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Kontrolle der Hausstaubmilbe,

Dermatophagoides farinae, durch

Wirkstoffe aus dem Samen des Neem-

baums, Azadirachta indica A. Juss.
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Zusammenfassung

Hintergrund: Neben Akariziden auf der Basis von
Benzylbenzoat, mit ihren teils kritisch beobachte-
ten Nebenwirkungen, sind frei verkaufliche Pro-
dukte auf der Basis von Neemdl (Margosadl) auf
dem Markt. Mit der vorliegenden Untersuchung
sollten die Wirksamkeit und Wirkungsweise von
sieben dieser Produkte gegen die Hausstaubmilbe
unter standardisierten Laborbedingungen uber-
pruft werden.

Methoden: Sechs auf Inhaltsstoffen des Neemsa-
mens basierende Produkte (Biomal, Gallina, Mil-
biol, Neemol, Spinnrad und TN-MP 100) wurden
in einem standardisierten Testverfahren auf ihre
Langzeitwirkung gegen die Hausstaubmilbe Der-
matophagoides farinae untersucht. Ferner wurde
das wirksamste Produkt Milbiol mit dem angeb-
lichen Neemakarizid Nimbasan und mit Benzyl-
benzoat als etabliertem Akarizid verglichen.
Ergebnisse: Alle Neempraparate zeigten keine
akarizide, also akut toxische Wirkung, wohl aber

Summary
Background: For house dust mite control most of
the presently used acaricides are based on benzyl
benzoate. These synthetics are under critical obser-
vation, however, due to some side effects. As an al-
ternative control method, formulations based on
neem (margosa) oil are available as over-the-coun-
ter (OTC) products. This study was undertaken
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in dem Uber 14 Wochen laufenden Langzeittest ei-
nen unterschiedlich stark ausgepragten entwick-
lungshemmenden Effekt. Nur Milbiol, gefolgt von
TN-MP 100, war in der Lage, die Milbenpopula-
tion wahrend der gesamten Versuchszeit von vier
bis flnf Generationen auf einem extrem niedrigen
Niveau zu halten. Die anderen vier handelstb-
lichen Neemprodukte verlangsamten das Milben-
wachstum mehr oder weniger stark. Das Neem-
produkt Nimbasan zeigte, ebenso wie Milbiol, im
Gegensatz zum Benzylbenzoat keine akarizide
Wirkung.

Schlussfolgerung: Nach diesen Ergebnissen ist von
den untersuchten Handelsprodukten Milbiol auf-
grund seiner andersartigen Wirkungsweise eine ech-
te und hochwirksame Alternative zu den etablierten
Akariziden fiir eine wirksame Kontrolle der Haus-
staubmilbe. Es wird nun Aufgabe einer plazebokon-
trollierten Kklinischen Studie sein, die Langzeitwir-
kung auf atopische Patienten zu klaren.

with seven products to elucidate their effectiveness
and mode of action against the house dust mite,
when tested under standardized laboratory con-
ditions.

Methods: Six marketable neem-based products
(Biomal, Gallina, Milbiol, Neemol, Spinnrad, and
TN-MP 100) were tested for their long-term ef-
fects on survival of the house dust mite under
standardized laboratory conditions. Glass dishes,
7 ¢cm in diameter, containing 0.25 g of a mixture
of mite-free house dust and protein, were incuba-
ted in a self-designed thermostat of 0.055 m3 vo-
lume under controlled conditions of light, air,
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temperature, and humidity. Each of the dishes was
inoculated with 200 mites collected from a rando-
mized culture and with 50 eggs. After 12 h prein-
cubation, the contents were evenly sprayed with
the test substance in a dose of 20 ml/m2. Each of
the products was tested in four to six replicates.
All dishes were controlled weekly for living mites.
The test was terminated after 14 weeks, and the
average number of surviving mites was recorded.
The most effective product, Milbiol, was also tes-
ted for its acaricidal effect in comparison with
Nimbasan, a recently marketed neem-based acari-
cide, and with benzyl benzoate, the chemical most
widely used to control house dust mite popula-
tions.

Results: Out of the tested products, only Milbiol,
followed by TN-MP 100, could effectively control
the mite population over a period of four to five

Einleitung
Allergene der Hausstaubmilben Dermatophagoides
farinae und D. pteronyssinus sind beim Menschen
eine der hdufigsten Ursachen fir allergische Sym-
ptome wie Asthma, allergische Rhinitis oder ato-
pische Dermatitis. Zwei immunologisch wichtige
Gruppen von Glykoproteinen, d1 und d2, finden
sich nicht nur im Korper, sondern vor allem auch
im Kot der Milben und nach dessen Austrocknen
und Zerfall zusammen mit Hausstaub in der
Atemluft. In den Industrieldndern geht man von
einer Prévalenz der atopischen Krankheiten von
15-20% aus, wobei mehr als die Halfte der Pa-
tienten unter einer Hausstaubmilbenallergie lei-
det. Die Hausstaubmilbe vermehrt sich bei einer
relativen Feuchtigkeit von > 65% und einer Tem-
peratur von > 25 °C. Damit erklart sich ihr mit bis
zu 80% hauptsachliches Vorkommen in regelma-
Big benutzten, also feuchtwarmen Matratzen und
in sonstigem Bettzeug sowie zu etwa 20% in Pols-
termobeln. Neben verschiedenen physikalischen
Methoden zur Reduzierung der Milbenpopula-
tion, wie Staubsaugen, Liften, Behandlung der
Textilien durch Waschen oder durch ein ,Enca-
sing“ der Matratzen mit einer feinporigen Plastik-
folie, interessiert hier die chemische Bekdmpfung
der Milben mit Akariziden. Hierzu werden vor al-
lem Préparate auf der Basis von Benzylbenzoat
verwendet, seltener Gerbsdure oder Salze der Bor-
saure, diese auch gelegentlich in Mischung mit-
einander. Zur ausfuhrlichen Darstellung der
Hausstaubmilbenallergie wird auf die Ubersich-
ten von Platts-Mills und Chapman [3] sowie
Schnyder et al. [8] verwiesen. Neben den fir die
Milben akut toxischen Akariziden, die im Fall des
Benzylbenzoats zu einer signifikanten Reduzie-

generations. The other four neem products could
more or less slow down growth and development
of the mite populations if compared with the con-
trol group, without keeping them below the star-
ting number, though. One of the neem products,
Nimbasan, is marketed as a biological acaricide.
Neither this product nor Milbiol, however, showed
any acaricidal effects if compared with benzyl ben-
zoate.

Conclusion: These laboratory tests together with
first field studies by Oetzel (1997) clearly prove
that Milbiol is highly effective in the long-term
control of the house dust mite. Due to its feeding
deterrence, its mode of action is completely diffe-
rent as compared with the acaricide benzyl benzo-
ate. Placebo-controlled clinical studies of atopic
patients should be conducted in order to clarify the
long-term effect on house dust mite allergy.

rung des Milbenbefalls fuhren [1], bietet sich ein
zweiter Weg an, welcher tber eine Verhaltensan-
derung der Milben zu deren allméhlichem Abster-
ben fuhrt. Inhaltsstoffe des Neembaums, Azadi-
rachta indica A. Juss., veradndern das Wachstum
und die Entwicklung von Insekten, ohne fiir den
Menschen schédlich zu sein [6, 7]. Vorversuche
mit einer Neemdlformulierung TN-MP 100 [2]
zeigten Uberraschenderweise, dass deren Inhalts-
stoffe nicht nur auf Insekten, sondern auch auf die
Hausstaubmilbe eine stark entwicklungshemmen-
de Wirkung ausuben.

Die vorliegende Untersuchung hatte zum
Ziel, den erwéhnten Vorversuch und damit auch
die Haltbarkeit der inzwischen funf Jahre gelager-
ten Formulierung TN-MP 100 abzusichern und
mit verschiedenen handelstiblichen Neemproduk-
ten in einem vier bis funf Milbengenerationen
Uberdeckenden Langzeitversuch unter standardi-
sierten Laborbedingungen zu prifen. Auflerdem
wurde ein kirzlich auf den Markt gebrachtes Pro-
dukt, welches Neeminhaltsstoffe enthélt und nach
Angabe des Herstellers akarizid wirken soll, im
Kurzzeitversuch mit dem etablierten Akarizid Ben-
zylbenzoat verglichen.

Material und Methoden
Milbenzucht

Es wurde eine Mischkultur aus drei Zuchtansétzen
von Dermatophagoides farinae verwendet. Die Mil-
ben wurden in SpezialgefaBen auf einem eiweil3-
und starkehaltigen Futter in einem Exsikkator bei
Raumtemperatur und bei 80% relativer Luftfeuch-
te 30 Tage lang angezogen. Aus diesem Ansatz
wurden Milben und Milbeneier in die Testproben
eingesetzt.
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Priifsystem

Tabelle 1
Das Priifverfahren wurde in
Anlehnung an die ISO- )
Richtlinien AFNOR NF | Prufsubstanz
G39-011 durchgefuhrt. In | !sopropylalkohol
selbst entwickelten Klima- | Biomal
schrianken von 0,055 m2 In-
halt mlt durchsmhtlgen callina
AulBenseiten wurde eine o
kontinuierlich auf- und ab- | Milbiol
fahrende  Luftfeuchtigkeit | Neemol
von 65-80% rF durch eine | spinnrad
Wassrige 60%ige Kgchsalzl(j- TN-MP 100
sung eingestellt. Die Tempe-

Anzahl der Proben

Priifsubstanzen im Langzeitversuch mit D. farinae

Substanz/Hersteller

6 Kontrolle

4 Konzentrierte Wirkstoffe
aus Neemdl/Vital 4 You
Neemdl/Gallina
Neemol/Hexal
Neemdl/HNK-Neubauer
Neemdl/Spinnrad

o A O b

Neemol/ProMelia

100

Keine Angabe

0,9
0,9
10
0,9
0,9

Konzentration (%)

ratur wurde mithilfe einer
Metallflaichenheizung auf 24 °C gehalten. Die
Konstanz dieser Bedingungen wurde durch Luft-
umwalzung und Uber Sensoren kontrolliert, wel-
che rechnergesteuert UberschieBende Feuchtig-
keits- und Temperaturwerte durch Zufuhr von
Frischluft regulierten. Die Konstanz von Tempe-
ratur und Feuchtigkeit wurde wéhrend der gesam-
ten Versuchszeit registriert.

Es wurden gléserne Petrischalen mit 7 cm
Durchmesser und einem speziellen Deckel aus
Leichtmetall verwendet, der, mit einem Gummi-
dichtungsring versehen, die Glasschale luftdicht
abschliel3t. Zur Beluftung der Proben besitzt der
Deckel in der Mitte eine runde Offnung von 3 cm
Durchmesser, die mit einer Liftungsmembran aus
Polytetrafluorethylen (PTFE) verschlossen ist. Als
Substrat fur die Milben wurde eine Mischung aus
milbenfreiem Hausstaub und ca. 0,25 g Futter pro
Schale zugesetzt. In die Schalen wurden jeweils
etwa 200 Milben und 50 Eier eingebracht. Maxi-
mal 18 Proben wurden pro Klimaschrank einge-
stellt.

Die verschiedenen Prifsubstanzen (Tab. 1)
wurden in die vorbereiteten, mit Futter und Mil-
ben 12 h lang vorinkubierten Gefél3e in einer
Menge von jeweils 20 ml/m? moglichst gleichma-
Rig eingespriht. Von jeder Probe wurden vier bis
sechs Schalen, von der Isopropylalkohol-Kontrol-
le ebenfalls sechs Schalen angesetzt. Dann wurde
zur Kontrolle der Kot- und Allergenproduktion
im Deckel jeder Schale eine runde Haftscheibe
aus Kunststoff (Dicke 0,01 mm, Durchmesser
3 ¢cm) mithilfe eines Klebestreifens so angeklebt,
dass sie den Boden beriihrte und die Milben dar-
Uber laufen konnten. Nach Verdampfen des Alko-
hols wurden die Versuchsgefdl3e in den Klima-
schrank gestellt und wdchentlich auf Mortalitat
sowie Anderung des Verhaltens der Milben ge-
pruft.

Nach 14 Wochen wurde der Versuch beendet.
Die Léange der Versuchsdauer erlaubte auch eine
Aussage uber die Wirkung der Prufsubstanzen auf
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die Fertilitat der Eier. Bei den wochentlichen Kon-
trollen wurde in keinem Fall festgestellt, dass alle
Versuchstiere gestorben waren. Bei Versuchsende
wurden die lebenden Milben Uber ein kamerage-
stitztes System interpoliert ausgez&hlt und der Be-
lag auf den Haftscheiben nach dem optischen Ein-
druck protokolliert.

Neben diesen Untersuchungen zur bioziden,
also die Entwicklung der Milben stérenden Wir-
kung des Neemdls wurden zur Priifung eines aka-
riziden, also die Milben abt6tenden Effekts folgen-
de Proben untersucht: Ethyl- und Isopropylalko-
hol als Kontrollen, Benzylbenzoat (1,5% in Iso-
propylalkohol), Nimbasan (ASS) mit 0,3% Neem-
samenkernextrakt in Ethylalkohol und Milbiol
(Hexal). Die Versuchsanordnung entsprach der fiir
den Langzeitversuch beschriebenen und der Ver-
such wurde nach 60 h beendet.
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Abbildung 1. Anzahl lebender Milben im Langzeitversuch 6o Tage nach

Versuchsbeginn
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Abbildung 2. Ablagerung von Milbenkot auf Klebefolie. Gezeigt ist ein

Ausschnitt der mit mehr oder weniger Milbenkot (hellgraue Fldche)
bedeckten Folie am Beispiel von Milbiol (stark wachstumshemmend),
Neemol und Biomal (beide schwach wachstumshemmend).
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Ergebnisse

Langzeitversuch mit Neempraparaten
Abbildung 1 zeigt die Ergebnisse des Langzeitver-
suchs mit insgesamt sechs handelstiblichen Neem-
préaparaten und den Vergleich mit Isopropylalkohol
als Kontrolle. Bei einer Anfangsmenge von 200 Mil-
ben und 50 Eiern pro Versuchsgefal? war die Popu-
lation in der Kontrolle mit einem Durchschnitt aus
sechs Proben von 3.550 lebenden Milben auf das
etwa 15fache angestiegen. Einen gewissen Einfluss
auf die Vermehrung zeigten die beiden Neemolfor-
mulierungen Biomal und Neemol, auch wenn die-
ser mit etwa 2.200 lebenden Milben gegentiber der
Kontrolle nur gering war. Deutlich stirker wirkten
die beiden Neemdle von Gallina und Spinnrad mit
etwa 550 lebenden Milben, also etwa einem Siebtel
der Kontrollgruppe, aber noch immer mit dem
Doppelten der Anfangsmenge. Von einer bioziden
Wirkung kann man nur bei den beiden Neemdlfor-

Isopropyl-
alkohol

Ethyl- Milbiol
alkohol

Nimbasan Benzyl-

benzoat

Abbildung 3. Priifung auf eine akarizide Wirkung von Milbiol und

Nimbasan im Vergleich mit Benzylbenzoat. Gezeigt ist die Milben-

sterblichkeit in Prozent der Anfangsmenge.

mulierungen TN-MP 100 und, noch deutlicher,
Milbiol sprechen. Bei Letzterem lag in den sechs
Versuchsproben die Milbenzahl zwischen ein und
30 sowie in einem einzigen Fall bei 69.

Die auf der Innenseite der Deckel angebrach-
ten Klebefolien waren mit dem Kot und damit
auch mit dem Allergen der dartiber gelaufenen
Milben bedeckt (Abb. 2). Bei der Kontrollgruppe
hatten alle Folien einen dichten Belag, wéhrend
bei Milbiol fast kein Belag zu sehen war. Die Belé-
ge auf den einzelnen Klebefolien folgten alle dem
Effekt, wie er sich bei Versuchsende an der Zahl
der lebenden Milben zeigte. Damit war eine zu-
mindest semiquantitative Abschatzung der Wir-
kung bereits im laufenden Versuch méglich.

Haben Neeminhaltsstoffe akarizide

Wirkung?
Das angebliche Akarizid Nimbasan ist in Ethylal-
kohol geldst. Als Kontrolle wurde deshalb dieses
Lasungsmittel getestet. Von jeder Probe wurden
drei Schalen angesetzt und der Versuch wurde Uiber
eine Dauer von 60 h verfolgt. Das Ergebnis ist in
Abbildung 3 zusammengefasst und belegt die klar
akarizide Wirkung des Benzylbenzoats. Diese zeig-
te sich nach einer kurzen repellierenden Phase in
zwei Schalen bereits innerhalb der ersten 7 h in ei-
ner 100%igen und in der dritten mit einer
90%igen Mortalitét. Die anderen vier Substanzen,
Ethyl- und Isopropylalkohol, Milbiol und Nimba-
san, zeigten wahrend eines Zeitraums von 60 h
praktisch keine akarizide Wirkung. Ein Vergleich
mit der reinen Alkoholbehandlung ergab nur eine
geringe Milben abtétende Wirkung (Abb. 3).

Diskussion

Die Untersuchung zeigt, dass im Neemdl (syn-
onym Margosadl) Stoffe enthalten sind, welche ge-
gen die Hausstaubmilbe D. farinae eine deutliche
Wirkung entfalten. Sie haben keinen akariziden,
also die Milben abtdtenden Effekt, sondern beein-
flussen offensichtlich deren Vermehrung. Das Er-
gebnis der Studie sagt aber nichts tber den Wir-
kungsmechanismus dieser Stoffe aus. Deshalb I&sst
sich auch nicht zwischen einer Wirkung auf adulte
Milben bzw. deren Nymphenstadien und einer
Wirkung auf die Eier unterscheiden. Ein Vergleich
der verschiedenen untersuchten Produkte zeigt fer-
ner grof3e Unterschiede in der Wirkung der einge-
setzten Neemdlformulierungen. Von den unter-
suchten Produkten sind nur das TN-MP 100, vor
allem aber das Milbiol als dessen Weiterentwick-
lung mit seiner extrem starken Wirkung von prak-
tischem Interesse. Hier ist bemerkenswert, dass be-
reits zu Beginn der Versuche die Milben eine deut-
liche Fluchtreaktion zeigten und die Futteraufnah-
me verweigerten. Dies konnte der Schlussel dazu
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sein, weshalb das Produkt bei der Ublichen An-
wendungskonzentration von 0,9 ml/m? bereits ei-
nen solch starken Effekt aufweist. Natirlich spie-
len bei der Wirkung sowohl die Qualitat des ange-
wandten Neemdls als auch die Formulierung des
Produkts eine wichtige Rolle. So wird zur Herstel-
lung der beiden hochwirksamen Neemprodukte
ein Neemdl verwendet, welches durch Extraktion
des Samens mit Uberkritischem Kohlendioxid ge-
wonnen wird [4]. Ein Vergleich mit dem 5 Jahre
alten TN-MP 100 mit seiner durchaus noch be-
achtlichen Aktivitat zeigt auch die Bestandigkeit
der Antimilbenwirkung uber Jahre hinweg.

Das vom Hersteller als Akarizid bezeichnete
Nimbasan hat diesbeztglich keine Wirkung. Inter-
essant ist dabei, dass dieses Produkt das bei Insekten
hochwirksame Azadirachtin in hoch angereicherter
Dosis enthalt [5]. Man kann deshalb vermuten,
dass bei Spinnentieren, wie hier im Fall von D. fa-
rinae, Azadirachtin zwar eine synergistische, aber
keine entscheidende Wirkung hat. Wéhrend die
Gruppe der Azadirachtine bei den meisten Insekten
bereits im ppm-Bereich abschreckend wirkt und
deren Metamorphose und Fortpflanzung hemmit,
ist dies bei der untersuchten Milbe trotz der hohen
Dosis nicht der Fall. Detailliertere Studien werden
zeigen, ob die Azadirachtine (iberhaupt eine und,
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auf atopische Patienten zu klaren.
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