief siedenden Analyten wie Diethyltoluamid und IR 3535 schon bei geringem Unterdruck in das
zu entfernende Ldsemittel Gbergehen. Da bekannt war (AKHTAR, 1982; CHERSTNIAKOVA et al.,
2006), dass die am héchsten und am niedrigsten siedende Komponente der zu untersuchenden
Analyten gaschromatographisch bestimmbar sind, und die Probe nach der Extraktion unmittelbar
fir die Analytik geeignet sein wirde, wurde die Gaschromatographie als Methode der Wahl
festgelegt und eine Bestimmung mittels HPLC nicht weiter verfolgt.
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5.2. Untersuchungen an impragnierten Moskitonetzen

Der Nutzen von impréagnierten  Moskitonetzen im  Rahmen eines integrierten
Vektorenmanagements zur Bekdmpfung von Infektionskrankheiten ist allgemein anerkannt (BEIER
et al.,, 2008). Nach mehreren Jahrzehnten des erfolgreichen Einsatzes von impréagnierten
Moskitonetzen und Verbesserungen der Anwenderfreundlichkeit und -sicherheit durch die
Weiterentwicklung von ITN’s zu LLINs (RAGHAVENDRA et al., 2011) sind zunehmende metabolische
und kdr-Resistenzen fir die Wirksamkeit von impréagnierten Moskitonetzen ein Problem (ENAYATI
and HEMINGWAY, 2006; HANCOCK, 2009; ZAIM and GUILLET, 2002), das nur durch eine weitere
Verbesserung der imprégnierten Moskitonetze geldst werden kann. Dieser Verbesserung dient die
vorliegende Arbeit und die dargestellten Ergebnisse zeigen einen ersten, vielversprechenden
Ansatz zur Bekdmpfung von Resistenzen unter Verwendung einer Kombination von Repellents
und Insektiziden auf impragnierten Moskitonetzen (FAULDE and NEHRING, 2012).

Zu Beginn der Untersuchungen wurden verschiedene Einzelwirkstoffe mit dem neuen
Polymercoatingverfahren (FAULDE and UEDELHOVEN, 2006) auf die zu untersuchenden Netze
aufgebracht und dosisabhangige Wirksamkeitskurven erstellt. Mit diesen Kurven konnte die
konzentrationsabhangige Wirksamkeit der einzelnen Analyten bestimmt werden.

Parallel zu den Untersuchungen mit Pyrethroiden wurden erstmals Repellents (Diethyltoluamid
und IR 3535) in hoher Konzentration (mehr als 10g/m?) auf Moskitonetze aufgebracht und deren
Bioaktivitdt untersucht. Interessanterweise konnten fiir beide Repellentien insektizide (gegen
Aedes aegypti) und akarizide (gegen Ixodes ricinus) Wirkungen nachgewiesen werden (FAULDE et
al., 2010). Die Wirkstarke beider Repellentien ist schwacher als die der Pyrethroide (Abbildung 57;
p < 0,01), wohingegen sich die Wirkstarke von Diethyltoluamid und IR 3535 bei Konzentrationen
von lber 2 g/m? nicht signifikant (p = 0,29) voneinander unterscheidet. Bei Betrachtung des
Knockdown-Effektes und Konzentrationen von unter 2 g/m? zeigt Diethyltoluamid eine groBere
Wirksamkeit als IR 3535. Dieses Ergebnis deckt sich mit den Untersuchungen von Liccardi
(LicciarDl et al., 2006), wo festgestellt wurde, dass bei auf Papierfiltern aufgebrachten
Repellentien Diethyltoluamid die starkste Wirksamkeit zeigte, gefolgt von IR 3535 und Icaridin, flr
das bei den untersuchten Konzentrationen keine toxische Wirkung auf die Versuchstiere (Aedes
aegypti) festgestellt wurde. Die bei dieser Untersuchung angewandten Konzentrationen an
Repellents waren geringer, als die bei der vorliegenden Arbeit eingesetzten
Maximalkonzentrationen, so dass die vorhandene insektizide und akarizide Wirkung von IR 3535
bei Liccardi (LICCIARDI et al., 2006) nicht festgestellt wurde. Die Untersuchung des Repellents
Icaridin wurde auf Grund fehlender Verfligbarkeit nicht durchgefiihrt. Nimmt man den hier
bestétigten Nachweis hinsichtlich der Wirkstarke der Repellents als Grundlage (LICCIARDI et al.,
2006), so ist davon auszugehen, dass Diethyltoluamid und IR 3535 besser geeignet sind als
Icaridin, um eine insektizide Wirkung auf impragnierten Moskitonetzen zu erzielen und dass die

nicht durchgefihrten Untersuchungen mit diesem Repellent keine relevanten Auswirkungen auf
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das Grundsatzergebnis haben. Mit dem geflhrten Nachweis der Toxizitat von Diethyltoluamid und
IR 3535 gegen Aedes aegypti bei Kontaktexposition stellt sich die Frage, ob die Uberlebenszeit
von Stechmiicken auch Uber die Gasphase beeinflusst wird oder ob der direkte Kontakt mit den
Wirkstoffen erforderlich ist. Dieser Fragestellung sollte in Expositionsversuchen von Stechmiicken
mit unterschiedlichen Konzentrationen im Gasraum nachgegangen werden und ist ein
Ansatzpunkt fir weitere Forschungsaktivitaten.

Eine weitere Beobachtung, die wahrend der Versuche gemacht werden konnte, betrifft die
Wirkdauer der imprégnierten Moskitonetze. Obwohl zu Beginn der Untersuchungen nicht explizit
geplant, wurden die Ver&nderungen der Bioaktivitdt der mit Diethyltoluamid und IR 3535
impragnierten Moskitonetze beobachtet und festgestellt, dass die Wirksamkeit der mit dem
Polymercoatingverfahren imprégnierten Moskitonetze auch nach einem Jahr noch vorhanden war.
Diese Erkenntnis bestatigt die Anwendbarkeit des urspriinglich fir Herstellung von Uniformen
entwickelten Imprégnierungsverfahrens (FAULDE and UEDELHOVEN, 2006) auch fiir die Herstellung
von LLRNs.

Zusatzlich zur insektiziden Wirkung wurde eine akarizide Wirkung gegen Ixodes ricinus
beobachtet. Diese Tatsache bietet eine zuséatzliche Option in der Vermeidung von
zeckenUbertragenen Krankheiten in Europa. Auch wenn die Notwendigkeit der Verwendung von
impragnierten  Bedarfsgegenstdnden in Europa zur Vermeidung vektoriibertragener
Infektionskrankheiten noch nicht im Mittelpunkt des &ffentlichen Interesses steht, ist die Option
den zur Zeit in Europa bedeutendsten Ubertrager von vektoriibertragenen Infektionskrankheiten
(WIRTZ, 2001) wirksam zu bek&mpfen, nicht nur fir beruflich exponierte Personen (Waldarbeiter,
Soldaten) und ,Outdoorfans® von Bedeutung, sondern im Zuge eines mdglicherweise
bevorstehenden Klimawandels auch flr groBe Teile der europaischen Bevdlkerung.

Die festgestellte insektizide Aktivitdt der Repellentien bietet unterschiedliche Mdéglichkeiten die
Wirksamkeit impragnierter Moskitonetze zu verbessern. Zum einen ist die alleinige Anwendung als
Wirkstoff auf imprégnierten Moskitonetzen denkbar, zum anderen die Kombination mit einem
Pyrethroid. Da aus technologischer Sicht dem Aufbringen mehrerer Inhaltsstoffe mit dem
Polymercoatingverfahren nichts entgegenstand, wurde im weiteren Verlauf der Untersuchungen
die Wirksamkeit von Kombinationen eines Repellents mit einem Insektizid gepriift. Gegenstand
der Untersuchungen waren die beiden verfligbaren Repellents Diethyltoluamid und IR 3535 in
Kombination mit Permethrin oder Etofenprox. Bei der Wahl der Insektizide wurde neben der
reinen Verfligbarkeit auch das toxikologische Profil der Wirkstoffe berlicksichtigt. Permethrin und
Etofenprox sind hinsichtlich ihrer ADI-Werte giinstiger zu beurteilen als die a—Cyano Pyrethroide
Deltamethrin und Cyfluthrin (AGRAR, 2000) und darlberhinaus standen toxikologische Daten
(APPEL et al., 2008; ROBBACH et al., 2005) zur Verfligung, die eine Anwendung von Permethrin in
den vorgesehenen Konzentrationen als sicher fiir den Verbraucher annehmen lassen.

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen zeigten, dass Diethyltoluamid problemlos mit den
Insektiziden auf das Netz appliziert werden kann. Im Gegensatz dazu war die Polymerisation mit

IR 3535 problematisch, da der erwartete Gehalt an Insektizid nicht auf dem Netzmaterial
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nachweisbar war. Die Ursache dafiir kann nur vermutet werden. Mdglicherweise ist die
Bindungsaffinitdt von IR 3535 zum Netzmaterial besonders hoch oder es findet eine Verdrdngung
des Insektizids beim Polymerisationsprozess statt. Diese Frage kann abschlieBend nicht geklart
werden, jedoch wurde deutlich, dass sich Diethyltoluamid besser fir die Herstellung eines LLIRNs
mit dem Polymercoatingverfahren eignet.

Grundsétzlich I8sst sich aus den mit unterschiedlichen Netzmaterialien durchgefiihrten Versuchen
schlussfolgern, dass die Erzielung einer vergleichbaren Toxizitdt gegenliber Aedes aegypti mit
allen Netzmaterialien méglich ist, wobei die Anwesenheit eines Insektizids zwingend erforderlich
scheint, um eine maximale Toxizitdt zu gewéhrleisten. Je nach Netzmaterial ist die Kompatibilitat
der einzelnen Wirkstoffe bei der Impragnierung zu beobachten, wobei insbesondere
Kombinationen mit IR 3535 problematisch zu sein scheinen. Auf Grund unterschiedlicher
Eigenschaften der verwendeten Fasern kann allein auf Grund des Gehaltes an aktiven
Inhaltsstoffen keine Aussage zur Bioaktivitdt gemacht werden. So reicht bei den Polyesternetzen
und den Lenonetzen ein geringerer absoluter Gehalt an Wirkstoffen aus, um eine vergleichbare
Wirkstéarke wie auf den Baumwollnetzen mit héherem absoluten Gehalt zu erzielen. Die Lenonetze
konnten soweit modifiziert werden, dass die Aufnahmekapazitdt bezlglich der aktiven
Inhaltsstoffe nah an die der Baumwollnetze heranreicht. Bei der erreichbaren maximalen
Knockdown- und Kill-Geschwindigkeit ist bei bestimmten minimalen Zeitpunkten ein ,,Cut-off”
festzustellen, der auch durch die Verwendung von grdéBeren Gehalten an aktiven Inhaltsstoffen
nicht unterschritten werden kann. Durch experimentelle Bestimmung dieser Grenzen fiir die
einzelnen Netzmaterialien kann eine ideale Wirkstoffkonzentration festgelegt werden, die zu
maximaler Toxizitat bei gleichzeitig minimaler Exposition fir den Anwender fiihrt.

Die Wirksamkeit der mit Diethyltoluamid und Permethrin impragnierten Netze war sowohl in
Bezug auf die Kill-Aktivitat als auch auf die Knockdown-Aktivitat signifikant héher, als die der mit
Permethrin (KD: p<0,001; Kill: p<0,001) oder Diethyltoluamid (KD: p<0,001; Kill: p<0,001)
imprégnierten Netze, die als Referenz betrachtet wurden. Das gleiche Ergebnis war auch fir die
Kombination aus Diethyltoluamid und Etofenprox zu beobachten, wo die biologischen Aktivitédten
sich ebenfalls signifikant von den ausschlieBlich mit Diethyltoluamid (KD: p<0,004; Kill: p<0,001)
oder Etofenprox (KD: p<0,001; Kill: p<0,001) impragnierten Netzen unterschieden. Wenn man die
extrapolierten Knockdown- und Kill-Zeiten flr Permethrin und Etofenprox mit den Zeiten der
kombinierten Netze vergleicht, so sind fir die Kombination Diethyltoluamid/Permethrin um 55-
75% reduzierte Knockdown-Zeiten und um 55-64% reduzierte Kill-Zeiten, fir die Kombination
Diethyltoluamid/Etofenprox um 42-50% reduzierte Knockdown-Zeiten und um 25-38% reduzierte
Kill-Zeiten zu beobachten gewesen. Selbst bei den mit IR 3535 und Permethrin impréagnierten
Netzen, die, wie bereits erwahnt, nicht den erwarteten Gehalt an Permethrin aufwiesen, war eine
verstérkte Wirksamkeit im Vergleich zur Referenz (IR 3535) signifikant feststellbar (KD: p<0,001;
Kill: p<0,001). Diese Beobachtung l&sst einen deutlichen synergistischen Effekt zwischen den
Wirkstoffen vermuten, wobei die Kombination aus Diethyltoluamid und Permethrin offenbar eine

hohere Wirksamkeit besitzt als die aus Diethyltoluamid und Etofenprox. Die Theorie bezlglich
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eines synergistischen Effektes wird gestltzt durch beschriebene synergistische Effekte flr
Diethyltoluamid und Propoxur gegen Aedes aegypti (PENNETIER et al., 2005) und zeigt, dass durch
den kombinierten Einsatz von Repellent und Insektizid eine verstarkte Toxizitdt gegenlber den
Versuchstieren erreicht werden kann. Obwohl der Mechanismus der synergistischen
toxikologischen Wirkung der auf den Netzen kombinierten Wirkstoffe bislang véllig unbekannt ist,
wird vermutet, dass der toxikologischen Gesamtwirkung unterschiedliche Einzelmechanismen zu
Grunde liegen (FAULDE et al., 2010; LICCIARDI et al., 2006; PRIDGEON et al., 2009). Wenn sich
bestatigt, dass die Wirkung der Kombination von Repellent und Insektizid nicht auf der
Verstarkung oder Unterstiitzung eines Wirkmechanismusses beruht, sondern auf einer komplexen
Wirkung an unterschiedlichen Angriffspunkten, dann ist denkbar, dass eine metabolische oder
genetische Anpassung an einen Wirkstoff nicht zu einem Uberleben des Vektors fiihrt, so dass mit
diesen Wirkstoffkombinationen Resistenzbildungen unterbunden oder zumindest reduziert
werden kénnten.

Die alleinige Betrachtung der toxikologischen Wirkung von impréagnierten Moskitonetzen auf die
entsprechenden Zielorganismen ist nicht ausreichend. Zum Schutz des Menschen muss auch ein
Durchflug- bzw. Durchstichschutz gewéhrleistet sein, um den Transmissionsweg sicher zu
unterbinden. In den durchgefihrten Arm-in Cage Tests zur Bestimmung des Durchstichschutzes
erwiesen sich die ausschlieBlich mit Insektiziden impragnierten Netze als nicht ausreichend
wirksam (FAULDE and NEHRING, 2012). Zwar konnte bei den Netzen mitunter ein Deterrent-Effekt
beobachtet werden, aber keines der Netze war in der Lage, alle ca. 400 Stechmicken wahrend
der 5 minltigen Expositionszeit von der Blutmahlzeit abzuhalten. Im Gegensatz dazu kann mit
hohen Konzentrationen Repellent (Diethyltoluamid ab etwa 3000 mg/m?; IR 3535 ab etwa 6000
mg/m?) eben dieser erforderliche 100 %ige Durchstichschutz erreicht werden (FAULDE et al.,
2010). Im Gegensatz zu den Insektiziden ist bei den Repellents neben dem Deterrent-Effekt auch
ein Space-Effekt zu beobachten, der den groBten Teil der Stechmiicken davon abhélt, ndher als
10 - 40 mm an das Netz heranzufliegen. Dieser negative Chemotropismus auf Distanz fiihrt zu
einer geringeren Exposition der Stechmicken mit den Wirkstoffen und reduziert so den
Selektionsvorteil durch eine Resistenz. Dies wiederum kann insgesamt zu einer Verminderung der
Resistenzen flhren. Andererseits kénnte die Hypothese aufgestellt werden, dass durch den
fehlenden Kontakt mit dem Netz die blutsuchende Stechmiicke ein anderes Opfer sucht und
dieses potentiell infizieren kann. Dem ist entgegenzuhalten, dass auch eine Stechmicke, die
Kontakt mit einem Insektizid hatte, durchaus noch in der Lage ist, flr einen gewissen Zeitraum zu
stechen und Krankheiten zu Ubertragen. Darliberhinaus ist zu bedenken, dass die LLINs zwar ein
wichtiges Element in der Malariaprotektion sind, aber nur in einem ganzheitlichen Ansatz, in dem
andere MaBnahmen vorrangig fir die Reduktion von Stechmickenpopulationen verantwortlich
sind, eine wirklich nachhaltige Wirkung erzielt werden kann.

Ein weiterer zu bedenkender Punkt bei der Anwendung von Diethyltoluamid in LLIRNs ist die
Ausbildung einer Resistenz gegenlber dem Wirkstoff durch Verwendung in LLIRNs. Bei

Anwendung von Diethyltoluamid als Repellent, sind Stechmiicken beobachtet worden, die nicht
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durch den negativen Chemotropismus von einer Blutmahlzeit abgehalten werden (RUTLEDGE et al.,
1994). Diese fehlende Sensitivitdt gegenliber Diethyltoluamid beruht wahrscheinlich auf einer
morphologischen, genetisch determinierten Verdnderung der Antennen der Stechmiicken
(STANCZYK et al.,, 2010), so dass die nicht sensitiven Stechmlcken den Geruch von
Diethyltoluamid nicht mehr wahrnehmen kénnen. Auf dem LLIRNs hétte dies zur Folge, dass die
Stechmilcken die erste Verteidigungslinie des LLIRN, die auf dem Space-Effekt beruht,
durchbrechen kénnten. Der Hot-Feet oder Deterrent-Effekt sollte anschlieBend die Stechmucken,
die eine Insensivitdt aufweisen, von der dauerhaften Landung abhalten. Sollte dies nicht
geschehen, ist die starke synergistische Toxizitdt von Insektizid und Repellent in der Lage die
Stechmiicke durch den rasch einsetzenden Knockdown-Effekt auszuschalten, bevor sie ein Opfer
findet und sticht. Die toxikologische relevante Wirkung von Diethyltoluamid sollte durch die
Veranderung der Antennen nicht beeintrdchtigt werden, da es sich bei der morphologischen
Veranderung nicht um eine Anderung der Stoffwechseleigenschaften der Stechmiicke handelt.
Allerdings ist zur Zeit noch unklar, ob eine derartige Verdnderung der sensorischen Fahigkeiten
der Stechmiicke tats&chlich einen Selektionsvorteil bietet, der zu einer weiten Verbreitung dieser
Eigenschaft flhrt. Wahrscheinlich ist dass nicht der Fall, da in dem Uber 50 Jahre andauernden
erfolgreichen Einsatz von Diethyltoluamid als Repellent keine Félle bekannt geworden sind, bei
denen groBe Stechmickenpopulationen die Anwesenheit von Diethyltoluamid ignoriert hatten.

Bei der Untersuchung des Space-Effektes war noch eine weitere Beobachtung &uBerst
interessant. Die mit mehreren Wirkstoffen imprégnierten Netze waren teilweise zuerst mit
Insektizid und anschlieBend in der oberen Schicht mit Repellent impréagniert. Bei anderen Netzen
befand sich das Repellent in der inneren Schicht und das Insektizid auf der duBeren Schicht. Die
Netze, bei denen sich das Repellent in der inneren Schicht befand, zeigten einen prolongierten
100%igen Durchstichschutz von insgesamt bis zu 83 Wochen gegenlber den Netzen die auf der
auBeren Schicht mit Repellent impragniert waren und auch gegeniiber den ausschlieBlich mit
Repellent impragnierten Netzen (FAULDE and NEHRING, 2012). Neben der Reihenfolge der
Applikation der Wirkstoffe, ist die Dauer des 100%igen Durchstichschutzes auch abhangig von
der Initialkonzentration an Wirkstoff. Dies zeigt erneut, dass fir die Gewéhrleistung eines
Durchstichschutzes eine Mindestmenge an Repellent auf dem Netz vorhanden sein muss, die
konsequenterweise bei einer héheren Ausgangskonzentration erst zu einem spéateren Zeitpunkt
unterschritten wird. Der Verlust an Wirkstoff lasst sich mit der Fllichtigkeit der Repellents erklaren,
die auch Bestandteil ihrer rdumlichen Wirkung ist. Bei einer zusatzlichen Polymerschicht mit
Insektizid ist dieser Verlust geringer, da die Angriffsfliche wahrscheinlich durch die reduzierte
Oberflache vermindert ist. Dennoch hat die zusatzliche Polymerschicht keinen Einfluss auf die
Wirksamkeit hinsichtlich des Durchstichschutzes, so dass bei einer Impragnierung mit Repellent
und Insektizid das Repellent grundsétzlich auf die innere Polymerschicht aufgebracht werden
sollte. Prinzipiell ist aber das Vorhandensein eines Insektizids nicht erforderlich, um einen
100%igen Durchstichschutz zu gewéhrleisten. Daflir ist die Anwesenheit eines Repellents in

hohen Konzentrationen ausreichend. Die unmittelbar toxischen Effekte auf die Versuchstiere
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werden aber durch die Verwendung der Kombination aus Repellent und Insektizid deutlich
gesteigert, so dass diese, insbesondere wenn die erforderliche Repellentkonzentration fliir einen
100%igen Durchstichschutz unterschritten wird, letztendlich die geeignetste Variante flr eine
effektive Imprégnierung der Moskitonetze darstellt.

Der abschlieBende Teil dieser Diskussion befasst sich mit den Waschversuchen, die an den
eigenen und den kommerziell erhéltlichen Moskitonetzen durchgefiihrt wurden. Es wurde gezeigt,
dass das neue Impragnierungsverfahren, neben der Mdglichkeit deutlich gréBere Mengen an
Wirkstoffen auf die Fasern aufzubringen, Uber eine Waschresistenz verfiigt, die eine Wirksamkeit
Uber die gesamte Lebensdauer des Moskitonetzes gewahrleistet. Um einen Vergleich zu flihren,
wurden bereits auf dem Markt verfliigbare Moskitonetze dem gleichen Waschverfahren
unterzogen, so dass eine Aussage getroffen werden konnte, wie die Waschresistenz des
Polymercoatingverfahrens einzuordnen ist. Die erste Aussage, die getroffen werden kann, ist,
dass die Waschresistenz nicht allein von dem Verfahren abh&ngt mit dem die Netze impragniert
werden, sondern dass zwischen dem Imprégnierungsverfahren, dem aufzubringenden Wirkstoff
und der Wirkstoffmenge ein sensibles Verhdlinis besteht, dass in jedem Einzelfall gesondert
betrachtet werden muss. Diese Erkenntnis ist der Tatsache geschuldet, dass bei der
Impréagnierung eines Netzmaterials mit verschiedenen Wirkstoffen nach derselben Methode und
unter Verwendung derselben Weichmacher und Binder, der Wirkstoffgehalt nach 1, 5, 10, und 20
Waschen deutlich unterschiedlich abgenommen hatte. Bei Cyfluthrin, dem nach unseren
Untersuchungen resistentesten Wirkstoff in der Polymerschicht, waren nach 20 Waschgangen
noch bis zu 70 Prozent des eingesetzten Wirkstoffes vorhanden. Deltamethrin, dass in einer
vergleichbaren Konzentration aufgebracht worden war, wies nach 20 Waschgangen noch
maximal 52 Prozent des initial eingesetzten Wirkstoffes auf, wobei interessanterweise der
Wirkstoff schon nach einem Waschgang in &hnlicher Konzentration vorlag, wie nach 20 Wéaschen
(Abbildung 77). Permethrin und Etofenprox verfiigten nach 20 Waschen noch (ber etwa 40
Prozent des urspriinglichen Wirkstoffgehaltes, wobei allerdings beriicksichtigt werden muss, dass
die Initialkonzentration dieser beiden Wirkstoffe mitunter deutlich hdher war, als bei den anderen
Wirkstoffen (Etofenprox bis zu 750 mg/m? und Permethrin bis zu 8000 mg/m?), so dass die
geringere Waschresistenz auch darin ihre Ursache haben kann, da grundsétzlich die Tendenz zu
erkennen war, dass hdhere Ausgangskonzentrationen zu einem prozentual geringeren Endgehalt
fuhrten, wobei aber der absolute Gehalt nach 20 Waschen héher war.

Grundsétzlich ist fir die Beurteilung einer ausreichenden Waschresistenz von Bedeutung, ob
nach einer entsprechenden Anzahl an Waschgingen noch die notwendige Konzentration an
Wirkstoff enthalten ist. Dabei ist unter anderem auch zu beriicksichtigen, dass hierflir je nach
Wirkstoff unterschiedliche Gehalte erforderlich sind und somit weniger die prozentuale Ausbeute,
sondern vielmehr der absolute Restgehalt von Bedeutung ist. Betrachtet man diesen Restgehalt
an Wirkstoffen auf allen mit dem Polymercoatingverfahren impragnierten Netzen nach 20
Waschgadngen gemaB DIN EN ISO 6330, so ist unter Berlicksichtigung der unter 4.2.1.

durchgefiihrten Bestimmung der Dosis-Wirkungs-Beziehungen davon auszugehen, dass die auf
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den Netzen nachzuweisenden Wirkstoffgehalte ausreichend sind, um eine addquate Wirksamkeit
zu gewabhrleisten. Dennoch ist auch die Kenntnis tber die prozentuale Ausbeute von Bedeutung,
da nur dartiber ein dimensionsloser Vergleich der Waschresistenzen mdglich ist.

Eine Aussage bezlglich der Waschresistenz im Vergleich zu anderen kommerziell erhéltlichen
Netzen sollte durch einen unter gleichen Waschbedingungen durchgefihrten Versuch erhalten
werden. Hierbei gilt es grundsétzlich zu bedenken, dass die Ergebnisse dieser Versuche nur eine
Momentaufnahme darstellen und bei den kommerziell erworbenen Netzen keine Informationen
zum Alter der Netze oder zum Verfahren der Impréagnierung vorlagen. Vor dem Waschen wurde
deshalb bei allen Netzen die Ausgangskonzentration an Wirkstoff bestimmt, die anschlieBend flr
die Berechnung des Verlustes nach dem Waschen zu Grunde gelegt wurde. Auffallig bei der
Bestimmung der Ausgangskonzentration war, dass bei dem Netprotect®-Netz mit 6 mg/m? nur
etwa 10 Prozent der vom Hersteller angegebenen Wirkstoffkonzentration nachgewiesen wurde,
wohingegen sich die Gehalte bei den Netzen Conmanet® und PermaNet® 2.0 innerhalb der von
den Herstellern angegebenen Spezifikationen befanden. Fiir das Care Plus® Netz war keine
Spezifikation verfiigbar. Wie bereits erwahnt, ist die Waschresistenz von verschiedenen Faktoren
abhangig. Der Vergleich zwischen den Netzen kann also nur als Anhaltspunkt dienen und eine
Beurteilung welches Imprégnierungsverfahren am besten geeignet ist, ist insbesondere auf Grund
der groBen Unterschiedlichkeit der Fasermaterialien (Abbildung 84) schwierig, da bislang nicht
bekannt ist, ob sich das Impragnierungsverfahren fiir alle Fasermaterialien gleichermaBen eignet.
Da bei dem von uns angewandten Impragnierungsverfahren Waschversuche bislang nur mit
Baumwolinetzen durchgefiihrt wurden, kann eine Aussage zur Waschresistenz bei synthetischen
Fasern noch nicht getroffen werden. Die grundsatzliche Anwendbarkeit des
Impréagnierungsverfahrens flir synthetische Polyesterfasern wurde jedoch bereits erfolgreich
nachgewiesen (siehe 4.2.3.).
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Abbildung 86: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Moskitonetzen unterschiedlicher
Hersteller, aufgenommen in der Laborgruppe Elektronenmikroskopie des Zentralen Institutes der
Bundeswehr Koblenz: 1.McKinley® Netz, 2. Netprotect® Netz, 3. Conmanet®, 4. PermaNet® 2.0, 5. PC-
Netz Utexbel, 6. PC-Netz Utexbel starkere VergréBerung. Die Abbildung zeigt die groBen
Unterschiede hinsichtlich der verwendeten Materialien und Fasereigenschaften.

Vergleicht man, trotz der erwdhnten Unwagbarkeiten, die Waschresistenzen der einzelnen Netze
miteinander, so zeigt sich, dass das nach dem Polymercoatingverfahren mit Deltamethrin
impragnierte Netz in etwa denselben Restgehalt nach 5 Waschgéngen aufwies (32 %), wie das

PermaNet® 2.0 (29 %). Besonders interessant war hier die Beobachtung, dass auch beim
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PermaNet® 2.0 der gréBte Wirkstoffverlust bereits nach der ersten Wische auftrat; ein Effekt, der
auch bei den nach dem Polymercoatingverfahren impréagnierten Netze beobachtet werden
konnte. Bei Vergleich des Conmanet® — Netzes gegeniiber dem mit dem Polymercoatingverfahren
und Permethrin imprégnierten Netz ist der Restgehalt von 82 Prozent bei dem mit dem
Polymercoatingverfahren impragnierten Netz gegeniiber 68 Prozent beim Conmanet® héher und
es kann eine bessere Waschbestandigkeit des Polymercoatingnetzes angenommen werden. Das
Netprotect® Netz, das mit Deltamethrin imprégniert ist, wies nach 5 Waschgingen einen
Restgehalt an aktivem Inhaltsstoff von 46% auf und ist méglicherweise mit dem PermaNet 2.0
hinsichtlich seiner Waschresistenz vergleichbar, wobei allerdings wegen des &uBerst geringen
Ausgangsgehalt des Netzes diese Bewertung nur als Vermutung angesehen werden kann. Wenn
man die Restgehalte an Permethrin des Care Plus® Netzes betrachtet, so ist festzustellen, dass
nach 5 Waschen mit dem gewdahlten Waschprotokoll nur noch Spuren (maximal 2 %) des
urspringlich eingesetzten Wirkstoffes vorhanden waren, so dass bei diesem Netz nicht von einer,
gemaB WHO Guidelines fir LLINs geforderten (WHO, 2005), erhéhten Waschresistenz
ausgegangen werden kann.

Grundsatzlich ist also zu konstatieren, dass die Waschbestindigkeit der nach dem neuen
Verfahren impragnierten Netze mindestens die gleiche Guite aufweist, wie die zur Zeit auf dem
Markt erhéltlichen Netze. Inwiefern dies auch fir andere Materialien, als das bislang untersuchte
Baumwollmaterial gilt, bedarf weiterer Studien.

Bei den kommerziell zu erwerbenden Netzen Conmanet®, Netprotect® und PermaNet® 2.0 wurde
eine gute biologische Wirksamkeit nach 5 Waschen festgestellt, das Care Plus® Netz wies nach 5
Waéschen keine nennenswerten toxikologischen Eigenschaften gegen Aedes aegypti auf, so dass
bei Verwendung des Care Plus® Netzes nach 5 Waschen kein Schutz der Individuen mehr
besteht.

Ein letzter hier zu diskutierender Waschversuch wurde mit einem nach dem
Polymercoatingverfahren imprégnierten Netz gemacht, dass mit dem Wirkstoffen Etofenprox und
Diethyltoluamid belegt war. Die innere Schicht wurde dabei durch das Etofenprox gebildet und
die duBere durch Diethyltoluamid. Fir den Wirkstoff Etofenprox ist festzustellen, dass kein
nennenswerter Unterschied zu den ausschlieBlich mit Etofenprox impragnierten Netzen erkennbar
ist und dass mit dem daraus resultierenden Restgehalt nach 20 Waschgédngen eine gute
Bioaktivitdt gewdhrleistet sein sollte. Schlechter ist die Bilanz fir das Diethyltoluamid; hier ist
bereits nach dem ersten Waschgang ein Wirkstoffverlust von 80 Prozent zu verzeichnen und nach
20 Waschen befinden sich maximal 3 Prozent des urspriinglichen Gehaltes auf den
Moskitonetzen. Es ist davon auszugehen, dass die Repellentwirkung des Diethyltoluamids und
damit der 100 %ige Durchstichschutz bereits nach einem Waschgang nicht mehr gegeben sein
dirfte. Hier gilt es das Verfahren zu optimieren, und zu prifen, ob die Waschresistenz durch
MaBnahmen, wie z.B. die Polymerisation auf eine innere Schicht, verbessert werden kann. Eine
Erhéhung der Waschbestandigkeit flr das Diethyltoluamid wére glinstig, da in der vorliegenden
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Arbeit gezeigt wurde, welche auBergewdhnliche Verbesserung impragnierter Moskitonetze durch

die Kombination mit einem Repellent erreicht werden kann.

Zum Abschluss ist festzuhalten, dass es im Rahmen dieser Arbeit gelungen ist, eine analytische
Methode zu entwickeln, die zur Bestimmung eines GroBteils der zur Imprégnierung von
Moskitonetzen angewendeten Wirkstoffe geeignet ist. Darliberhinaus wurde ein erster Versuch
unternommen, Repellentien mit Insektiziden auf mit dem Polymercoatingverfahren impréagnierten
Moskitonetzen zu kombinieren. Der dabei festgestellte synergistische Effekt zwischen
Diethyltoluamid und Permethrin / Etofenprox und die Erzielung eines 100 %igen
Durchstichschutzes bei Moskitonetzen, die mit einer entsprechend hohen Menge an Repellent
impragniert wurden, sind ein Ansatz, der zu einer deutlichen Verbesserung der Wirksamkeit bei
gleichzeitiger Reduktion der Gefahr von Resistenzbildungen fiihren kénnte.

Wie bereits erwahnt, handelt es sich bei diesen Ergebnissen um einen vielversprechenden Ansatz
zu einer deutlichen Verbesserung impréagnierter Moskitonetze. Ob diese neuen Netze auch in der
Praxis die zu erwartende herausragende Verbesserung darstellen, kann erst abschlieBend
beurteilt werden, wenn die Netze in weiteren Felduntersuchungen, insbesondere hinsichtlich ihrer
Wirksamkeit gegenliber anderen auch pyrethroidresistenten Stechmiickenarten, getestet worden
sind. Diese Versuche in Gebieten, in denen Malaria oder Gelbfieber endemisch sind, mussen
zeigen, ob die im Rahmen dieser Arbeit entwickelten Moskitonetze tatsachlich eine neue, bessere

Alternative in der Pravention vektoribertragener Infektionskrankheiten darstellen kénnen.
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6.2. Anhang 2: Chromatogramme und Massenspektren der
Analyten

Insect Repellent 3535

Piperonylbutoxid

TIC Chromatogramm und Massenspektrum Piperonylbutoxid
Abundance

17.02: Piperonylbutoxid
3500000

3000000
Massenspektrum SCAN bei 17.021 min
2500000 ™
2000000

1500000

1000000 s

& 119
500000 AT 1‘% N2 5

W 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 00 320 340

0 e

' UL R R T A AR R
Time--> 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00 30.00
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Trans -Permethrin

Cyfluthrin
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Etofenprox

Deltamethrin
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6.3. Anhang 3: Kalibriergeraden der Analyten lGiber den

Arbeitsbereich
Kalibration 0,5 - 60 pg/ml
100000000 y = 1E+06x - 1E+06
2 _
90000000 T R? =0,99941
80000000 R2=099979"" _
70000000
y =1E+06x - 703375
§ 60000000 /7/ R2=0,99942
S
£ 50000000 // //
'
& 40000000
S / y = 930974x - 632875
& 30000000 //o/-//./ R*=0,99957
20000000 /
10000000
0
10 20 30 40 50 60 70
-10000000

Konzentration in pg/ml

¢ Diethyltoluamid = IR 3535 Piperonylbutoxid  ® Etofenprox

Flacheneinheiten

Kalibration 0,25 - 30 pg/ml

10000000

y =316220x - 167206~
R? = 0,99905

8000000

6000000

y =279809x - 129206
R?=0,9992

4000000

2000000

0
0,0

5,000

10,000 15,000 20,000 25,000 30,000 35,000

-2000000

Konzentration in pg/ml

= Cis-Permethrin  ® Trans-Permethrin
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Kalibration 0,5 - 60 pug/ml

12000000

y =180484x - 137192
2 _

8000000
123669x - 146751
RZ=0,99876
4000000 /////

2000000

Flicheneinheiten

0
0,000 10,000 20,000 30,000 40,000 50,000 60,000 70,000

~2000000 —
Konzentration in pg/ml

¢ Deltamethrin = Cyfluthrin
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6.4. Anhang 4: Gehalte der Analyten in den einzelnen Proben der
Prazisionsversuche in mg pro Quadratmeter Moskitonetz

Analysenserie Tag 1

Analyt/

Tag.Probe 1.1 1.2 1.3 1.4 1.5 1.6 1.7 1.8
Diethyltoluamid 9689,4 9367,2 9378,0 9376,8 9895,3 9301,3 9686,2 9285,7
Piperonylbutoxid 3987,7 4041,6 4028,6 4037,6 4068,6 4140,2 4014,0 3862,4
Cis-Permethrin 1633,0 1630,0 1573,1 1614,2 1657,3 1687,1 1644,7 1625,8
Trans- 5521,8 5388,3 5295,4 5223,3 5287,1 5390,8 5277,7 5201,0
Permethrin

Analysenserie Tag 2

Analyt/

Tag.Probe 1.1 1.2 1.3 1.4 1.5 1.6 1.7 1.8
Diethyltoluamid 9689,4 9367,2 9378,0 9376,8 9895,3 9301,3 9686,2 9285,7
Piperonylbutoxid 3987,7 4041,6 4028,6 4037,6 4068,6 4140,2 4014,0 3862,4
Cis-Permethrin 1633,0 1630,0 1573,1 1614,2 1657,3 1687,1 1644,7 1625,8
Trans- 5521,8 5388,3 5295,4 5223,3 5287,1 5390,8 5277,7 5201,0
Permethrin
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6.5. Anhang 5: Datenblatter der Berechnung von Wiederhol- und
Laborprazision mit dem Programm SAAD

Validierung von Methoden 29.11.11
Wiederholbarkeit, Vergleichbarkeit

SAAD - Statistische Auswertung von Analysendaten

Analysenparameter: |Diethyltoluamid |
Prifanweisung: |Detrmination of Repellents and Insecticides i
MaReinheit der MeRwerte:
Anzahl . Standard- .
Name MeBwerte Mittelwert abweichung Varianz
Analyst 1 8 9497,488 226,734| 51408,378
Analyst 2 8 9534,788 371,736] 138187,661

Homogenitét der Varianzen (Bartlett-Test; p = 95%):

Die Varianzen sind homogen !

Varianzanalyse (F-Test; p = 99%)

Die Vergleichsvarianz und die mittlere Wiederhol-Varianz unterscheiden sich nicht voneinander !

Mittelwertanalyse (Kruskal-Wallis-Test; p = 99%)

Die Mittelwerte unterscheiden sich nicht voneinander und kdnnen zusammengefalt werden !

Gesamt-Mittelwert 9516,138 mg/sqm
Wiederholbarkeit (p = 95%) 871,337 mg/sgqm
Vergleichbarkeit (p = 95%) 818,472 mg/sqm

Die Einzelwerte einer Doppelbestimmung diirfen sich um hochstens 871,34 mg/sqm unterscheiden.

Die Mittelwerte zweier Doppelbestimmungen eines Mitarbeiters diirfen sich um héchstens
616,13 mg/sqm unterscheiden.

Zwei Einzelwerte zweier Mitarbeiter diirfen sich um héchstens 818,47 mg/sqm unterscheiden.

Die Mittelwerte zweier Doppelbestimmungen verschiedener Mitarbeiter diirfen sich um
hoéchstens 538,78 mg/sqm unterscheiden.

Die Mittelwerte unterscheiden sich nicht voneinander und kdnnen zusammengefaldt werden !

Vorlage: SAAD 2.0 fir Excel © StAp Petersen
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Validierung von Methoden

Wiederholbarkeit, Vergleichbarkeit

29.11.11

SAAD - Statistische Auswertung von Analysendaten

Analysenparameter:

Priifanweisung:

Mafeinheit der MeRwerte:

|Piperonylbutoxid

|Determination of Repellents and Insecticides

Anzahl . Standard- .
Name MeRwerte Mittelwert abweichung Varianz
Analyst 1 8 4022,588 78,852 6217,681
Analyst 2 8 4099,300 113,312 12839,629

Homogenitéat der Varianzen (Bartlett-Test; p = 95%):

Die Varianzen sind homogen !

Varianzanalyse (F-Test; p = 99%)

Die Vergleichsvarianz und die mittlere Wiederhol-Varianz unterscheiden sich nicht voneinander !

Mittelwertanalyse (Kruskal-Wallis-Test; p = 99%)

Die Mittelwerte unterscheiden sich nicht voneinander und kénnen zusammengefallt werden !

Gesamt-Mittelwert

Wiederholbarkeit (p = 95%)
Vergleichbarkeit (p = 95%)

4060,944 mg/sgqm
276,250 mg/sqm
300,566 mg/sqm

Die Mittelwerte zweier Doppelbestimmungen eines Mitarbeiters diirfen sich um hochstens
195,34 mg/sqm unterscheiden.

Zwei Einzelwerte zweier Mitarbeiter diirfen sich um hochstens 300,57 mg/sgm unterscheiden.

Die Mittelwerte zweier Doppelbestimmungen verschiedener Mitarbeiter diirfen sich um
hochstens 228,44 mg/sqm unterscheiden.

Die Einzelwerte einer Doppelbestimmung diirfen sich um hochstens 276,25 mg/sqm unterscheiden.

Die Mittelwerte unterscheiden sich nicht voneinander und kénnen zusammengefal3t werden !

Vorlage: SAAD 2.0 fur Excel

© StAp Petersen
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Validierung von Methoden

Wiederholbarkeit, Vergleichbarkeit

29.11.11

SAAD - Statistische Auswertung von Analysendaten

Analysenparameter:

Priifanweisung:

MaReinheit der MeRwerte:

|Cis-Permethrin

[Determination of Repellents and Insecticides

Anzahl

Standard-

Name MeRwerte Mittelwert abweichung Varianz
Analyst 1 8 1633,150 33,072 1093,757
Analyst 2 8 1689,638 56,857 3232,726

Homogenitét der Varianzen (Bartlett-Test; p = 95%):

Die Varianzen sind homogen !

Varianzanalyse (F-Test; p = 99%)

Die Vergleichsvarianz und die mittlere Wiederhol-Varianz unterscheiden sich nicht voneinander !

Mittelwertanalyse (Kruskal-Wallis-Test; p = 99%)

Die Mittelwerte unterscheiden sich nicht voneinander und kénnen zusammengefallt werden !

Gesamt-Mittelwert 1661,394 mg/sqm

Wiederholbarkeit (p = 95%) 131,625 mg/sqm

Vergleichbarkeit (p = 95%) 167,144 mg/sqm

Die Einzelwerte einer Doppelbestimmung diirfen sich um héchstens 131,63 mg/sgm unterscheiden.

Die Mittelwerte zweier Doppelbestimmungen eines Mitarbeiters diirfen sich um héchstens
93,07 mg/sqm unterscheiden.

Zwei Einzelwerte zweier Mitarbeiter diirfen sich um héchstens 167,14 mg/sqm unterscheiden.

Die Mittelwerte zweier Doppelbestimmungen verschiedener Mitarbeiter diirfen sich um
hochstens 138,83 mg/sgm unterscheiden.

Die Mittelwerte unterscheiden sich nicht voneinander und kénnen zusammengefaf3t werden !

Vorlage: SAAD 2.0 fiir Excel © StAp Petersen
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Validierung von Methoden

Wiederholbarkeit, Vergleichbarkeit

29.11.11

SAAD - Statistische Auswertung von Analysendaten

Analysenparameter:

Priifanweisung:

MalReinheit der MeRwerte:

|Trans-Permethrin

|Determination of Repellents and Insecticides

Anzahl . Standard- .
Name MeRwerte Mittelwert abweichung Varianz
Analyst1 8 5323,175 105,091 11044,125
Analyst 2 8 5298,275 149,719| 22415,885

Homogenitét der Varianzen (Bartlett-Test; p = 95%):

Die Varianzen sind homogen !

Varianzanalyse (F-Test; p = 99%)

Die Vergleichsvarianz und die mittlere Wiederhol-Varianz unterscheiden sich nicht voneinander !

Mittelwertanalyse (Kruskal-Wallis-Test; p = 99%)

Die Mittelwerte unterscheiden sich nicht voneinander und kdnnen zusammengefal3t werden !

Gesamt-Mittelwert

Wiederholbarkeit (p = 95%)
Vergleichbarkeit (p = 95%)

5310,725 mg/sqm
366,045 mg/sgm
346,010 mg/sgm

Die Mittelwerte zweier Doppelbestimmungen eines Mitarbeiters diirfen sich um héchstens
258,83 mg/sgm unterscheiden.

Zwei Einzelwerte zweier Mitarbeiter diirfen sich um héchstens 346,01 mg/sqm unterscheiden.

Die Mittelwerte zweier Doppelbestimmungen verschiedener Mitarbeiter diirfen sich um
hoéchstens 229,63 mg/sqm unterscheiden.

Die Einzelwerte einer Doppelbestimmung diirfen sich um héchstens 366,04 mg/sqm unterscheiden.

Die Mittelwerte unterscheiden sich nicht voneinander und kdnnen zusammengefal3t werden !

Vorlage: SAAD 2.0 fir Excel

© StAp Petersen
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6.6. Anhang 6: Knockdown- und Kill-Aktivitaten einzelner
Insektizide und Repellentien
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Zusammenfassung

10. Zusammenfassung

Durch Vektoren, wie Stechmiicken, Ulbertragene Infektionskrankheiten (z.B. Malaria, Dengue-
Fieber oder Leishmaniose) sind seit Jahrtausenden ein Problem, dass jahrlich mehrere Millionen
Menschen das Leben kostet. Insbesondere in den afrikanischen Endemiegebieten entstehen
durch diese Krankheiten darlberhinaus wirtschaftliche Schiden, die die 6konomische
Entwicklung ganzer Landstriche massiv behindert.

Da fir viele Infektionskrankheiten keine Impfung zur Verfligung steht und eine medikamentdse
Therapie, u.a. aus wirtschaftlichen Griinden, bislang nicht flachendeckend realisiert werden
konnte, kommt einer Vermeidung der Exposition gegeniber den krankheitsiibertragenden
Vektoren eine herausragende Bedeutung zu. Wahrend friiher versucht wurde, die Exposition mit
EinzelmaBnahmen (z.B. durch groBflachigen Einsatz von DDT) zu reduzieren, wird heute der
Ansatz eines integrierten Vektorenmanagements verfolgt, bei dem durch Kombination
verschiedener Verfahren eine Reduktion des Expositionsrisikos erreicht werden soll. Integraler
Bestandteil eines integrierten Vektorenmanagements ist die Verwendung von imprégnierten
Moskitonetzen, die sowohl auf physikalischem als auch auf chemischem Weg die Ubertragung
von Infektionskrankheiten verhindern.

Trotz Fortschritten in der Entwicklung von Moskitonetzen, von unimpragnierten Netzen Uber
einfach impragnierte Netze bis hin zu impragnierten Netzen mit erhdhter Waschresistenz, besteht
auf diesem Gebiet weiterer Forschungsbedarf, um die Wirksamkeit und Effizienz von
imprégnierten Moskitonetzen zu optimieren.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde erstmals eine Multimethode entwickelt, die es
ermdglicht den biologisch verfligbaren Gehalt an verschiedenen aktiven Inhaltsstoffen quantitativ
zu erfassen. Diese Methode wurde im Verlauf der Arbeit validiert, erweitert und revalidiert, so dass
zum jetzigen Zeitpunkt die qualitative und quantitative Bestimmung der bioaktiven Anteile der
Repellentien Diethyltoluamid und IR 3535, der Insektizide Cyfluthrin, Deltamethrin, Permethrin und
Etofenprox sowie des Synergisten Piperonylbutoxid mdéglich ist. Durch die Bestimmung der
biologischen Aktivitat impragnierter Moskitonetze vor und nach der Extraktion wurde
nachgewiesen, dass durch das verwendete Extraktionsverfahren die biologisch aktiven
Wirkstoffanteile quantitativ aus den Moskitonetzen entfernt werden.

Unter Verwendung der neu entwickelten Methode wurde im weiteren Verlauf der Arbeit zunéchst
die toxikologische Wirkung einzelner Wirkstoffe auf Moskitonetzen untersucht, die mit einem
neuen Polymercoatingverfahren impragniert waren. Als Versuchstier wurde in der Gberwiegenden
Zahl der Versuche die Gelbfiebermiicke Aedes aegypti verwendet. Einige Versuche wurden
darlberhinaus mit der Schildzecke Ixodes ricinus durchgeflinrt. Die Ergebnisse aus dieser
Versuchsserie zeigten unterschiedliche Wirkstarken der Einzelsubstanzen auf den imprégnierten

Moskitonetzen. Die Typ Il Pyrethroide Cyfluthrin und Deltamethrin zeigten die starkste
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Wirksamkeit gefolgt von dem Typ | Pyrethroid Permethrin und Etofenprox (Non-Ester Pyrethroid).
Uberraschenderweise wurde bei den Repellentien Diethyltoluamid und IR 3535 ebenfalls eine
insektizide Wirkung festgestellt. Zusatzlich zu dieser insektiziden Wirkung konnte eine akarizide
Wirkung der Repellentien gegen Ixodes ricinus gezeigt werden.

Im Anschluss an die Bestimmung der Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen der Einzelwirkstoffe
wurde die Wirksamkeit der Kombination von Repellent und Insektizid auf einem impragnierten
Moskitonetz untersucht. Die Ergebnisse zeigen flr diese Kombination eine signifikant starkere
Wirkung, als aus den Wirkstédrken der Einzelwirkstoffe anzunehmen gewesen wére, so dass von
einem synergistischen Effekt flr die Kombination von Repellent und Insektizid auszugehen ist.
Eine erhdhte Wirksamkeit des als Synergisten eingesetzten Piperonylbutoxids konnte in den
durchgefihrten Versuchen an nicht pyrethroidresistenten Stdmmen von Aedes aegypti nicht
festgestellt werden.

Mit Hilfe der Versuchsanordnung eines ,Arm-in-Cage Tests“ wurden die impréagnierten Netze
hinsichtlich eines Durchstichschutzes und somit einer unmittelbaren Protektion des Anwenders
gepruft. Hierbei wurde festgestellt, dass nur die Moskitonetze, die mit einem hohen Gehalt an
Repellentien impragniert waren, die Versuchstiere davon abhielten auf den Moskitonetzen zu
landen und zu stechen. Eine alleinige Impréagnierung mit einem Insektizid ist flr diesen
Durchstichschutz demnach nicht ausreichend.

Des Weiteren konnte konstatiert werden, dass bei der Anwendung des Polymercoatingverfahrens
fir die Impragnierung unterschiedlicher Fasermaterialien in jedem Einzelfall eine Betrachtung der
Bindungskapazitat des Netzmaterials erforderlich ist, da eine Impréagnierung unterschiedlicher
Materialien mit der gleichen Polymerlésung zu unterschiedlichen Gehalten an biologisch
verfigbaren Wirkstoffen flihrt.

Hinsichtlich der Waschresistenz von Moskitonetzen, die nach dem Polymercoatingverfahren
impragniert wurden, zeigte sich, dass bei allen untersuchten Wirkstoffen die Waschresistenz
mindestens vergleichbar mit der Waschresistenz kommerziell verfigbarer Moskitonetze war;
haufig war sogar eine erhdhte Waschresistenz zu verzeichnen.

Mit den im Rahmen dieser Arbeit durchgeflihrten Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass
die Wirksamkeit von impragnierten Moskitonetzen durch die Verwendung einer Kombinationen
aus Repellent und Insektizid signifikant verbessert werden kann und dass fir die Gewéhrleistung

eines Durchstichschutzes die Anwesenheit eines Repellents zwingend erforderlich ist.
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