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Einleitung

1 Einleitung

Infestationen mit dem hdmatophagen Ektoparasiten Cimex lectularius werden neben dem Ein-
satz von Wéarme- und Kalteverfahren vor allem mit Insektiziden bekampft. Eine Bekdmpfung
ist aufgrund der versteckten Lebensweise der Tiere sehr schwierig und dadurch oft langwierig
und teuer. Zudem wurden durch die Biozid-Verordnung (BPR, EU Nr. 528/2012) in den letz-
ten Jahren einige Wirkstoffe (Organochlorverbindungen, Organophosphate) und damit auch
Produkte, die diese Wirkstoffe enthalten, vom Markt genommen, da sie aufgrund ihrer intrin-
sischen Eigenschaften eine Gefahr fiir Menschen, Tiere und Umwelt darstellen (persistent,
bioakkumulierend, giftig). Im Rahmen der Biozidzulassung wurden bis zum jetzigen Zeit-
punkt (Frahjahr 2015) lediglich drei insektizide Wirkstoffe (aus den Wirkstoffgruppen Py-
rethroide, Carbamate und Pyrrole) in Produkten zur Bettwanzenbekampfung in Europa zuge-
lassen. Ungeachtet dessen, dass sowohl in der Zulassung befindliche Produkte als auch Pro-
dukte mit Wirkstoffen die momentan von der EU im Wirkstoffzulassungsverfahren sind, legal
erworben und verwendet werden koénnen, ist die Auswahl an derzeit verfligbaren Produkten
zur Bettwanzenbekampfung gering. Die meisten der verfugbaren Produkte enthalten die
Wirkstoffe der Klasse der Pyrethroide, die eine relativ geringe Toxizitat fur Sduger und Vogel
sowie eine relativ geringe Umweltpersistenz aufweisen und in der EU zugelassen wurden.
Aufgrund einer schnellen Paralyse der Zielorganismen durch Pyrethroide und vergleichsweise
geringen Anschaffungskosten werden sie weltweit bevorzugt eingesetzt und auch bei Bett-
wanzenbekdmpfungen hauptsachlich verwendet (DANG et al. 2014a; DANG et al. 2014b;
DAVIES et al. 2012; DONG et al. 2014; HARDSTONE et al. 2014; KILPINEN et al. 2011;
SEONG et al. 2010). Seit einigen Jahren mehren sich weltweit die Berichte, dass Bettwanzen
Resistenzen gegen Pyrethroide entwickelt haben (ADELMAN et al. 2011; BOASE 2008;
BUSVINE 1958; DANG et al. 2014b; DAVIES et al. 2012; KILPINEN et al. 2008;
KILPINEN et al. 2011; LILLY et al. 2009; MAMIDALA et al. 2011a; ROMERO et al. 2007,
SEONG et al. 2010; TAWATSIN et al. 2011; YOON et al. 2008; ZHU et al. 2010b). Auch in
Deutschland berichten Schadlingsbekdmpfer ber Probleme bei der Bettwanzenbekampfung
unter der Verwendung von Pyrethroiden. Allerdings liegen aus Deutschland derzeit keine
wissenschaftlichen Daten zum Auftreten von Wirkstoffresistenzen bei Bettwanzen und den

zugrunde liegenden Mechanismen vor.



Einleitung

1.1 Die Biologie der Bettwanze Cimex lectularius

Die Bettwanze C. lectularius L. (Hemiptera: Cimicidae) ist ein obligatorisch hdmatophager,
temporarer Ektoparasit, welcher ganzjahrig und weltweit auftritt (PINTO et al. 2007). Haupt-
wirte sind Menschen, aber auch Fledermause, Végel und manchmal Haustiere kdnnen parasi-
tiert werden (JOHNSON 1941; LUCIUS und LOOS-FRANK 2008; REINHARDT und
SIVA-JOTHY 2007). Bettwanzen kdnnen unter geeigneten Bedingungen und je nach Stadium
mehr als sechs Monate lang ohne Nahrung auskommen, eine Eiproduktion und damit auch
eine Vermehrung sind in dieser Zeit jedoch nicht moglich (HARLAN 2006; KEMPER 1930;
POLANCO et al. 2011c).
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Abb. 1: Habitus von Cimex lectularius. A Dorsalansicht von einem Mannchen (links) und einem Weibchen
(rechts); Die Skala gibt mm an; B Aufbewahrung von C. lectularius: Petrischale mit Exuvien (hellbraun) und
adulten Tieren (dunkelbraun) auf zwei Rundfiltern, die mit abgesetzten Kottropfen (schwarz) der Tiere bedeckt
sind.

Die Imagines haben eine rotlich-braune, durchsichtige Kutikula, die mit einer Vielzahl von
Borsten bedeckt ist. Die Tiere sind breit-oval und dorsoventral abgeflacht. Die Korperlange
der rundlicher geformten Weibchen schwankt zwischen 4,5 mm - 8,5 mm und bei den schma-
leren, spitz zulaufenden Ménnchen zwischen 4 mm - 6,5 mm (JOHNSON 1941; LUCIUS und
LOOS-FRANK 2008; REINHARDT und SIVA-JOTHY 2007) (Abb. 1). An ihrem schmalen
Kopf tragen Bettwanzen seitlich stark hervorstehende, rote Augen, ein Paar schlanke, vier-
gliedrige Antennen und einen Stechriissel, der in Ruhelage ventral eingeklappt ist. Der Kopf
sitzt in der konkaven Einbuchtung des Thorax, welcher nur noch verkimmerte Vorderfligel
tragt, Hinterfltigel fehlen ganz. Das Abdomen ist mit breiten Tergiten und Sterniten besetzt.
Im ersten bis vierten Sternit und auf der Ventralseite befindet sich die Hungerfalte, ein
schwach sklerotisierter Teil, der bei der Blutaufnahme eine Kérperdehnung zulésst (LUCIUS
und LOOS-FRANK 2008).



Einleitung

Die Befruchtung der Weibchen erfolgt extragenital durch die sogenannte traumatische Inse-
mination. Dabei penetriert das Mannchen mit seinem stachelartigen Aedeagus die Kutikula
des Weibchens an einer dafir vorgesehenen ventralen Einbuchtung, der Ektospermalege. Das
Sperma wird in die darunter befindliche Spermalege, eine Art Zellkissen, injiziert und dort bis
zur Befruchtung der Eizellen gespeichert. Das Sperma des VVorgangers wieder zu entfernen ist
fir ein anderes Méannchen dadurch unmdglich (BENOIT et al. 2012; REINHARDT und
SIVA-JOTHY 2007). Fur weibliche Bettwanzen birgt diese Fortpflanzungsart keine offen-
sichtlichen Vorteile, da ihre Lebensspanne drastisch reduziert werden kann, und zu h&ufige
Kopulationen nachweislich zu einer verminderten Eiablage fuhren (POLANCO et al. 2011a;
SIVA-JOTHY 2006; STUTT und SIVA-JOTHY 2001). Es gibt Theorien, nach denen Weib-
chen Sperma zur Nahrungserganzung verwenden oder ihr favorisiertes Mannchen auswahlen,
indem sie unerwiinschtes Sperma von einem anderen Mé&nnchen durch Phagozytose entfernen
(REINHARDT und SIVA-JOTHY 2007). Bei einer durchschnittlichen Lebenserwartung von
sechs Monaten und einer Eiablagerate von flnf bis sieben Eiern pro Woche, legt ein Weib-
chen unter geeigneten Bedingungen im Laufe ihres Lebens 150-200 Eier ab (POLANCO et al.
2011a). Diese sind milchig-weil, langlich, leicht gebogen und werden auf ein Substrat direkt
im Versteck oder dessen Néhe geklebt (PINTO et al. 2007). Jedes der insgesamt flinf Juve-
nilstadien muss jeweils einmal eine Hautung induzierende Menge Blut saugen, um sich wei-
terzuentwickeln (KEMPER 1931; REINHARDT und SIVA-JOTHY 2007). Da Bettwanzen
hemimetabole Insekten sind, unterscheiden sich die Juvenilen von den Adulten nur durch ihre
GroRe, die hellere, meist gelbliche Farbung und durch das Fehlen von Flugelansatzen
(LUCIUS und LOOS-FRANK 2008).

Die verschiedenen Bettwanzenstadien leben zum Schutz vor dem Austrocknen und zur er-
leichterten Partnersuche aggregiert in Verstecken (MARX 1955; SILJANDER et al. 2008).
Dort findet man auch die Eier und Exuvien der Tiere. Vor allem das Versteck selbst, aber
auch dessen Eingang sind mit Kotspuren ibersat. Wanzen verstecken sich in jeglichen Ritzen,
hinter losen Tapeten, Bildern, FuBleisten, Steckdosen und Mdébeln, unter Teppichen, zwischen

Buchseiten und CDs, etc. oder direkt im Bettgestell.

Adulte Bettwanzen koénnen aus ihrer metathorakalen Wehrdriise und Nymphen aus drei ab-
dominalen Wehrdriisen ein hauptsachlich aus Aldehyden bestehendes Alarmpheromon abge-

ben. Der wanzentypische, fur einige Menschen intensive und unangenehme Duft sorgt fir
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eine fluchtartige Zerstreuung der aggregierten Wanzen (EOM et al. 2012; HARRACA et al.
2010; LEVINSON et al. 1974; REINHARDT und SIVA-JOTHY 2007).

Ihren Wirt finden Bettwanzen wie andere hdmatophage Insekten auch (LEHANE 2005) vor
allem uber Chemo- und Thermorezeption. Reizquellen sind Korperwdarme (ANDERSON et
al. 2009; SINGH et al. 2012), CO, als Anteil der Ausatemluft und verschiedene Infochemika-
lien wie Wirtskairomone und Pheromone (AAK et al. 2014; ANDERSON et al. 2009;
HARRACA et al. 2012; SILJANDER et al. 2008; SILJANDER 2006; SINGH et al. 2012;
SINGH et al. 2013; SUCHY und LEWIS 2011; WANG et al. 2009; WEEKS et al. 2011).
Nicht vollstandig gekléart ist, iber welche Entfernung Bettwanzen ihren Wirt wahrnehmen
kénnen. In verschiedenen Publikationen variieren die Angaben dazu zwischen 4 cmund 1,5 m
(PINTO et al. 2007). Eigene vorangegangene Versuche haben gezeigt (Wahlversuch s. 2.2.4),
dass Bettwanzen eine Reizquelle wie CO, in Kombination mit simulierter Kérperwarme uber
eine Entfernung von mindestens 40 cm wahrnehmen kénnen und ihr Versteck verlassen, um

diese aufzusuchen.

1.2 Medizinische Bedeutung von C. lectularius

Nach dem Blutsaugen entstehen bei den meisten Menschen friiher oder spéter an der Stich-
stelle kleine Quaddeln. Einige Menschen hingegen zeigen gar keine oder erst nach wiederhol-
ter Exposition Stichreaktionen. Bettwanzenstiche unterscheiden sich hdufig von anderen In-
sektenstichen durch mehrere Stiche an einer Stelle oder in einer Reihe (DOGGETT et al.
2012; GODDARD und DESHAZO 2009; LIEBOLD et al. 2003; PINTO et al. 2007). Zwei
maogliche Griinde fur diese Stichbilder werden derzeit noch kontrovers diskutiert: 1. Bettwan-
zen reagieren sehr sensitiv auf Bewegungen des Wirts und ziehen dadurch ihren Stechrissel
héaufig heraus und stechen anschlielend ein paar Zentimeter daneben zum Weitersaugen er-
neut. 2. Mehrere Bettwanzen saugen nebeneinander an einer Stelle Blut, wo der menschliche
Korper z. B. auf einer Matratze aufliegt, wodurch eine charakteristische Reihe von Stichen
erkennbar wird (DOGGETT et al. 2012). Neben den tiblichen Quaddeln kénnen Bettwanzen-
stiche komplexere Hautreaktionen ausldsen. Bei einigen Patienten treten juckende Knétchen,
blasiger Hautausschlag oder flachige Rotungen mit zum Teil starken Schwellungen auf
(Abb. 2). Durch starken Juckreiz mit Kratzen kann es zu Folgeinfektionen und entziindlichen
Ekzemen kommen, wodurch die Heilung verzdgert wird (DOGGETT et al. 2012; GODDARD
und DESHAZO 2009; LIEBOLD et al. 2003). Obwohl C. lectularius experimentell mit Gber

40 humanpathogenen Krankheitserregern infiziert werden kann, konnte der Bettwanze eine
4
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Ubertragerfunktion als natiirlicher Vektor bisher nicht nachgewiesen werden (DAVIS et al.
2009; DOGGETT et al. 2012; GODDARD und DESHAZO 2009; KOLB et al. 2009;
REINHARDT und SIVA-JOTHY 2007). Neben den negativen Auswirkungen auf die physi-
sche Gesundheit haben Bettwanzeninfestationen hdufig einen negativen Einfluss auf die Psy-
che und flihren bei betroffenen Personen zu Schlaflosigkeit bis hin zu Angstzustanden
(DOGGETT et al. 2012; POTTER 2010).

Abb. 2: Hautreaktionen nach dem Stich von Cimex lectularius. A C. lectularius Mannchen bei der Blutaufnah-
me am Unterarm. B-F Verschiedene Hautreaktionen 7-10 Tage nach dem Stich. Personen ohne Stichreaktionen
sind nicht dargestellt. Eine Person zeigte nach mehrmaligem Stechen in einem Zeitraum von einem Jahr zu-
néchst keine Stichreaktionen. Weiteres Stechen ergab eine schwache Reaktion mit kleinen Pusteln (B) und ein
erneutes Stechen mehrere Monate spéter eine groR3flachige Reaktion (C). Bilder: Umweltbundesamt.

1.3 Grunde fur das massive Wiederauftreten von C. lectularius

Bettwanzen parasitieren den Menschen bereits seit hunderten von Jahren. Nach Ende des
zweiten Weltkriegs wurden kaum noch Félle von Bettwanzenbefall in Industrienationen wie

Deutschland bekannt. Infestationen beschrénkten sich Gberwiegend auf Entwicklungslénder.
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Mdogliche Ursachen flr diesen Riickgang waren zum einen das in den 30er Jahren entwickelte
Bewusstsein flr das Problem von Bettwanzeninfestationen und deren Bekampfung durch das
Ausrduchern von Hausern und Wohnungen mit Schwefeldioxid und Cyanwasserstoff. Zum
anderen war der ab 1945 erhebliche Einsatz von damals neuartigen, synthetischen Insektizi-
den wie z.B. Dichlordiphenyltrichlorethan (DDT) mit langer Residualwirkung dafur verant-
wortlich. (BOASE 2008; BUSVINE 1964; HARLAN 2006; MASETTI und BRUSCHI 2007;
TER POORTEN und PROSE 2005; WANG und COOPER 2011).

Nach jahrzehntelanger Abwesenheit in den Industrielandern sind in den letzten 20 Jahren die
Befallsraten von Bettwanzen in Hausern, Wohnungen und 6ffentlichen Einrichtungen zum
Teil wieder sehr stark gestiegen (HARLAN 2006; LEE et al. 2008; MASETTI und BRUSCHI
2007; TER POORTEN und PROSE 2005). Als Ursachen werden die Globalisierung mit der
vermehrten Reisetétigkeit der Menschen (DAVIS et al. 2009; KOLB et al. 2009), der nationa-
le und internationale Handel mit Gebrauchtwaren und Verbote von einigen Wirkstoffen
(ESKENAZI et al. 2009) diskutiert. Als Hauptgrund fir die aktuelle Situation wird die Ent-
stehung von Resistenzen gegen die zurzeit auf dem Markt befindlichen Wirkstoffe, vor allem
gegen Pyrethroide genannt (DAVIES et al. 2012; ESKENAZI et al. 2009; MAMIDALA et al.
2011a; MAMIDALA et al. 2012; PINTO et al. 2007; ROMERO et al. 2007; SEONG et al.
2010; YOON et al. 2008; ZHU et al. 2010a; ZHU et al. 2010b).

1.4 Insektizide Wirkstoffklassen zur Bettwanzenbekdmpfung

Insektizide sind Formulierungen, bestehend aus aktiven Wirkstoffen und verschiedenen iner-
ten Inhaltsstoffen, die in der Kombination ein effektives und gleichzeitig im Gebrauch siche-
res Produkt ergeben sollen (YU 2008). Die am haufigsten verwendeten Formulierungen der
Insektizide, die gegen Bettwanzen eingesetzt werden, sind Puder und Konzentrate, die mit
Leitungswasser gemischt als Spritzmittel eingesetzt werden. Die Aufnahme der Wirkstoffe
erfolgt bei den Bettwanzen durch Beruhrung (Kontaktgifte). Hierbei dringen die Insektizide
uber die Ateméffnungen oder Gelenke in die Bettwanze ein und werden in der H&molymphe
gelost (YU 2008).

Eine Klassifizierung der Wirkstoffe erfolgt aufgrund ihrer chemischen Struktur. Die Wirkme-
chanismen der einzelnen Wirkstoffgruppen kénnen sehr unterschiedlich sein, allerdings kén-
nen auch verschiedene Gruppen den gleichen Wirkmechanismus und -ort haben. Verfugbare

Wirkstoffe zur Bekampfung von Bettwanzen interagieren vor allem mit deren Nervensystem.
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Eine Ausnahme bildet Chlorfenapyr aus der Gruppe der Pyrrole, das erst durch die oxidative
Entfernung der N-Ethoxymethylgruppe durch Cytochrom P450 Monooxygenasen zu einem
aktiven Insektizid wird. Die oxidative Phosphorylierung wird entkoppelt und die Synthese
von ATP (Adenosintriphosphat) innerhalb der Atmungskette bleibt aus, wodurch der Zelltod
und infolgedessen auch der Tod der Bettwanze eintreten (ROMERO et al. 2009; YU 2008).

Carbamate sind Esther der Carbamidsauren und beeinflussen die synaptische Transmission
zwischen zwei Nervenzellen. Acetylcholin (ACh) dient dabei als Transmitter zwischen den
Synapsen des zentralen Nervensystems und wird nach erfolgter Reizibermittlung durch das
Enzym Acetylcholinesterase (AChE) abgebaut. Carbamate inhibieren die AChE irreversibel,
wodurch sich ACh im synaptischen Spalt sammelt und es zu einer andauernden Reizung der
Postsynapse kommt. Bei den Bettwanzen kommt es zunéchst zu einer Hyperaktivitat, gefolgt
von Zittern und Krampfen und letztendlich zur L&hmung und dem Tod (YU 2008).

Pyrethroide sind synthetische Analoga der natiirlich vorkommenden Pyrethrine, Hauptwirk-
stoffe des Pyrethrum, einem insektiziden Wirkstoff welcher von verschiedenen
Chrysanthemenarten gebildet wird (YU 2008). Dabei handelt es sich um sehr wirksame
lipophile Insektizide, die vor allem als Kontaktgifte angewendet werden und ebenso wie DDT
mit den spannungsabhéngigen Natriumkanalen der Nervenzellen interagieren (DONG et al.
2014; NARAHASHI 1992, 1996; SODERLUND 2012; VIJVERBERG und VAN DEN
BERCKEN 1990; VIJVERBERG und VAN DEN BERCKEN 1982). Die Anderung der Leit-
fahigkeit von spannungsabhdngigen Natriumkanélen und Kaliumkandlen in den Axonen der
Nervenzellen ist entscheidend fur die Reizilibertragung innerhalb einer Zelle (CATTERALL
2000). Wéhrend des Ruhemembranpotentials sind beide Kanale Uber ein sogenanntes Aktivie-
rungstor geschlossen. Dabei sind die Konzentration der Natriumionen (Na*) auBerhalb der
Zelle und die der Kaliumionen (K*) im Zellinneren hoher. Erreicht das Membranpotenzial
durch einen Reiz das Schwellenpotenzial am Axonhugel, werden zuerst die Natriumkanéle
aktiviert (MOYES und SCHULTE 2010). Das Hauptstrukturelement dieser Kanale bildet eine
grolle a-Untereinheit (~260 kDa) welche mit vier enthaltenen homologen Doménen (I-1V) in
pseudotetramerer Anordnung die lonenpore formt. Jede dieser Doménen enthalt sechs hydro-
phobe transmembran-Helices und verschiedene weitere hydrophobe Segmente zur Formation
und Funktion der lonenpore. Dabei agieren die Helices eins bis vier als spannungsabhéngige
Module, wobei Helix vier nach erfolgter Depolarisation der Membran die Aktivierung des
Kanals auslost. Die Helices funf und sechs formen hingegen die Pore eines Na*-Kanals. Die
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Peptidschleife zwischen diesen Helices ist fiir die lonenselektivitat zustandig (CATTERALL
2003; GOLDIN 2003; NARAHASHI 1992).

Durch das Schwellenpotenzial werden mittels einer Konformationsédnderung die
Aktivierungstore der Kanale ge6ffnet, und Na'-lonen kénnen in das Axon hineinstrémen,
wodurch die Zelle depolarisiert wird. Nach etwa einer Millisekunde erreicht das
Membranpotenzial ein Gleichgewichtspotential fiir Na*, und die Na'-Kanile werden wieder
geschlossen. Dies geschieht durch das im Zytoplasma liegende Inaktivierungstor, das sich wie
ein ,,Korken in den Kanal setzt und verschlieRt. Gleichzeitig 6ffnen sich die Aktivierungstore
der spannungsabhangigen Kaliumkanale und K*-lonen stromen aus der Zelle heraus. Im Ge-
gensatz zu den Natriumkanalen bestehen Kaliumkanéle aus einer Doméne mit vier einzelnen
Untereinheiten, wovon jede mit einer Doméne der a-Untereinheit des Natriumkanals korres-
pondiert. Wihrend dieser Phase der Repolarisation des Membranpotenzials kehren die Na'-
Kanéle in ihre Ausgangskonformation mit geschlossenen Aktivierungstor und gedffnetem
Inaktivierungstor zuriick. Nach der Repolarisation schlieRen auch die Aktivierungstore (K*-
Kanale haben nur ein Tor) der K*-Kanéle wieder, und die Zelle kehrt zum Ruhepotential zu-
rick (DONG et al. 2014; MOYES und SCHULTE 2010; NARAHASHI 1992, 1996;
SODERLUND 2012; VIJVERBERG und VAN DEN BERCKEN 1990; VIJVERBERG und
VAN DEN BERCKEN 1982; YU 2008).

Aufgrund ihrer lipophilen Eigenschaften wird vermutet, dass Pyrethroide, Pyrethrum und
DDT in der Lipidschicht der Nervenmembranen an den Transmembranbereich der span-
nungsabhangigen Na'-Kanale binden (DONG et al. 2014; NARAHASHI 1996; YU 2008).
Die genauen Rezeptorstellen dieser Wirkstoffe an den Na'-Kanlen sind bis heute nicht génz-
lich gekléart. Es gibt allerdings Hinweise auf zwei Bindungsstellen, mit denen Pyrethroide an
multiplen Positionen mit den Helices der vier Doméanen von ge6ffneten Na'-Kanalen sowie
uber deren Peptidverbindungen in Kontakt stehen (DONG et al. 2014). Dadurch wird das
Schliellen der Aktivierungstore wahrend der Repolarisationsphase verhindert, was zu einem
stetigen Na'-Strom in das Zellinnere fiinrt. Dieser wird durch das SchlieBen der
Inaktivierungstore zwar kurz gestoppt, aber nach der Ruckkehr in ihre offene
Ausgangskonformation wird der nur langsam abklingende Einwértsstrom von Na* bis zum
SchlieBen der Aktivierungstore fortgesetzt. Die Konsequenz dieses sogenannten Schwanz-
stroms ist ein auf das Aktionspotenzial folgendes depolarisierendes Nachpotenzial. Diese
grundlegende Interaktion und Modifikation der a-Untereinheiten der spannungsabhangigen

8



Einleitung

Na'-Kanale ist fiir alle Pyrethroide gleich. Allerdings ist die Abklingzeit des Schwanzstroms
fiir Pyrethroide mit einer zusatzlichen Cyanogruppe aus Kohlenstoff und dreifach gebunde-
nem Stickstoff (Typ Il, Bsp. Deltamethrin) mit bis zu einer Sekunde deutlich langer als fir
Pyrethroide ohne Cyanogruppe (Typ I; Permethrin) oder DDT mit bis zu 10 ms. Aufgrund
dieses unterschiedlichen physiologischen Effekts haben Typ | und Il Pyrethroide auf Orga-
nismen eine unterschiedliche Wirkung. Typ | Pyrethroide bewirken ein repetitives Feuern in
sensorischen Neuronen. Die Symptome von Insekten sind neuronale Ubererregbarkeit,
Krampfe und Muskelzuckungen, bis hin zur Erschépfung und dem Tod. Typ Il Pyrethroide
bewirken hingegen kein repetitives Feuern, sondern eine durch die langere Abklingzeit des
Schwanzstroms bedingte schrittweise Depolarisation der Nervenmembran. Die Amplitude des
Aktionspotenzials wird reduziert, was in Abhangigkeit von der Frequenz des Stimulus zu ei-
ner Suppression des Aktionspotentials bis hin zum Verlust der elektrischen Erregbarkeit fuh-
ren kann. Pyrethroide des Typs Il verursachen deshalb eine Stérung der Bewegungskoordina-
tion und Haltungsinnervation was wiederum zur totalen Erschdpfung und letztendlich zum
Tod fihrt. Die beschriebenen Intoxikationserscheinungen treten nach adaquat erfolgter Be-
handlung mit Pyrethroiden auch bei Bettwanzen bereits nach kurzer Zeit auf, man spricht vom
sogenannten Knockdown-Effekt (DONG et al. 2014; LASKOWSKI 2002; NARAHASHI
1992, 1996; SODERLUND 2012; VIUVERBERG und VAN DEN BERCKEN 1990;
VIJVERBERG und VAN DEN BERCKEN 1982; YU 2008).

1.5 Insektizid-Resistenzen bei C. lectularius

In den letzten Jahrzehnten wurden in diversen Insektenarten verschiedene Mechanismen de-
tektiert, die einzeln oder in Kombination auftreten kdnnen und fiir Insektizidresistenzen ver-
antwortlich sind. Neben der Resistenz durch ein veréndertes Verhalten werden vier Resis-
tenzmechanismen unterschieden: 1. ein erschwertes Eindringen der Insektizide, 2. eine ver-
starkte Sequestration und Exkretion der Insektizide, 3. eine erh6hte metabolische Detoxifika-
tion und 4. eine verminderte Wirkung der Insektizide am Wirkort. Auch in verschiedenen
Bettwanzenstdammen wurden diese vier Mechanismen entdeckt und fir die Pyrethroidresistenz
bei Bettwanzen verantwortlich gemacht (BAI et al. 2011; MAMIDALA et al. 2011a;
RAYMOND et al. 2001; MAMIDALA et al. 2011a; PITTENDRIGH et al. 2014b; ZHU et al.
2013).

Fremdstoffmetabolisierende Enzyme wie Cytochrom P450-Monooxygenasen, Glutathion S-

Transferasen und Carboxylesterasen konnen durch stdndigen chemischen Stress wie
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Insektizidkontakt induziert werden und ihre Aktivitat erhéhen (MAMIDALA et al. 2011a;
PITTENDRIGH et al. 2014b; YU 2008; ZHU et al. 2013). Durch diesen intensivierten Meta-
bolismus wirken Insektizide auf den Organismus weniger toxisch. Solche Toleranzen gegen-
Uber Insektiziden kdnnen innerhalb einer Generation entwickelt werden und gehen verloren,
wenn die Insektizid-Exposition endet (YU 2008). Entstehen jedoch durch andauernden Selek-
tionsdruck, z.B. durch den Einsatz von Insektiziden, innerhalb einer Population iber mehrere
Generationen hinweg genetisch vererbbare Merkmale, die ebenfalls den Effekt der gegen sie
verwendeten Insektizide entweder durch Anderungen im Verhalten, der Entwicklung oder
biochemische Prozesse abschwéchen, liegt eine Resistenz vor. Eine Resistenz gegen Insekti-
zide ist demnach die mikroevolutionare Anpassung auf das Vorhandensein von anthropoge-
nen Wirkstoffen im Lebensraum von Insektenpopulationen (ONSTAD 2014; SAWICKI
1987; WHO 1957). Insektizid-Resistenzen sind weltweit ein wachsendes Problem. In Vekto-
ren wie Stechmiicken stellen sie seit Jahrzenten in den betroffenen L&ndern fir die menschli-
che Gesundheit eine grolle Gefahr dar (HEMINGWAY und RANSON 2000; WHO 1998).
Auch in der Land-, Forst- und Viehwirtschaft kommt es wegen resistenten Schadlingen zu
Ernteausféllen, Rohstoffverlusten und Tiererkrankungen, was zu massiven wirtschaftlichen
EinbulRen fuhrt. Aber auch bei der industriellen (z.B. in Lebensmittelbetrieben) und urbanen
Schédlingsbekdmpfung haben viele Schadlings- und Lastlingsarten wie Nager, Tauben, Scha-
ben und auch Bettwanzen, Resistenzen gegen die gangigen Biozide entwickelt (ONSTAD
2014; YU 2008).

Bis zu seinem Verbot in den 1970er Jahren wurde DDT als Kontaktinsektizid gegen Bettwan-
zen eingesetzt. Erste Berichte von DDT-resistenten Bettwanzenstimmen lagen schon in den
1950er Jahren vor (BUSVINE 1958). Da Pyrethroide und DDT die a-Untereinheit des span-
nungsabhangigen Natriumkanals als Wirkort haben, existierten vermutlich bereits vor dem
ersten Einsatz von Pyrethroiden in einigen Populationen geringe Haufigkeiten von Genen, die
entsprechende Resistenzmechanismen kontrollierten (HEMINGWAY und RANSON 2000;
YU 2008). In Folge dieser Praadaptation und der damit verbundenen Entwicklung von Kreuz-
resistenzen (NARAHASHI 1992) sowie des massiven, weltweiten Einsatzes dieser Wirkstoffe
mehren sich vor allem in Amerika und Australien (DOGGETT et al. 2011; DOGGETT et al.
2012; POTTER 2006) aber auch in Kanada (SHUM et al. 2012), Asien (HOW und LEE 2010;
SUWANNAYOD et al. 2010), Afrika (GBAKIMA et al. 2002; TEMU et al. 1999) und Euro-
pa (BAUER-DUBAU 2009; BOASE 2008; FUENTES et al. 2010; GIORDA et al. 2013;
KILPINEN et al. 2008; KILPINEN et al. 2011; LEVY BENCHETON et al. 2011; MASETTI
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und BRUSCHI 2007; PAUL und BATES 2000; RICHARDS et al. 2009; SAHIL et al. 2013)

die Berichte Uber die Ausbreitung Pyrethroid-resistenter Bettwanzenstamme.

1.5.1 Wirkort-Resistenz bei C. lectularius

Mutationen im Gen der a-Untereinheit der spannungsabhangigen Natriumkanale
(Vssc-Voltage sensitive sodium Channel), dem Wirkort von Pyrethroiden, mindern nachweis-
lich die Knockdown-Wirkung dieser Wirkstoffe. Die sogenannte Knockdown-Resistenz (kdr)
wird durch kdr-Mutationen ausgel6st, welche den Effekt der Pyrethroide durch eine vermin-
derte Bindung an die Na'-Kanile und/oder durch eine Modifikation ihres Torsystems reduzie-
ren. Durch eine verminderte oder verhinderte Bindung der Pyrethroide an die Na*-Kanale
wird der einwiarts gerichtete Na'-lonenstrom nur wenig oder gar nicht wie in Punkt 1.4 be-
schrieben beeinflusst, wodurch Insekten nur temporér oder gar nicht geschadigt werden. Zu-
dem wurde nachgewiesen, dass eine durch kdr-Mutationen beeinflusste Torkinetik der Na®-
Kanale dem Effekt von Pyrethroiden entgegenwirken, und die Na'-Kanale dadurch wieder
friher schlieBen kdnnen (DONG et al. 2014).

Bei der Bettwanze C. lectularius werden ebenfalls Punktmutationen im Gen der a-
Untereinheit des spannungsabhangigen Natriumkanals (Clvssc) mit Pyrethroidresistenzen in
Verbindung gebracht. Durch eine Punktmutation an Position 1255 in Helix sechs der Domane
I, wird die Aminosdure Valin an Position 419 durch ein Leucin ersetzt. Eine Punktmutation an
Position 2773 auf der Peptidschleife zwischen den Helices vier und funf der Doméne Il be-
wirkt den Ersatz der Aminosdure Leucin an Position 925 durch ein Isoleucin (DANG et al.
2014b; DONG et al. 2014; SEONG et al. 2010; YOON et al. 2008; YU 2008; ZLOTKIN
2001).

1.5.1.1 Pyrosequenzierung zum Nachweis der Mutationen V419L und L925I

Der Nachweis der kdr-Mutationen V419L und L9251 kann mittels quantitativer Sequenzie-
rung realisiert werden (DURAND et al. 2012; SEONG et al. 2010). Die Pyrosequenzierung
wird als eine schnelle Methode der quantitativen DNA-Sequenzierung genutzt. Sie basiert wie
die Sanger-Methode auf dem Prinzip der Sequenzierung durch Synthese. Allerdings ist es
maoglich, die Verlangerung der DNA-Strange um einzelne Nukleotide durch eine biochemi-
sche Reaktion in Echtzeit zu visualisieren und dadurch vorhandene DNA-Sequenzen zu quan-
tifizieren. Einer zuvor eingespeicherten Sequenz entsprechend werden komplementare Nukle-

otide zu den einzelstrangigen DNA-Templates (SSDNA) einzeln gegeben. Bei Komplementa-
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ritdt baut die im Enzymmix enthaltene DNA-Polymerase das Nukleotid in den synthetisierten
Strang ein. Die dadurch freigesetzte Menge an Pyrophosphat (PPa)-Molekilen entspricht der
Menge an eingebauten Nukleotiden. Das PPa setzt eine durch Luziferase katalysierte bioche-
mische Reaktion in Gang, wodurch Lichtblitze (Lumineszenz) erzeugt werden. Diese Licht-
signale sind ebenfalls proportional zur Anzahl der eingebauten Nukleotide. Vor der Zugabe
weiterer Nukleotide werden die nicht eingebauten Nukleotide von Nukleotid-degradierenden-
Enzymen entfernt. Mit fortschreitender DNA-Synthese werden die Lumineszenz-Signale von
dem Gerét detektiert und als Peaks im sogenannten Pyrogramm visualisiert (AHMADIAN et
al. 2000).

1.5.2 Metabolische Resistenz bei C. lectularius

Im Laufe der Evolution haben Insekten verschiedenste Mechanismen zur metabolischen De-
toxifikation von Xenobiotika natirlichen (z.B. Allelochemikalien) und anthropogenen Ur-
sprungs (z.B. Insektizide) entwickelt, was ihnen ermdglicht, eine Behandlung mit Insektiziden
zu Uberleben (YU 2008). Eine geringe Menge an toxischen, lipophilen und nichtausscheidba-
ren Substanzen kénnen Insekten tber diesen Fremdstoffmetabolismus in hydrophile Substan-
zen umwandeln und exkretieren (LI et al. 2007; YU 2008). In der ersten Phase dieser Bio-
transformation werden durch enzymatisch katalysierte Oxidations-, Reduktions- oder
Hydrolysereaktionen die funktionellen Gruppen der toxischen Molekiile ausgetauscht oder
verandert. In den letzten Jahren wurden in vielen verschiedenen pyrethroidresistenten Insek-
tenarten und ebenso bei Bettwanzen vermehrte Genamplifikationen, Mutationen oder Uber-
expressionen der vorhandenen Enzyme des Fremdstoffmetabolismus detektiert (ADELMAN
et al. 2011; KOMAGATA et al. 2010; LI et al. 2007; MAMIDALA et al. 2011a; ROMERO et
al. 2007; SCOTT 1999, 2001; VONTAS et al. 2001; ZHU et al. 2010a; ZHU et al. 2012; ZHU
et al. 2013).

Die Oxidation der Toxine erfolgt bei Insekten vor allem Uber Cytochrom P450-Enzyme. Die-
se Proteine kommen ubiquitéar vor und sind genaugenommen keine Cytochrome, sondern
H&m-Thiolat-Enzyme (FEYEREISEN 2005, 2012; SCOTT 2001; SODERLUND und
BLOOMQUIST 1990; WERCK-REICHHART und FEYEREISEN 2000; YU 2008). Der
Name Cytochrom P450 wurde urspriinglich einem in der Leber befindlichen Kohlenmono-
xyd-bindenden Pigment gegeben, welches in reduzierter Form unter UV-Licht bei 450 nm ein
Absorptionsmaximum zeigt und heute noch mit P450-Enzymen in Verbindung gebracht wird
(ESTABROOK 1996; MANSUY 1998; OMURA und SATO 1964; OMURA 1993). Neben
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mindestens 60 chemisch verschiedenen Reaktionen wirken P450-Enzyme vor allem als
Monooxygenasen. Diese sogenannten mischfunktionellen Oxidasen katalysieren gleichzeitig
die Ubertragung eines Sauerstoffatoms auf Xenobiotika und die Reduktion eines Zweiten zu
Wasser. Das Enzym NADPH-Cytochrom P450-Reduktase fungiert bei dieser Reaktion als
Elektronendonor. Gemeinsam bilden sie bei Insekten in den Membranen der Mikrosomen des
endoplasmatischen Retikulums einen Komplex, welcher die Oxidation bzw. Hydroxylierung
der Toxine erméglicht (BERGE et al. 1998; FEYEREISEN 2005, 2012). Da es eine Vielzahl
an P450-Enzymen gibt, unterliegen sie einer Nomenklatur, basierend auf ihrer Sequenzhomo-
logie. Jedes P450-Gen und Protein erhélt das Gensymbol CYP, dahinter eine Zahl fir die Fa-
milie (>40 % Ubereinstimmung zu anderen Proteinen der gleichen Familie), danach einen
Buchstaben fiir die Unterfamilie (>55 % Ubereinstimmung mit anderen Proteinen dieser
Unterfamilie) und am Ende eine Nummer, die das individuelle Gen kennzeichnet (NEBERT
1991; NEBERT et al. 1991). Ein Insektengenom kann zwischen zehn bis Uber einhundert
CYP-Gene aufweisen. Die Insekten CYP-Gene werden vier verschiedenen Clans zugeordnet
(FEYEREISEN 2005, 2012). Neben dem mitochondrialen CYP-Clan und dem CYP2-Clan
wurden bisher die meisten Insekten-CYP-Gene dem CYP3- und CYP4-Clan zugeordnet. In
den letzten Jahren wurden von BAI et al. (2011) und ZHU et al. (2013) eine Vielzahl von
CYP-Genen der Bettwanze C. lectularius aus allen vier Clans untersucht, benannt, verdffent-
licht und mit Pyrethroidresistenz in Verbindung gebracht. Insgesamt vier der 42 von ZHU et
al. (2013) untersuchten CYP-Gene waren in Pyrethroid-toleranten Bettwanzenstdammen hoch-
reguliert. Darunter drei aus dem CYP3-Clan mit Vertretern der CYP6-, CYP397- und
CYP398-Familien sowie aus dem CYP4-Clan mit einem Vertreter der CYP4-Familie. Die
CYP6-Familie umfasst bei den Insekten eine grofRe Gruppe von P450-Enzymen. Einigen we-
nigen von ihnen konnte die metabolische Detoxifikation von Xenobiotika nachgewiesen wer-
den. Zudem sollen die cyp6 Gene auf umweltbedingte Veranderungen reagieren, hoch divers
sein, sich durch Genduplikationen ausbreiten, eine hohe Evolutionsrate aufweisen, in Gen-
Clustern auftreten und sowohl zeitlich als auch gewebespezifisch exprimiert werden
(BERENBAUM 2002, FEYEREISEN 2005, 2012). Die CYP300-Familien wurden zunachst
in die CYP6-Familie integriert und spater heterogen tiber alle vier Clans verteilt. Die Funktio-
nen der Gene cyp397 und cyp398 sind noch unklar (FEYEREISEN 2005, 2012). Die CYP4-
Familie zeichnet sich ebenfalls durch ihre hohe Diversitat in den Sequenzen aus. Ahnlich wie
bei der CYP6-Familie wurde bereits nachgewiesen, dass einige cyp4-Gene durch Xenobiotika
induziert werden konnen (BRADFIELD et al. 1991; SUTHERLAND et al. 1998). Die Funk-
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tion der Einzelnen P450-Enzyme beschrankt sich allerdings nicht auf die Detoxifikation.
P450-Enzyme sind auBerdem an der Biosynthese langkettiger Kohlenwasserstoffe, z.B. zur
Herstellung von Semiochemikalien, und am Metabolismus von Ecdysteroiden, Pheromonen
und Fettsduren sowie vom Juvenilhormon beteiligt. Die einzelnen physiologischen Funktio-
nen der verschiedenen P450-Enzyme sind nicht auf einen CYP-Clan beschrankt und einzelne
Enzyme innerhalb eines Organismus nicht auf eine Funktion (FEYEREISEN 2005, 2012,
WERCK-REICHHART und FEYEREISEN 2000). Dadurch ist es nach wie vor nicht mdg-
lich, die genauen physiologischen Funktionen der in dieser Arbeit untersuchten CYP-Gene
der Bettwanze C. lectularius zu benennen (BERGE et al. 1998; WERCK-REICHHART und
FEYEREISEN 2000). Die Auswahl der vier CYP-Gene (cyp397al, cyp398al, cyp4cml,
cyp6dnl) wurde nach ZHU et al. (2013) getroffen. In amerikanischen Pyrethroid-toleranten
Bettwanzenfeldstammen waren die CYP-Gene im Vergleich zu einem sensiblen Laborstamm
hochreguliert, weshalb eine Beteiligung der P450-Enzyme an der Detoxifikation von Pyreth-

roiden angenommen wurde.

1.5.2.1 Quantitative Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion zum Nachweis erhohter
MRNA-Transkriptlevel der vier CYP-Gene cyp397al, cyp398al, cyp4dcml,
cyp6dnl
Die Untersuchungen zum Nachweis erhohter mMRNA-Transkriptlevel in Relation zu Referenz-
genen kann mit Hilfe der quantitativen Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (quantitative Re-
al-Time-PCR = gRT-PCR) realisiert werden (ADELMAN et al. 2011). Die gRT-PCR funkti-
oniert ahnlich wie die konventionelle PCR. Die doppelstrangige DNA wird durch Erhitzen
denaturiert. Zur Eingrenzung der Sequenz werden zwei Oligonukleotide (Primer) mit den
DNA-Einzelstrdngen hybridisiert (Annealing) und durch eine thermostabile DNA-Polymerase
(Phusion DNA Polymerase) verlangert. Die verschiedenen Temperaturen und die bendtigte
Zeit der einzelnen Schritte eines Zyklus werden in einem Thermozykler reguliert, wobei sich
die DNA im Idealfall mit jedem Zyklus verdoppelt. Bei der gqRT-PCR ist es zusatzlich mog-
lich, nach jedem durchlaufenen Zyklus die Menge an PCR-Produkt durch die Messung eines
Fluoreszenzfarbstoffes zu quantifizieren. Die verwendete Software generiert wahrend eines
Durchlaufs eine graphische Darstellung jeder Amplifikationskurve, dabei wird die registrierte
Fluoreszenz uUber die Zyklenzahl aufgetragen. Der Fluoreszenzfarbstoff bindet zunéchst an
alle in einer Probe vorhandenen doppelstrdngigen DNA-Molekile, wodurch nur eine Hinter-
grundfluoreszenz emittiert wird. Wahrend der gRT-PCR vervielféltigt die DNA-Polymerase

die gewinschten Sequenzabschnitte, wobei der Fluoreszenzfarbstoff mit jedem neuen
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Amplikon interkaliert. Nach einigen Zyklen werden ausreichend Produkte amplifiziert, dass
die Fluoreszenz vor der Hintergrundfluoreszenz messbar wird. Der Zyklus, wahrend dessen
dies geschieht, ist der sogenannte Quantifikationszyklus und kann als Cg-Wert
(Quantification Cycle) angegeben werden. Somit verstarkt sich die Fluoreszenz proportional
zur Menge an PCR Produkten. Irgendwann sind die Reaktionskomponenten verbraucht, und
es wird ein Plateau ohne messharen Anstieg der Fluoreszenz erreicht, wodurch auch Ande-

rungen in der DNA-Konzentration nicht mehr messbar sind.

Fur eine zuverl&ssige Quantifizierung der Transkriptionslevel (im Weiteren auch mRNA-
Expressionslevel) der einzelnen CYP-Gene ist eine Normalisierung der Ergebnisse mit den
MRNA-Expressionslevel von Referenzgenen unerlasslich. Laut MIQE Guidelines (Minimum
Information for Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments; BUSTIN et al.
2009) reicht die Verwendung eines einzigen Referenzgens nicht aus. Deshalb wurden zur
Normalisierung der Expressionsergebnisse in der vorliegenden Arbeit drei Referenzgene mit
amplifiziert (DERVEAUX et al. 2010; HELLEMANS et al. 2007; VANDESOMPELE et al.
2002). Die Auswahl valider Referenzgene ist dabei entscheidend, da sie ubiquitdr und unver-
anderlich in jedem Gewebe der einzelnen getesteten Bettwanzenstdmme auftreten missen.
Solche konstitutiv exprimierten Gene, die in allen Zellen unabhéngig von Umwelteinflissen
ein anndhernd gleiches Expressionslevel aufweisen, werden auch als Haushaltsgene bezeich-
net, da sie fir die Aufrechterhaltung der Grundfunktion einer Zelle verantwortlich sind. Dazu
gehdren unter anderem auch die Gene der ribosomalen Proteine (RP). In Wechselwirkung mit
ribosomaler RNA (rRNA) bilden RP das Grundgerust fir funktionierende Ribosomen in einer
Zelle und damit die Grundvoraussetzung der Translation (STELZL et al. 2001).

1.6 Testsysteme fir die Uberprufung der Wirksamkeit von Wirk-
stoffen und Kontaktinsektiziden gegen C. lectularius

Hinweise, ob eine molekular detektierte Mutation am Wirkort oder ein erhéhtes Transkriptle-
vel von Genen potentiell detoxifizierender Enzyme fir eine Resistenz bei C. lectularius ver-
antwortlich sind, kdnnen in vitro Untersuchungen der tatsachlichen Wirkung eines Wirkstoffs

oder Insektizids liefern.

1.6.1 Wirksamkeit von Wirkstoffen gegen C. lectularius-Feldstamme

Die Suszeptibilitat verschiedener Bettwanzenfeldstdmme gegeniliber Wirkstoffen kann durch
eine  Konzentrations-Wirkungsanalyse mittels Filterkontakt-Biotest ermittelt werden
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(BUSVINE und LIEN 1961; DANG et al. 2014a; DURAND et al. 2012; KHATTAT und
BUSVINE 1965; SEONG et al. 2010). Dabei wird die letale Schadigung nach einem zeitlich
definierten Zwangskontakt auf mit verschiedenen Wirkstoffkonzentrationen behandelten Fil-
terpapieren bestimmt. Die letale Schadigung der Feldstdmme wird dazu mit der eines wirk-
stoffsensiblen Stamms verglichen. Aus dem Quotienten der mittleren effektiven Konzentrati-
onen (ECsp) der Feldstimme und der ECsg eines wirkstoffsensiblen Laborstamms kann als

Maleinheit fur Resistenz der sogenannte Resistenzindex (R;) berechnet werden.

1.6.2 Wirksamkeitsprifung von Kontaktinsektiziden gegen C. lectularius

Im Rahmen des Infektionsschutzgesetzes (8 18 IfSG) wird im Fachgebiet (FG) IV 1.4
Gesundheitsschéadlinge und ihre Bekdmpfung des UBA die Wirksamkeit von Kontaktinsekti-
ziden unter anderem gegen Bettwanzen in einem sogenannten Zwangsversuch (im Weiteren
UBA-Zwangsversuch genannt) getestet. Die Exposition der Wanzen erfolgt durch das direkte
Aufsetzen auf mit Insektizid behandelte Oberflachen, mit denen sie flr eine definierte Ein-
wirkzeit in Kontakt bleiben missen.

Bei einer Bettwanzenbekdmpfung werden Wanzenverstecke in einem infestierten Zimmer,
soweit moglich, direkt mit Insektizid bespriht. Da dies aufgrund der versteckten Lebensweise
der Tiere nicht immer madglich ist, und die derzeit verfligbaren Insektizide keine ovizide Wir-
kung aufweisen, werden sogenannte Insektizidbarrieren, ca. 30 cm breite Spritzmittelausbrin-
gungen, horizontal und vertikal an Boden und Wanden, haufig auch um Schlafstatten herum,
gespruht. Somit sind in der Praxis Expositionsbedingungen wie im UBA-Zwangsversuch
nicht gegeben. Aus diesem Grund wurden im Rahmen der dieser Arbeit vorangegangenen
Diplomarbeit Versuche zur Etablierung eines sogenannten Wahlversuchs zum Testen der
Wirksamkeit von Kontaktinsektiziden unter Praxisbedingungen durchgefihrt. In einem spezi-
ell angefertigten Versuchsaufbau werden dabei den Bettwanzen ein an ihrer Lebensweise ori-
entiertes Versteck sowie eine Reizquelle aus Kohlenstoffdioxid (CO;) und Warme angeboten.
Laufen die Bettwanzen in Richtung dieser Reizquelle, mussen sie eine mit Insektizid behan-
delte Oberflache (Barriere) iberqueren. Die Einwirkzeit der verwendeten Insektizide richtet
sich, angendhert an die Bedingungen in einer Befallsstelle, nach dem natirlichen Laufverhal-
ten der Tiere zur Detektion eines potentiellen Wirts. Die Wanzen haben somit die Wahl, im

Versteck zu verbleiben oder es zur Futtersuche zu verlassen.
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1.7 Ziele dieser Arbeit

Hauptziel dieser Arbeit war der Erhalt erster Daten zum Auftreten von Pyrethroid-Resistenzen
bei Bettwanzen in Deutschland und den zugrunde liegenden Mechanismen. Dazu sollten die
Resistenzindizes von Bettwanzenfeldstdmmen aus Berlin mittels Filterkontakt-Biotest unter
der Verwendung des Pyrethroids Deltamethrin bestimmt werden. Weiterhin sollten die Bett-
wanzenfeldstdmme molekularbiologisch auf kdr-Punktmutationen (Wirkortresistenz) und ein
erhdhtes Transkriptlevel verschiedener P450-Gene (metabolische Resistenz), die bereits bei

C. lectularius mit Pyrethroid-Resistenz in Verbindung gebracht wurden, untersucht werden.

Das im Rahmen der dieser Arbeit vorangegangenen Diplomarbeit entwickelte Wahlversuchs-
system fur die praxisnahe Wirksamkeitsprifung (simulated use-Test) von Insektiziden gegen
C. lectularius sollte zum Testen von praxisrelevanten unflexiblen Oberflachen um ein neues
Plexiglaskastensystem ergénzt werden. Zudem sollte mit diesem Test die Wirksamkeit eines
pyrethroiden Kontaktinsektizids auf den Bettwanzenfeldstamm mit dem héchsten Resistenz-

index bewertet werden.

Die Haltung der Bettwanze C. lectularius im Labor ist VVoraussetzung zur Prifung mdglicher
Bekampfungsmittel oder Bekampfungsstrategien. Die Aufnahme von Blut ist fiir Bettwanzen
essentiell und muss daher auch im Labor méglich sein. In der Zucht des UBA werden Bett-
wanzen an Kaninchen (s. 2.1.1.1) geflttert. Die durch das Tierschutzgesetz und der nachfol-
genden gesetzlichen Regelungen vorgeschriebene Art der Haltung und Pflege sowie der re-
gelmaRige Austausch der Tiere sind kosten- und platzintensiv. Um eine Labortierhaltung zu
vermeiden und auf die fiir die Kaninchen sehr belastende Prozedur im Sinne des Tierschutzes
zu verzichten, sollte im Rahmen dieser Arbeit eine Anlage zur artifiziellen Bettwanzenfutte-
rung (Prototyp der Eurofins Agroscience Services EcoChem GmbH) mit verschiedenen

Blutsorten erprobt werden.

Da nach derzeitigem Erkenntnisstand nur Daten aus Berlin (BAUER-DUBAU 2009; Personli-
che Mitteilung Heising 2015), jedoch keine Daten zu der deutschlandweiten Verbreitung der
Bettwanze vorliegen, sollte parallel zu den Untersuchungen eine deutschlandweite Befragung
von Schadlingsbekampfungsbetrieben zur aktuellen Verbreitungssituation durchgefiihrt wer-
den. Der ,,Fragenkatalog zur aktuellen Bettwanzensituation in Deutschland sollte Daten so-
wohl zur Haufigkeit und Ausbreitung, zu angewandten Bekampfungsmethoden und deren

Erfolg, als auch zum Auftreten von moglichen Resistenzen liefern.
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2 Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1 Pruftiere

2.1.1.1 Wirkstoffsensibler C. lectularius-Stamm

Samtliche Feldstamme wurden wie auch der wirkstoffsensible C. lectularius Referenzstamm
(im Weiteren als UBA-Stamm bezeichnet) ohne Selektionsdruck durch Wirkstoffe unter den
gleichen Bedingungen in der Gliedertierzucht des UBA gehalten. Mit der Haltung des UBA-
Stamms wurde bereits 1947 in der ehemaligen Biologischen Bundesanstalt in Berlin-Dahlem
begonnen. Der Genpool dieses Stamms wurde Uber die Jahre durch das Einkreuzen von Tie-
ren aus verschiedenen anderen Zuchten und Wildfangen aus Befallsorten méglichst grof ge-
halten (Tab. 1). Als Zuchtgefalle dienten Glaspetrischalen (g 9 cm), in welche zwei Papier-
Rundfilter (g 7 cm) als Versteck und Substrat zur Eiablage gelegt wurden (Abb. 1). Jede Pet-
rischale enthielt ca. 150-250 Tiere. Die einzelnen Schalen wurden wiederum in Fotoschalen
mit Bodenrippen gestellt und ohne Beleuchtung bei einer Temperatur von 25 + 3 °C und einer
relativen Luftfeuchtigkeit (RH) von 45 % + 10 % in einem Brutschrank aufbewahrt.

Die Wanzen wurden woéchentlich an geschlechtsreifen mannlichen und weiblichen, Kklinisch
gesunden, therapeutisch und durch Futterzusitze unbeeinflusste Kaninchen (Oryctolagus
cuniculus f. dom) gefuttert. Es handelte sich dabei um Chinchilla-Bastard-Kaninchen, die eine
Kreuzung der Kaninchenrassen Weil3er Neuseelander und Chinchilla sind und aus einer endo-
und ektoparasitenfreien Aufzucht des Bundesinstituts fur Risikobewertung (BfR) stammten.
Fur die Futterung am Kaninchen wurden die Bettwanzen in spezialangefertigten, mit Gaze
und Gummi verschlossenen Erlenmeyerkolben (Wanzengléser) direkt auf die Kaninchen ge-
setzt. Dafir wurden die Kaninchen in Dorsallage auf einem Kleintieroperationstisch fixiert
und ventral mit einer Haarschneidemaschine rasiert. Danach wurden die Wanzenglaser mit
Gummibandern mit der Offnung nach unten auf dem rasierten Kaninchenbauch befestigt. Die
Futterung dauerte zwischen 15 min und 30 min. Durch eine visuelle Kontrolle konnte festge-
stellt werden, ob der grofite Teil der Wanzen die Blutaufnahme beendet hatte. Nach maximal
30 min Fatterung wurden die Gléaser herunter genommen, die Gaze entfernt und die Bettwan-

zen wieder in Petrischalen Uberfihrt.
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Die Eiablagen auf den Filterpapieren wurden wdchentlich, jeweils eine Woche nach Futterung
der Adulten, herausgenommen und bis zum Schlupf (sieben Tage) in einem Brutschrank bei
32,5 °C (RH 45 % £ 10 %) inkubiert. Jede Eiablage wurde als separater Ansatz nach Datum
sortiert aufbewahrt. Dadurch konnte wahrend der Aufzucht eine genaue Bestimmung des Al-
ters sowie des Zeitpunkts der letzten Blutmahlzeit und Hautung gewéhrleistet werden. Nach
sechs Futterungen (sechs Wochen) waren die meisten Wanzen eines Ansatzes adult. Durch
eine zusatzliche siebte Fitterung wurde die Anzahl adulter Bettwanzen einer Schale maxi-

miert. Die adulten Priiftiere wiesen einen Altersunterschied von hdchstens sieben Tagen auf.

Tab. 1: Daten der Einkreuzung von Cimex lectularius aus anderen Zuchten und Befallsobjekten in den wirk-
stoffsensiblen Zuchtstamm des UBA.

Jahr der Einkreuzung Herkunft der Tiere

1970 aus einem Befallsobjekt in Berlin

1984 aus einem Befallsobjekt in Berlin

1988 aus der Zucht der Firma Bayer AG, Leverkusen / Monheim

1991 aus dem ehemaligen Referenzlaboratorium fiir Arthropoden in Kleinmachnow
1993 aus der Zucht der Firma Bayer AG, Leverkusen / Monheim

1994 aus der Zucht der Tierdrztlichen Hochschule Hannover

1994 aus einem Befallsobjekt in Berlin

1996 aus einem Befallsobjekt in Berlin

2009 aus der Zucht der Firma Bayer CropScience AG

2.1.1.2 C. lectularius-Feldstdmme und Feldpopulationen

Es wurden Bettwanzen aus insgesamt 20 Berliner Befallsorten eingesammelt, zusétzlich wur-
de ein amerikanischer Stamm von der Bayer CropScienence Deutschland GmbH fir die Ver-
suche zur Verfugung gestellt. Bei einer Mindesttierzahl von 30 gesammelten Bettwanzen je
Fundort wurden diese als ein Zuchtansatz fir einen Feldstamm genutzt. In dieser Arbeit wer-
den als Feldstamm oder Stamm jene Bettwanzen eines Befallsortes definiert, die in eine La-
boraufzucht genommen wurden. Dabei ist es fur die Bezeichnung unerheblich, ob die Auf-
zucht groRer Tierzahlen erfolgreich war. Entscheidend ist das Kriterium, dass nicht die einge-
sammelten Tiere fir die Untersuchungen verwendet wurden, sondern deren Nachkommen. Im
Gegensatz dazu definiert sich eine Feldpopulation durch die direkte Verwendung der Bett-
wanzen ohne Aufzucht im Labor. Bei geringeren Tierzahlen, mit denen eine Aufzucht eines
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neuen Stammes nicht moglich war, wurden die Bettwanzen bei -20 °C zwecks spaterer DNA-
Préaparation eingefroren. Auch Tiere aus Stammen, bei denen trotz hoher Tierzahlen als Aus-
gangsmaterial kein Zuchterfolg erzielt werden konnte, wurden bei -20 °C gelagert. Vor der
Aufzucht bzw. vor dem Einfrieren, wurde eine Artbestimmung vorgenommen (USINGER
1966). Nach etwa einem Jahr Aufzucht standen ausreichend Individuen der jeweiligen Feld-

stamme fur die Durchfiihrung der Resistenzuntersuchungen zur Verfiigung.
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Abb. 3: Ubersichtskarte (MaRstab: 1:84243) der Berliner Befallsorte, aus denen Bettwanzen gesammelt werden
konnten. © OpenStreetMap-Mitwirkende.

Die Fundorte waren Uber ganz Berlin verteilt (Abb. 3). Infestationen wurden dem UBA ent-
weder direkt von Betroffenen genannt oder durch Schéadlingsbekampfungsunternehmen,
Gesundheitsamter und Unternehmen mit Bettwanzenspirhunden vermittelt. In den folgenden
Tabellen (2-4) sind alle Feldstdmme, benannt nach den jeweiligen Abkurzungen der Stralen-
namen der infestierten Fundorte, das Jahr der Sammlung sowie die Hintergriinde zu den je-
weiligen Beféllen aufgelistet. Fundorte waren Wohnungen, Wohngemeinschaften, Ferien-

wohnungen und ein Hotel. Falls bekannt, wurde angegeben, ob die Bettwanzen in einem Alt-
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oder Neubau gefunden wurden, und in welchem Zustand sich der Fundort befand. Die als
ungepflegt bewerteten Fundorte waren schmutzig und unaufgerdumt, lose Tapeten, Teppiche,
Hartholzbdden, Fulileisten und alte Mobel boten viele Versteckmdglichkeiten fur Bettwanzen,
und die Zimmer waren eng mobliert. Zudem waren die Wohnungen mit Gegenstdnden wie
Stofftieren, Sammelfiguren und vielen Bildern an den Wanden tbersét. Als gepflegt einge-
stufte Fundorte boten ein gegenteiliges Bild. Falls moglich wurde die Einschleppungsursache
ermittelt und das Befallsalter bestimmt. Im Falle einer bereits durchgefiihrten Bekdmpfung
wurde, wenn moglich, das eingesetzte Insektizid angegeben.

A mit Zuchterfolg

Die im Folgenden aufgezéhlten Feldstdmme wurden erfolgreich in der Gliedertierzucht des
UBA gehalten (Tab. 2).

Tab. 2: Hintergriinde zu den jeweiligen Befallen der Cimex lectularius-Feldstamme SK, AS, OB, HO und LB.
Die Benennung erfolgte nach den jeweiligen Abkirzungen der StraBennahmen der infestierten Fundorte. Der
SK-Feldstamm wurde als einziger Stamm aus vier Berliner Befallsorten zusammengesetzt.

Feld-

stamm Befalls- Zucht-
Ort Bau Zustand Einschleppung  alterin Insektizid zeitin Abb.
[Datum der
Jahren Jahren
Sammlung]
WG alt  ungepflegt Reise ~1 -
Second-Hand
SK W alt  ungepflegt Mébel 3 k. A 1 .
[2008] W alt  ungepflegt Second-Hand ~1 -
geptieg Mobel
Befall vor Umzug
W alt gepflegt vorhanden k. A. -
AS . W  neu ungepflegt Gast ~2 - 1,8 4
[Mai 2011] :
OB . WG alt ungepflegt  Flohmarktartikel ~2 - 1
[Juni 2011]
HO Ubernachtungen
. W  neu ungepflegt in Obdachlosen- ~5 - 1,3 4
[Juli 2011] -
unterkinften
LB Héuserblock
[Jan. 2010] W  neu ungepflegt befallen k. A. - 2,8

Erlauterungen: Feldstamm: eingesammelte Feldstdmme, benannt nach den jeweiligen Abkirzungen der Stra-
Bennahmen der infestierten Fundorte; Ort: es werden die verschiedenen Fundorte Wohnung (W) und Wohnge-
meinschaft (WG) unterschieden; Bau: bei den jeweiligen Fundorten wurde zwischen Alt- und Neubauten unter-
schieden; Zustand: Zustand der Fundorte (s. 2.1.1.2); -: keine Insektizid-Behandlung; k. A.: keine Angaben.
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Abb. 4: Fundorte der Stdmme SK (A-D), AS (E-G) und HO (H-J). A Couch mit verschiedenen Stadien von
Cimex lectularius sowie Eier und Exuvien; B Unterseite der Couch mit daran festgeklebten Eiern, Kot und Exu-
vien; C Lichtschalter als Wanzenversteck; D Wanzenversteck hinter dem Fernseher mit verschiedenen Juvenils-
tadien, Exuvien, Kot und Eiern; E Lattenrost Gbersat mit Wanzenkot; F Auflage einer Polsterliege mit Wanzen-
kot, Eiern und mobilen Stadien; G Wanzenkot hinter dem Spiegel am Kopfende der Polsterliege; H Couch mit
Wanzenkot mit Zugang fiir die Tiere durch den Bezug; | Wanzenkot um einen Anstecker (ca. 2 cm grof3) herum
an Wand; J Wanzenkot, Eier, Exuvien und lebende Stadien hinter einer FulRleiste aus Teppich hinter der Couch.
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B ohne Zuchterfolg

Die Bettwanzen der folgenden Feldstdimme wurden bei -20 °C eingefroren, da trotz groRer

Starttierzahlen kein Zuchterfolg erzielt werden konnte (Tab. 3).

Tab. 3: Hintergriinde zu den jeweiligen Beféllen der Cimex lectularius-Feldstdimme T, GW, RS, LB2 und LB3.
Sie konnten trotz grofRer Tierzahlen nicht erfolgreich in der Gliedertierzucht des UBA gehalten werden. Die
Benennung erfolgte nach den jeweiligen Abkiirzungen der StraBennahmen der infestierten Fundorte.

Feldstamm Befalls-
[Datum der Ort Bau Zustand Einschleppung alter in Insektizid  Abb.
Sammlung] Jahren
T Insekten-

W alt ungepflegt k. A ~12 Spray 5
[Aug. 2010] Pyrethroid
GW
[Aug. 2012] H neu gepflegt Gast 0,5 - 6
RS . FW  neu gepflegt Gast ~0,5 Pyrethroid 6
[Juni 2013] ’
LB2 Hauserblock .
[Mai 2013] W  neu k. A befallen k. A Pyrethroid
LB3 Hauserblock .
[uli 2013] W  neu ungepflegt befallen 4 Pyrethroid 6

Erlauterungen: Feldstamm: eingesammelte Feldstdmme, benannt nach den jeweiligen Abklrzungen der Stra-
Rennahmen der infestierten Fundorte; Ort: es werden die verschiedenen Fundorte Wohnung (W), Ferienwoh-
nung (FW) und Hotel (H) unterschieden; Bau: bei den jeweiligen Fundorten wurde zwischen Alt- und Neubau-
ten unterschieden; Zustand: Zustand der Fundorte (s. 2.1.1.2); -: keine Insektizid-Behandlung; k. A.: keine An-
gaben.

CC-Laborstamm

Dem Umweltbundesamt wurden ca. 100 Bettwanzen des als resistent ausgewiesenen Cincin-
nati-Laborstamms (der urspriingliche CIN1-Stamm wurde 2006 in Cincinnati (Ohio) gesam-
melt (ROMERO et al. 2007)) von der Bayer CropScience Deutschland GmbH zur Verfugung
gestellt. Die Zucht erfolgte dort anders als im UBA nicht in Petrischalen, sondern in mit feiner
Gaze verschlossenen Plexiglasrohren (H: 20 cm, g: 8 cm). Gefaltete Filterpapierstiicke dien-
ten als Versteck und als Substrat zur Eiablage. In einer Plexiglasréhre befanden sich ca. 200-
300 Tiere aller Entwicklungsstadien. Die Bettwanzen wurden an narkotisierten Meerschwein-
chen (Mischspritze mit 0,03 ml Ketavet 50 und 0,01 ml Rompun pro 100 g Korpergewicht)

alle zwei Wochen gefttert. Resistenzmechanismen waren nicht bekannt. Der Stamm sollte
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zur Methodentberpriifung als positiv resistenter Stamm im UBA gezilchtet werden, eine

Vermehrung der Tiere wurde jedoch nicht erreicht.

4 Z | _ T
Abb. 5: Massiver Befall am Fundort des T-Stamms. A Wand mit Kotspuren und Couch mit hunderten Eiern von
Cimex lectularius; B Exuvien und lebende Bettwanzen ringsum den hinteren Teil der Couch; C Bettwanzenagg-
regationen und tote Bettwanzen in Spinnennetzen an der Decke tber der Couch; D mehrschichtiger Bettwanzen-
kot und verschiedene Bettwanzenstadien versteckt hinter einem Kissen an der Wand auf der Lehne der Couch; E
ein zweites Kissen von der Couch mit verschiedenen Bettwanzenstadien sowie hunderten von Bettwanzeneiern
und Eihtllen auf der Unterseite befestigt; F Kissen mit Exuvien und verschiedenen Bettwanzenstadien.
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Abb. 6: Fundorte der Stamme GW (A B) RS (C D) und L83 (E F) A Clmex lectularius- Mannchen nach der
H&utung versteckt in der Kerbe eines herausgesplitterten Stiicks Holz im Kleiderschrank; B Wanzenkot, Eier,
Exuvien und lebende Stadien an der getackerten Naht am Kopfende des Bettes; C Lattenrost mit Kotspuren und
Kreuzschlitzschrauben als Bettwanzenversteck; D Bilderrahmen von hinten mit Wanzenkot, verschiedenen
Bettwanzenstadien und Eiern; E Couch mit Kotspuren, Eiern, Exuvien und verschiedenen Bettwanzenstadien;

F Wanzenkot und zerdriickte Tiere auf der Tapete.

C ohne Zuchtmdglichkeit

Die Aufzucht der hier aufgezéhlten Feldpopulationen konnte aufgrund von zu geringen Tier-
zahlen (< 20 Bettwanzen) in der Gliedertiermittelprifung des UBA nicht realisiert werden.
Die einzelnen Bettwanzenproben wurden deshalb bei -20 °C aufbewahrt. Da bei einigen zu-
gesandten Tierproben von Schédlingsbekdmpfern die Herkunft nicht genauer definiert werden
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konnte oder durfte, wurden die Tiere nach dem Fundort Berlin benannt und nummeriert (Tab.

4).

Tab. 4: Hintergrinde zu den jeweiligen Beféllen der Cimex lectularius-Feldpopulationen B1-10. Aufgrund von
zu geringen Tierzahlen war die Aufzucht nicht mdglich. Die Benennung erfolgte bei diesen Stdmmen nach der
Stadt Berlin, in welcher sie gesammelt wurden, da einige Adressen von abgegebenen Proben nicht bekannt wa-

ren.

Feldpopulation Befalls-

[Datum der Ort Bau Zustand Einschleppung  alterin  Insektizid Abb.
Sammlung] Jahren

Bl W kA kA k A k A k A

[2011] A A A A A

B2 Second-Hand

[Aug. 2011] w neu ungepflegt Mébel 0,5 k. A. 7
B3 . W alt gepflegt Gast ~2 Pyrethroid

[Juli 2011]

B4 W kA kA k A kA k A

[2012] A A A A A

BS W kA kA kA kA k. A

[Sept. 2012] A A A A A

B6 Second-Hand .

[uli 2012] W alt  ungepflegt Mabel 1 Pyrethroid 7
B7 _ Pyrethroid

[an. 2013] FW neu gepflegt Gast 1 Pyrrol

B8 W neu gepflegt Gast ~0,25 k. A

[Mérz 2013] ’ T

BY W kA kA k A kA k A

[2013] A A A A A

B10

[2013] W k. A. k. A. k. A. k. A. k. A.

Erlauterungen: Feldpopulation: eingesammelte Bettwanzenpopulationen ohne weitere Aufzucht, benannt nach
Berlin (B); Ort: es werden die verschiedenen Fundorte Wohnung (W) und Ferienwohnung (FW) unterschieden;
Bau: bei den jeweiligen Fundorten wurde zwischen Alt- und Neubauten unterschieden; Zustand: Zustand der

Fundorte (s. 2.1.1.2) -: keine Insektizid-Behandlung; k. A.: keine Angaben.
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Abb. 7: Fundorte der Stamme B2 (A, B) und B6 (C, D). A Bettwanzenkot und Exuvien an der Tirzarge und
unter der Tapete im Kinderzimmer; B Wanzenkot und Eier am Gestell des Kinderbetts; C Bettwanzenversteck in
der Schlafcouch der Mieter; D zahlreiche Bettwanzenstiche am Arm des Mieters.

2.1.1.3 Bettwanzen fur molekularbiologische Untersuchungen

Da das von der Bettwanze aufgenommene Blut einen potentiellen PCR-Inhibitor darstellte,
wurden fur alle molekularbiologischen Untersuchungen ausschlieBlich nichtgesogene Bett-
wanzen verwendet. Von diesen wurden je 150 - 200 adulte Bettwanzen sieben Tage nach der
siebten Blutmahlzeit in jeweils sechs Plastikpetrischalen umgesetzt. Diese, sowie die restli-
chen Tiere der Feldstamme deren Aufzucht erfolglos war, wurden bei -80 °C fir weitere Un-
tersuchungen (RNA) aufbewahrt. Davon ausgenommen waren extern zugesandte Bettwan-
zenproben und Stamme ohne Zuchtmdglichkeit, welche direkt nach dem Erhalt bei -20 °C

eingefroren wurden.
2.1.2 Primer

Die Sequenz der Primer flir die PCR mit anschlieRender Pyrosequenzierung zur Detektion der
kdr-Mutationen V419L und L9251 wurden unter Verwendung der freien Online-Software
Primer3 (Version 0.4.0) designt (Tab. 5).
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Tab. 5: Primer fir die Resistenzuntersuchungen an der Bettwanze Cimex lectularius. Die Namen der Vorwarts-
(up) und Rickwartsprimer (lo, mit HPLC-Reinheit) fiir die PCR zur Detektion der kdr-Mutationen sind eine
Abkirzung aus C. lectularius kdr mit einer 1 fiir die Mutation VV419L und einer 2 fur die Mutation L925I. Fir
die Pyrosequenzierung wurden die zusétzliche Ruckwértsprimer biotinyliert. Die Sequenzierprimer tragen zu-
sétzlich die Abkirzung seq im Namen. Die Vorwarts- (F, forward) und Rickwartsprimer (R, reverse) fir die
quantitative Echtzeit-PCR sind nach dem jeweiligen Referenz- und CYP-Genen benannt.

Name Sequenz (5'zu 3') Mutation/Gen
PCR - Primer

Clkdrlup GTG GCACAT GTT GTT CTT CAT AGT

Clkdrllo (HPLC) CGCCTTCTTTTGCAGTTCA kdr V419L
Clkdrllo-biotin (HPLC) Biotin-CGC CTTCTT TTGCAG TTC A

Clkdr2up CCC ATC ACA GCA AAG ATG AAAAT

Clkdr2lo (HPLC) ATT ATG GGC AGA ACA GTG GGT kdr L925I
Clkdr2lo-biotin (HPLC) Biotin-ATT ATG GGC AGA ACA GTG GGT

Sequenzierprimer — Pyrosequenzierung

Clkdr1-seq (HPLC) CCT GGG ATC ATT CTACC kdr V419L
Clkdr2-seq (HPLC) ACA CAA AAG TTA AAT TAC CA kdr L9251

Primer Referenzgene - quantitative Echtzeit-PCR

CIRpI8F AAA GGC ACG GTT ACA TCA AAG GTG
rpl8
CIRpI8R TAG TCT TGA ACC TAT AGG GGT CCC
CIRpl11F GAA GAA TGT CAT GCG AGATGT CAG G
rplll
CIRpl11R CCT TCG AGAAGACTGGCT GCT G
CIRps16F ACA GCAGTCGCCTACTGC AAAC
rpsl6
CIRps16R TCC TGG AGT TTG TAC TGG AGG ACC
Primer CYP-Gene - quantitative Echtzeit-PCR
cypdcmlforward AGG AGA ATG TCA GAA AGC GTC ACC
cyp4cml
cypdcmlreverse GCATTAATTTTT CCCAACTTTCTT
cyp6dniforward AGC CCA CAG CTC GGA AAC AG
cyp6dnl
cyp6dnlreverse CTT ATG CCT TGG TGG GAG AGT
cyp397alforward CTC GGG CTCACCACTCTCAACA
cyp397al
cyp397alreverse ACC GTC ATG GCT CCC GTC AG
cyp398alforward AAT CGC CCA CAG GAA AAA CAA CAA
cyp398al
cyp398alreverse CCG GGT GGG AAG CGA GTA GG
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Als Grundlage dienten die kodierenden DNA-Sequenzen (cds) der Alpha-Untereinheit des
spannungsabhangigen Natriumkanals in der Genbank des National Center for Biotechnology
Information (NCBI; Zugangsnummern: cds ohne Mutation, FJ031996.1 und cds mit beiden
Punktmutationen, FJ031997.1). Alle Rickwaértsprimer wurden mittels der HPLC (Hochleis-
tungsflissigkeitschromatographie) gereinigt. Aulerdem wurden die jeweiligen Rickwarts-
primer ohne (klassische PCR mit anschlieBender Klonierung) und mit Biotin (klassische PCR

mit anschlieRender Pyrosequenzierung) am 5 -Ende konzipiert.

Fur die quantitative Echtzeit-PCR wurden passende Primerpaare fur die Referenzgene rpl8,
rpl11 und rpsl6 aus einer Publikation von ZHU et al. (2012) entnommen. Passende Primer
zur Detektion der vier untersuchten CYP-Gene cyp397al, cyp398al, cyp4dcml und cyp6dnl
wurden der Verdffentlichung ADELMAN et al. (2011) enthommen.

Alle Primerpaare wurden von der Firma Life Technologies der Marke Invitrogen™ bezogen.
Durch Zugabe von DEPC behandeltem Wasser wurde eine 100 uM Stammldsung hergestellt
und bei -20 °C aufbewahrt. Fir die jeweiligen Versuche wurden die Primer auf eine 10 uM
Arbeitslosung verdunnt.

2.1.3 Versuchsmaterialien, Chemikalien, Kits und Rezepte

Fur die Durchfuhrung der Versuche zur Detektion von Pyrethroidresistenzen bei der Bettwan-
ze C. lectularius wurden verschiedene Gerate, Mehrwegmaterialien, Verbrauchsmaterialien,

Chemikalien und Reagenzien, sowie diverse molekularbiologische Kits verwendet.

2.1.3.1 Gerate

1-Kanal-Pipette Research® (fix) in 10 pl, Eppendorf AG
20 pl, 100 p, 1000 pl und 5000 pl

8-Kanal-Pipette, 10-100 pl Eppendorf AG
Analysenwaage Acculab ALC-6100.1 Sartorius AG

Wagebereich: 6100 g
Ablesbarkeit: 0,1 g

Analysenwaage, Discovery-Serie OHAUS Cooperation
Wagebereich: von 120 g bis 320 g
Ablesbarkeit: 0,0001 g (0,1 mg)

Ansaugpumpe, WERIE W00849 Rietschle (jetzt EImo Rietschle)

Binokular, Stemi SV11 Carl Zeiss AG
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Bioanalyzer 2100 Instruments

Blutfltterungsanlage (Prototyp)

Mikrozentrifuge, Biofuge 13 Microcentri-
fuge 13,000 Centrifuge, 18 ml x 2 ml,
13000 RPM, RCF

13.793x g

Durchflussmesser, Cole Parmer®
- klein: 0,1-1,0 LPM
- groR: 1,0-10,0 LPM

Elektrophorese-Netzgerit, PowerPac™
Universal Power Supply

Gasmaske, Vollmaske Panorama Nova®
G:BOX Chemi 16 Imaging System
Heizplatte, RK 501

Horizontale Flachbett-Gelelektrophorese-
Apparaturen: Mini-Sub® Cell GT Cell

(7 cm x 10 cm), Wide Mini-Sub Cell GT
Cell (15 cm x 10 cm), Sub-Cell® GT Cell
(15 cm x 25 cm)

Inkubationsschiittler MaxQ™ 6000,
stapelbar, 15 to 300 rpm %1 (befillt); 15
to 500 rpm 1 (leer), Schittelhub: 1,9 cm

Kleintieroperationstisch
Kombi-GrolRraum-Mikrowellengerat
R-939 IN

Kompressor, Model 4

Magnetrihrer mit Heizung, MR Hei-
Standard

Mikrobiologische Sicherheitswerkbank
Klasse Il, Scanlaf MARS

Mikroplatten-Spektral-Photometer Epoch

Agilent Technologies Sales & Services
GmbH & Co.KG Life Sciences & Chemical
Analysis

Eurofins Agroscience Services EcoChem
GmbH

Heraeus Instruments

Novodirect GmbH

Bio-Rad Laboratories GmbH

Dragerwerk AG & Co. KGaA
Syngene division of Synoptics Ltd
Rommelsbacher ElektroHausgerate GmbH

Bio-Rad Laboratories GmbH

Thermo Fisher Scientific Inc.

Spezialanfertigung fur das UBA, Firma un-
bekannt
Sharp Electronics GmbH

JUN-AIR

Heidolph Instruments GmbH & Co.KG

LaboGene™

BioTek Instruments GmbH
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Mikro-Volumenplatte Take3 , BioCell™

Mikrozentrifuge Eppendorf 5430 mit dem
Eppendorf 022637100 Aerosol-Tight Fi-
xed-Angle Rotor, 30x2 ml, 14.000 RPM,
RCF 20.800 x ¢

Max. Geschwindigkeit: 30.130 x g
(17.500 rpm)

Minizentrifuge MCF-2360
Beschleunigung: 2200 x g

Mini-Membran-Vakuumpumpe N 811;
Laboport

Nasensprihgerat

NucleoVac 96 VVakuumarbeitsstation fur
das NucleoSpin® 8 Tissue Kit

Plattenschittler mit PCR-Platten Aufsatz
IKA® MS1, 0 - 3000 rpm, Schittelhub:
4.5 mm

PyroMark® Q24 24-Well-Plattenhalter

PyroMark® Q24 System;
Instrument und Software fir die
Pyrosequenzierung

PyroMark® Q24 Vakuumarbeitsstation
Quecksilberthermometer

Schermaschine fir Kleintiere, Aeskulab®
Akkurata

Schittler IKA® VORTEX GENIUS 3,
0 - 2500 rpm, Schittelhub: 4 mm

Temperguss Schraubzwingen,
TPN25B8BE-S 250 mm x 80 mm

Thermalzykler (PCR) C1000 und S1000

Thermalzykler (Echtzeit-PCR) Bio-Rad
CFX96 real-time PCR detection system

Thermohygrograph, Typ 252

Thermomixer, TMix - 220 V,

BioTek Instruments GmbH

Eppendorf AG

LMS Consult

KNF Neuberger GmbH

Firma unbekannt; Laborgeratebestand UBA

MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG

IKA-Werke GmbH & Co. KG

QIAGEN GmbH

QIAGEN GmbH

QIAGEN GmbH
Laborgeratebestand UBA

B. Braun Melsungen AG

IKA-Werke GmbH & Co. KG

BESSEY Tool GmbH & Co. KG

Bio-Rad Laboratories GmbH

Bio-Rad Laboratories GmbH

Wilh. Lambrecht KG

Analytik Jena Aktiengesellschaft
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300 rpm - 1500 rpm, Rotorradius: 3 mm
Warmethermostat zum Einhédngen mit
Pumpfunktion, im Transparentbad,
LAUDA ECO Silver

Wasserbad Modell WNE 7

Wasserbad Modell WNE 45

Zentrifuge, Biofuge, pico

24 ml x 2 ml, 13000 rpm, RCF 16.060 x ¢
2.1.3.2 Mehrwegmaterialien
Drigalskispatel

Erlenmeyerkolben, 300 ml

Federstahlpinzette (kniegebogen, stumpf)

Glasbecken aus Sodaglas, Rand geschlif-
fen, 1,51

Glaspetrischalen, DUROPLAN®, g 9 cm,
14 cm

Glasringe, @ 8 cm,
Glasschélchen, g 5 cm , HOhe 3 cm

Melaminschalen:
-grof3: 35cm x 25cm x 4 cm
- klein: 29 cm x 16 cm x 5,5 cm

Plastikbox, CLIP & CLOSE, 1,6 |

Wanzengléaschen, 50 mli

2.1.3.3 Verbrauchsmaterialien

24-Well-Zellkulturplatten, Standard Serie

96-Well-Klebefolie fur qRT-PCR, BZO

Filterpapier, Standard Laborfilterpapier,
58 cm x 58 cm, 65 g/m?

LAUDA DR. R. WOBSER GmbH & Co.
KG

Memmert GmbH & Co. KG

Memmert GmbH & Co. KG

Heraeus Instruments

Carl Roth GmbH & Co. KG
SCHOTT Duran®
Carl Roth GmbH & Co. KG

HAVAG GmbH
Carl Roth GmbH & Co. KG

Glasblaser GtW H. Naskowski

Carl Roth GmbH & Co. KG

Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH & Co. KG

EMSA

Sonderanfertigung aus einem SCHOTT Du-
ran® 50 ml Erlenmeyerkolben

VWR Collection; VWR International
GmbH

Biozym Scientific GmbH

Munktell & Filter GmbH
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Hornitex® (Laminat); Starke: 3 mm
Klebeband, doppelseitig, 4 cm
Klebwachs

Kreppband:
-schmal: 2 cm
- breit: 5cm

PARAFILM® M Verschlussfolie

PCR 96-Well TW-MT-Platte, weiR, low
Profile; Unskirted, Eckschnitt Al

PCR SingleCap 8er-SoftStrips 0.2 ml,
farblos, Domed Cap, High Profile,
Cutable

Plastikpetrischalen, 9 mm g
PyroMark® Q24 Kartuschen
PyroMark® Q24 24-Well-PCR-Platten
PyroMark® Vakuumfilter-Hohlnadeln

PyroMark® Q24 Plastikwannen fiir die
Vakuumarbeitsstation (50 ml)

Raufasertapete, mittlere Krnung
ReaktionsgefaRe: 0,5 ml, 1,5 ml und 2 mi

Rollrand-Gléser, mit PE-Schnappdeckel,
40 mm x 19 mm, 5 ml, klar

Rundfilter, 8 70 mm, 87 g/m?, 180 pm
und g 16 cm

SafeSeal-Tips Professional 10 ul, 100 pl,
1000 pl steril, Micro Extent

Schraubfilter AXP3, fur die Gasmaske
Schraubréhre 15 ml, Spitzboden, PP
Schraubréhre 50 ml, Spitzboden, PP
Sperrholz; Starke: 3,5 mm

Spritze 10 ml, Discardit "

Possling GmbH & Co. KG

Fix-o-moll, Wilhelm Ritterath GmbH

Hans Stockmar GmbH & Co. KG

Kip, Bocholt

BRAND GmbH & Co. KG

Biozym Scientific GmbH

Biozym Scientific GmbH

Carl Roth GmbH & Co. KG
QIAGEN GmbH
QIAGEN GmbH
QIAGEN GmbH

QIAGEN GmbH

Standardmarke aus dem Bauhaus
Sarstedt AG & Co. KG

Max Resch Laborbedarf aus Glas

Whatman®

Biozym Scientific GmbH

Racal Health & Safety Ltd
Sarstedt AG & Co. KG

Sarstedt AG & Co. KG

OBl GmbH & Co. Deutschland KG

Becton, Dickinson and Company
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Teppich, MODENA, Farbe 628C
Venenkatheter, peripher, Safety-
Multyfly® Set

2.1.3.4 Chemikalien und Reagenzien
10X Puffer EcoRlI

Bromphenolblau

Chloroform / Trichlormethan, >99 %,
DAB, BP, reinst

DEPC behandeltes Wasser (DEPC H,0)
EcoRl, Restriktionsenzym

EDTA, 50 mM

Ethanol 96 %

Ethanol >99,5 %, Ph. Eur., reinst
Dinatriumhydrogenphosphat (Na;HPQO,)
GeneRuler™ 100 bp DNA-Leiter
Glycerin wasserfrei, rein > 98,0 %,

Isopropanol /2-Propanol, > 99,5 %,
Ph.Eur., reinst

Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,)
Kanamycin

LB-Medium (Luria/Miller) fur die
Molekularbiologie

LE Agarose
Natriumchlorid (NaCl)

Natriumhydroxid > 99 %, p.a., ISO (NaOH)

Nukleinsédurefarbstoff GRGreen 10,000X
in Wasser

Vorwerk & Co. KG

Sarstedt AG & Co. KG

Thermo Fisher Scientific Inc.
Carl Roth GmbH & Co. KG

Carl Roth GmbH & Co. KG

Carl Roth GmbH & Co. KG
Thermo Fisher Scientific Inc.
Thermo Fisher Scientific Inc.
Berkel AHK, Ludwigshafen
Carl Roth GmbH & Co. KG
Carl Roth GmbH & Co. KG
Thermo Fisher Scientific Inc.
Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Carl Roth GmbH und Co. KG

Carl Roth GmbH & Co. KG
Carl Roth GmbH & Co. KG
Carl Roth GmbH & Co. KG

Carl Roth GmbH & Co. KG

Biozym Scientific GmbH
Carl Roth GmbH & Co. KG
Carl Roth GmbH & Co. KG

LABGENE Scientific
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PeqGOLD TriFast™

PyroMark® Annealingpuffer

PyroMark® Bindungspuffer

PyroMark® Waschpuffer

Streptavidin Sepharose High Performance

Tris (hydroxymethyl)-aminomethan

2.1.3.5 Molekularbiologische Kits
DNase I, RNase-free

DyNAmo cDNA Synthesis Kit
EasyPrep Pro Plasmid Miniprep Kit
GOTag® gPCR Master Mix
NucleoSpin® Tissue

NucleoSpin® 8 Tissue

Phusion Hot Start Il High-Fidelity DNA
Polymerase

PyroMark® Gold Q24 Reagents

One Shot® TOP10 Chemically Competent
E. coli

RNA 6000 Nano Reagents, Agilent
Zero Blunt® TOPO® PCR Cloning Kit

Zymoclean " Gel DNA Recovery Kit

PEQLAB Biotechnologie GmbH,
QIAGEN GmbH

QIAGEN GmbH

QIAGEN GmbH

GE Healthcare Europe GmbH

Carl Roth GmbH & Co. KG

Thermo Fisher Scientific Inc.

Thermo Fisher Scientific Inc.

Biozym Scientific GmbH

Promega GmbH

MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG
MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG

Thermo Fisher Scientific Inc.

QIAGEN GmbH

Thermo Fisher Scientific Inc.

Agilent Technologies
Thermo Fisher Scientific Inc.

Zymo Research Europe

2.1.3.6 Rezepte fur Medien, Losungen und Puffer

6X DNA Ladepuffer (LD)

1 kb Leiter

60 ml Glycerol,

1 ml 3 % Bromphenolblau,

10 ml Tris-Puffer (100 mM),

auf 100 ml mit Aqua Bidest auffillen,
Lagerung bei -20 °C

1 pl GeneRuler™ 1 kb DNA-Leiter (0,5 ug),
2 ul 6X LD,
9 ul Aqua Bidest;
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100 bp Leiter

Agarosegellosung 1 %

LB Medium

LB Agar

Phosphatgepufferte Salzlosung 1X (PBS)

TRIS-Acetat-EDTA-Elektrophoresepuffer
50X (TAE)

2.1.3.7 Sonstiges
Bacillol® AF
CO,-Flasche, 30 kg
Filterschlauch, 5 mm g

Fliegenzuchtkasten, 50 cm®

Lagerung bei 4 °C

1 pl GeneRuler™ 100 bp DNA-Leiter
(0,5 pg),

2 ul 6X LD,

9 ul Aqua Bidest;

Lagerung bei 4 °C

5 g LE Agarose,

500 ml 1X TAE-Puffer,
Agarose-Suspension aufkochen;
Lagerung im Wasserbad bei 65 °C

pH 7,0;

10 g Trypton,

5 g Hefeextrakt,

10 g NacCl,

auf 1 I mit Aqua Bidest auffillen,
autoklavieren;

Lagerung bei RT

LB Medium,

15 g/L LB Adgar,
autoklavieren;
Lagerung bei RT

pH 7,4 (durch Zugabe von HCI);
8 g NacCl,

0,2 g KCl,

1,42 g Na;HPOQOy,

0,27 g KH,POy,

auf 1 | mit Aqua Bidest aufftllen;
Lagerung bei Raumtemperatur

pH 8,0 (durch Zugabe von Essigséure);
2 M Tris-Base,

1 M Essigsaure,

50 mM EDTA

Bode Chemie Hamburg
AIR LIQUIDE Deutschland GmbH
Laborgeratebestand UBA

Spezialanfertigung fir die Fliegenzucht im
FG IV 1.4 des UBA
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Kaninchenblut, steril; konserviert mit Fiebig — N&hrstofftechnik
Formalin; Citrat als Antikoagulans

Paraffinol (Ph Eur, BP, USP) Merck KGaA
Polytetrafluorethylen Whitford GmbH
Rinderblut, defibriniert, steril Fiebig — N&hrstofftechnik
Schafblut, defibriniert, steril und Schaf- Fiebig — Néhrstofftechnik
blut in Na-Heparin 10 i.U./ml, steril

Schweineblut, defibriniert, steril elocin-lab GmbH
Silikonschlauch mit Edelstahlgewebe Laborgeratebestand UBA
verstarkt, 8 mm g

Spezialtisch aus PVC, Spezialanfertigung fur den FG 1V 1.4 des
130 cm x 90 cm x 90 cm UBA
Stativ-Schraubzwinge Laborgeratebestand UBA

2.2 Methoden

2.2.1 Filterkontakt-Biotest zum Nachweis von Pyrethroid-Resistenzen

Zur Ermittlung von Resistenzen bei Feldstdmmen wurde zundchst ein Filterkontakt-Biotest in
Petrischalen in der Gliedertiermittelprifung des UBA etabliert. In eine 9 cm g Glaspetrischale
wurden zwei 8,5 cm g groRe Filterpapiere gelegt und mittels einer Pipette je 1 ml Wirkstoff,
geldst in Aceton, in verschiedenen Konzentrationen aufgetragen. Parallel angesetzte Kontrol-
len wurden nur mit Aceton behandelt. Von jeder Konzentration sowie den Kontrollen wurden
drei Replikate mit je sieben mannlichen und weiblichen Bettwanzen in einer Petrischale ge-
testet. Die groRe Bewegungsfreiheit der Tiere, die Moglichkeit der Aggregation und Paarung
(Verletzung der Weibchen durch traumatische Insemination) innerhalb des Versuchs fiihrten
zu starken Schwankungen in den Ergebnissen der Replikate. Daher wurde nach Erprobung
verschiedener Methoden der von ROMERO et al. (2007) vorgestellte 24-Well-Filterkontakt-
Biotest Gibernommen und modifiziert. In diesem Testsystem sitzen die Wanzen einzeln in ei-
ner kleinen Testkammer auf dem Filterpapier. Damit konnten die ECs, von verschiedenen
Wirkstoffkonzentrationen des Wirkstoffs Deltamethrin, als Stellvertreter der Pyrethroide, ge-
gen mannliche C. lectularius in 24-Well-Zellkulturplatten unter Zwang ohne weitere Ver-

steckmdglichkeiten und ohne die Mdglichkeit zur Aggregation oder Paarung getestet werden.
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Zur Ermittlung des optimalen Konzentrationsbereichs von Deltamethrin wurde die letale
Schédigung des wirkstoffsensiblen UBA-Stamms und des SK-Feldstamms (zum damaligen
Zeitpunkt der einzige in der Gliedertierzucht des UBA vorhandene Feldstamm) im 24-Well-
Filterkontakt-Biotest bei verschiedenen Wirkstoffkonzentrationen untersucht. Der endgiiltige
Konzentrationsbereich wurde so gewahlt, dass bei der niedrigsten Konzentration die letale
Schédigung des UBA-Stamms, der als Referenzstamm diente, theoretisch bei 0 % lag und bei
der héchsten Konzentration eine letale Schadigungsrate von 100 % erreicht wurde. Zum ande-
ren musste bei zunehmender Konzentration auch die letale Schadigung des SK-Feldstamms
messbar steigen, andernfalls ware eine statistische Auswertung mittels Konzentrations-
Wirkungsanalyse nicht moglich gewesen. Alle Biotests wurden mit mannlichen Bettwanzen
aus den funf erfolgreich in der Gliedertierzucht des UBA angezogenen Feldstdammen durchge-
fuhrt. Als Referenzstamm diente der wirkstoffsensible UBA-Stamm. Es wurden pro 24-Well-
Zellkulturplatte 24 Tiere mit insgesamt sieben Blutmahlzeiten, acht Tage nach der letzten
Blutmahlzeit verwendet. Pro Stamm wurden fiinf Replikate der jeweils finf Konzentrationen
0,0005 pg/ul, 0,001 pg/pl, 0,005 pg/ul, 0,01 pg/ul, 0,1 pg/ul des Wirkstoffs Deltamethrin
technischer Qualitét geldst in Aceton eingesetzt.
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Abb. 8: 24-Well-Filterkontakt-Biotest. A Glaspetrischale (# 120 mm) mit den ausgestanzten Rundfiltern
(g 16 mm) zum Behandeln und Trocknen; B 24-Well-Zellkulturplatte mit Deltamethrin behandelten Rundfiltern
(rot) und mit Aceton behandelten Rundfiltern als Kontrolle (blau).

Zur Durchfiihrung der 24-Well-Filterkontakt-Biotests wurden zundchst mit einem Hammer
und einem 16 mm g Lochstanzer aus 120 mm g Filterpapier einzelne kleinere Filterpapiere
mit 0.64 cm? ausgestanzt, welche plan und fest in die Boden der verwendeten 24-Well-

Zellkulturplatten passten. Von den 24 Filterpapieren wurden 18 mit je 50 pl der jeweiligen
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Deltamethrin-Konzentration behandelt und sechs ausschlieRlich mit je 50 pl Aceton. Zur Be-
handlung und Trocknung wurden die Filterpapiere in eine 120 mm g Petrischale gelegt und
aus dieser mit einer Federstahlpinzette in die 24-Well-Zellkulturplatten tberfuhrt (Abb. 8). Da
die Bettwanzen moglichst zeitgleich auf die behandelten Oberflachen aufgesetzt werden soll-
ten, wurden diese einzeln in Rollrand-Glaser eingesetzt und danach zligig in je eine Kammer
gekippt und diese anschlieBend mit dem Deckel verschlossen. Alle Versuche fanden bei Tr
im Dunkeln statt.

Insgesamt wurden pro Konzentrationsansatz 90 Bettwanzen auf Deltamethrin-behandelten
Filterpapieren und 30 Tiere als Kontrolle auf Aceton-behandelten Filterpapieren verwendet.
Der Zustand der Tiere wurde mittels Pinzettenreiz 24 h p.a. beurteilt. Dabei wurden die Tiere
in die dorsale Position gebracht und als vital gewertet, wenn sich die Bettwanze sofort wieder
zuriick in die ventrale Position brachte. Wenn die Wanze es nicht schaffte sich aus eigener
Kraft zu drehen bzw. nach der Drehung kein oder nur ein langsames, unkoordiniertes Lauf-
verhalten zeigte, wurde sie als letal geschadigt bewertet. Bei einer Kontrollmortalitit von tber
5 % wurden die Ergebnisse mittels der Abbott-Formel korrigiert (ABBOTT 1925).

2.2.2 Nachweis der kdr-Mutationen V419L und L925I mittels Pyrosequen-
zierung

Zur Detektion der kdr-Mutationen in den Feldstimmen wurde die DNA mit den mdéglichen
Mutationen V419L und L925I innerhalb des Clvssc-Gens samtlicher Stdimme mittels Pyrose-
quenzierung untersucht. Durch die Sequenzierung der bereits bekannten Sequenzen wurden
die gesuchten kdr-Einzelbasenmutationen (SNPs) sequenzbasiert detektiert und in Echtzeit
quantifiziert. Die zu analysierenden Sequenzen fur die Mutationen V419L und L925I laute-
ten: 5-TCG/CTCAACTTGATTTTAG-3" bzw. 5-AG/TGGCACCCACTGTTCTGCC-3".
Um mogliche Verunreinigungen der Proben zu detektieren, wurde am Anfang der Sequenz
ein nicht komplementéres Nukleotid angegeben, welches nicht detektiert werden sollte. Auf
diese Weise konnten die Allelfrequenzen der beiden Polymorphismen sowie der Genotyp ein-

zelner Bettwanzen innerhalb der Stamme bestimmt werden.

Zur Bestimmung der Allelfrequenzen der beiden Polymorphismen wurde die DNA von je 100
mannlichen und 100 weiblichen C. lectularius der Stamme UBA, SK, SKA (Proben des SK-
Stamms die 2009 bei -20 °C eingefroren wurden) OB, LB, AS, HO und CC gepoolt
sequenziert. Dazu wurde die gDNA von je finf Bettwanzen gleichen Geschlechts im Pool
isoliert, auf eine Menge von 5 ng/ul verdinnt und je 20 dieser Proben zu gleichen Volumina
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gemischt. Aufgrund der geringen Menge an Tiermaterial konnte vom GW-Stamm nur die
DNA von je 75 méannlichen und 75 weiblichen Bettwanzen in Fiinfer-Gruppen isoliert wer-
den. Bei der Untersuchung der Allelfrequenzen des T-Stamms wurde, ebenfalls wegen gerin-
ger Tierzahlen, die DNA von 200 Bettwanzen verschiedener Stadien gepoolt isoliert:
1 x 5 Weibchen, 2 x5 Mannchen, 1x 3 Weibchen und 2J5, 1x5J5 4x5J4, 8x51J3,
1x2J4und 3J3, 3x10J2, 8x10J1. Von den Stammen: RS, B9 und B10 (je 5 Ménnchen
und 5 Weibchen), LB Il und LB Il (je 5 Mannchen), B2 (4 Mannchen und 4 Weibchen), B3
(2 Mannchen und 2 Weibchen), B4 (4 Mé&nnchen und 3 Weibchen), B5 (3 Mannchen), B7 (2
J3), B8 (2 J5) wurden die Proben nach Geschlecht oder Stadium gepoolt untersucht.

Zur Bestimmung des Genotyps einzelner Bettwanzen der Stamme UBA, SK, OB, LB, AS,
HO und CC wurde die DNA von 10 Mannchen und 10 Weibchen einzeln isoliert und eben-
falls mittels Pyrosequenzierung separat sequenziert. Von den Stdmmen B1 (Ménnchen), B5 (1
Weibchen), B6 (Mannchen und J4) und B8 (Weibchen) waren nur einzelne Bettwanzen vor-

handen, weshalb nur der Genotyp bestimmt wurde.

Um die Messabweichungen des Gerdats bei der Sequenzierung der Sequenzen mit den beiden
potentiellen SNPs zu bestimmen, wurden verschiedene Mischungsverhaltnisse (Anteil mutier-
ter Plasmid-DNA: 0% =0ng, 5% =1,25ng, 10% =2,5ng, 20% =5ng, 30 % =7,5ng,
40 % =10ng, 50 % = 12,5 ng, 60 % =15 ng, 70 % = 17,5 ng, 80 % =20 ng, 90 % = 22,5 ng,
95 % = 23,75, 100 % = 25 ng) in einem Endvolumen von 50 pl von Plasmid-DNA mutierter
und nicht mutierter Stimme untersucht. Die Messabweichungen des Geréts bei der Sequen-
zierung der Sequenzen mit den Mutationen VV419L und L9251 wurden mit der Plasmid-DNA
(s. Punkt 2.2.2.6) des UBA- und RS-Stamms bzw. UBA- und OB-Stamms Uberpruft. Flr je-
des Mischungsverhéltnis wurden mindestens finf und maximal zehn unabhéngige Werte ge-

messen.

VVon samtlichen Proben wurden flinf technische Replikate sequenziert. Versuche, in denen die
Ergebnisse eine Abweichung von mehr als 5 % innerhalb dieser Replikate aufwiesen, wurden

wiederholt.

2.2.2.1 DNA-Isolierung

Die gDNA samtlicher Proben wurde mittels der Silica-Membran-Methode isoliert. Das Prin-
zip dieser Methode basiert darauf, dass die DNA bei hohen Konzentrationen chaotroper Salze

fest an eine Silikat-Membran in einem Kunststoffsdulchen gebunden wird und Gber mehrere
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Waschvorgange Verunreinigungen herausgefiltert werden. Bei niedrigen Salzkonzentrationen
I6st sich die DNA, weshalb sie mit einem Puffer von geringer Salzkonzentration oder Wasser
eluiert werden kann.

Mit dem NucleoSpin® 8 Tissue-Kit und der korrespondierenden NucleoVac 96 Vakuumar-
beitsstation konnte parallel die DNA aus 48 Proben isoliert werden. Als erstes wurden nicht-
gesogene Bettwanzen fir 10 min bei -80 °C eingefroren und anschlieBend in einem 1,5 ml
Reaktionsgefall mit einem Pistill gemdrsert. Zur besseren Homogenisierung wurden 50 pl 1X
PBS (s. 2.1.3.6) hinzugegeben und erneut vorsichtig ein paar Mal mit dem Pistill gedrickt.
Um die Wanzenzellen zu lysieren wurden der Mischung 180 ul Lysepuffer (T1) sowie 25 pl
Proteinase K hinzugefiigt und alles Uber Nacht bei 56 °C und 27 x g im Thermoblock
inkubiert. Die anschlieRende DNA-Isolierung erfolgte nach Angaben des Herstellers. Danach
konnte die DNA bei -20 °C aufbewahrt werden.

2.2.2.2 Photometrische Messung der DNA-Proben

Die Bestimmung der Reinheit und Konzentration der isolierten gDNA erfolgte mit einem
Mikroplatten-Spektralphotometer nach dem Prinzip der monochromatorbasierten UV-VIS-
Spektrometrie und der Gen5™ Software zur Datenanalyse von Mikroplatten.

Fur die photometrische Messung wurden je 2 pl der gDNA Proben auf die Mikrovolumen-
Platte im Doppelansatz aufgetragen. Der Quotient aus dem Absorptionsmaximum von DNA
(260 nm) und dem von Proteinen (280 nm) sollte im Idealfall bei 1,8 liegen. Der Wert wurde
kleiner, wenn die gDNA mit Proteinen kontaminiert war und groéf3er durch Verunreinigungen
mit Substanzen, die wie DNA bei 260 nm absorbieren konnten. Proben, bei denen das Ver-
héltnis 260/280 unter 1,5 oder ber 2,2 lag oder in denen die DNA-Konzentrationen zu gering
waren, wurden verworfen und neue gDNA isoliert. Proben mit schlechteren Werten aus
Stammen ohne Zuchterfolg oder Zuchtmdglichkeit wurden auf einem Agarosegel (2.2.2.4)

uberprift und konnten nach Auftreten einer sichtbaren Bande weiterverwendet werden.

2.2.2.3 Amplifikation der Fragmente mit den potentiellen Polymorphismen

Nach der photometrischen Quantifizierung wurden die gDNA Proben fiir die weiteren Versu-
che auf 5 ng/ul mit Aqua Bidest verdiinnt und die gew(linschten Fragmente mittels konventio-
neller Polymerase-Kettenreaktion (PCR) und des Phusion Hot Start Il High-Fidelity DNA
Polymerase-Kits amplifiziert.

Fiar die Amplifikation wurden 12,5 ng genomische DNA mit 1 X Phusion HF Puffer, 10 mM

dNTP-Mix, 12,5 umol Vorwarts- und Rickwértsprimer (fur die Pyrosequenzierung Ruck-
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waértsprimer mit Biotin) sowie 1 U Phusion Hot Start Il DNA-Polymerase gemischt und mit
DEPC-H,0 auf 50 pl Endvolumen aufgefiillt. Alle Reaktionen wurden in den C1000 und
S1000 Thermozyklern von Biorad durchgefiihrt. In vorangegangenen Gradienten PCRs wurde
die optimale Hybridisierungstemperatur der Primer ermittelt. Die initiale Denaturierung er-
folgte bei einer Temperatur von 98 °C fiir 30 s. Darauf folgten 45 gleichartige Temperatur-
zyklen aus Denaturierung (98 °C flr 10 s), Primerhybridisierung (55 °C fir 30 s) und Elonga-
tion (72 °C fur 30 s). Nach Abschluss der 45 Zyklen folgte fur 5 min bei 72 °C die finale
Polymerisierung und Abkiihlung der Proben auf 4 °C. Die Amplifikate wurden bei -20 °C bis

zur weiteren Verwendung aufbewahrt.

2.2.2.4 Agarosegel-Elektrophorese

Die Erfolgskontrolle der PCR geschah mittels einer Agarosegel-Elektrophorese. In eine
Flachbett-Gelelektrophorese-Apparatur wurde je nach GelgrofRe ein Gemisch aus 40 ml,
100 ml bzw. 250 ml 1 %iger Agarosegellésung (s. 2.1.3.6) mit 4 pl, 10 pl bzw. 25 pl GR-
Green Nukleinséurefarbstoff blasenfrei gegossen. Nach Einsetzen der Taschenschablone
konnte das Gel bei Tg fur 15 min — 30 min erstarren. Anschliel3end konnte das erstarrte Gel in
die Gelkammer Gberfihrt und mit 1 X TAE-Puffer (s. 2.1.3.6) Uberschichtet und die Proben
hinein pipettiert werden. In einem Probenansatz waren 1 pul PCR-Produkt, 1 X Ladepuffer
(s. 2.1.3.6) sowie Aqua Bidest ad 12 pl enthalten. Als GroRRenstandard wurde eine 100 bp Lei-
ter (s. 2.1.3.6) verwendet. Nach dem Probenauftrag wurde eine Spannung von 100 V angelegt.
Direkt nach dem Lauf wurden die Banden mit dem vollautomatisierten Gel Dokumentations-

system G:Box unter UV-Licht visualisiert und digital fotografiert.

2.2.2.5 DNA-Aufreinigung

Fur die Klonierung und die Sequenzierung mussten die PCR-Amplifikate von allen Neben-
produkten wie einzelnen Nukleotiden, Primern, Enzymen und Puffern, gereinigt werden. Die
Aufreinigung erfolgte mit dem Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit. Es basiert ebenfalls auf
der bereits in Punkt 2.2.2.1 beschriebenen Silica-Membranmethode, mit dem Unterschied,
dass die DNA-Bindung, -Waschung, und -Elution Uber die Sdulchen durch Zentrifugation
erfolgt. Dazu wurden die Amplifikate erneut wie in Punkt 2.2.2.4 beschrieben auf ein Gel
aufgetragen. Die einzelnen Banden wurden auf dem UV-Tisch der G:Box mit einem Skalpell
ausgeschnitten, die PCR-Produkte nach Herstellerangaben aufgereinigt und bei -20 °C flr

weitere Untersuchungen aufbewabhrt.
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2.2.2.6 Klonierung der PCR-Produkte

Die Genauigkeit der Pyrosequenzierung wurde durch das Erstellen einer Standardkurve fiir
den jeweiligen SNP Uberpruft (s. 2.2.2). Fur die Plasmidgewinnung wurden PCR-Produkte
mit und ohne Mutationen als Referenzproben mit dem Zero Blunt® TOPO® PCR Cloning Kit
kloniert. Mit der TOPO® Cloning-Methode werden PCR-Produkte mit glatten Enden (Phusion
Hot Start Il DNA Polymerase erzeugt PCR-Produkte mit glatten Enden) direkt in einen
Plasmid-Vektor insertiert. Die Referenzproben der nicht mutierten Allele wurden aus der
DNA einer mannlichen Bettwanze des wirkstoffsensiblen UBA-Stamms gewonnen. Die Refe-
renzproben fir V419L und L9251 wurden aus der DNA je eines Bettwanzenménnchens der
Feldstdmme RS bzw. OB hergestellt.

Sowohl die Ligation mit dem pCR™4Blunt-TOPO® Vektor als auch die chemische Transfor-
mation mit den One Shot® TOP10 Chemically Competent E. coli-Zellen wurden nach Her-
stellerangaben durchgefiihrt. Wahrend der Inkubationszeit wurden fur jeden Ansatz zwei
Agarplatten gegossen. Dazu wurde der LB-Agar (s. 2.1.3.6) in der Mikrowelle aufgekocht,
auf ca. 50 °C - 60 °C abgekhlt und auf einer sterilen Werkbank pro Platte 20 ml mit 1 mg
des Antibiotikums Kanamycin gemischt. Um klar abgegrenzte Kolonien zu erhalten, wurden
auf die erstarrten Agar-Platten einmal 10 % und einmal 90 % des Transformationsansatzes
mit einem Drigalskispatel aufgetragen und die Platten umgedreht bei 37 °C Uber Nacht
inkubiert. Bei Transformationserfolg, d. h. Koloniewachstum, wurden die Bakterien weiter
vermehrt. Dazu wurden auf einer sterilen Werkbank je drei Kolonien Kanamycin-resistenter
Transformanten mit einer 10 pl-Pipettenspitze in ein Kulturréhrchen mit 5 ml LB-Medium (s.
2.1.3.6) und 250 pg Kanamycin tberfiihrt und erneut Gber Nacht bei 37 °C und 150 rpm in
den Inkubationsschuttler gestelit.

Um den Transformationserfolg zu kontrollieren wurde mit dem EasyPrep® Pro Plasmid
Miniprep Kit (Silica-Membran-Methode, s. 2.2.2.1) die Plasmid-DNA aus 2 ml E. coli-
Bakterienkultur nach Herstellerangaben isoliert. Um die Inserts der gewonnenen Plasmide zu
analysieren wurde ein Restriktionsverdau mit EcoRI durchgefiihrt. Dazu wurden 4 pl Plasmid
mit 1 X Puffer-EcoRI und 10 U EcoRI gemischt, mit Aqua Bidest auf 10 pl aufgefullt und fur
1 h im Wasserbad bei 37 °C inkubiert. Anschlielend wurde die DNA wie in Punkt 2.2.2.4
beschrieben Uber eine Agarosegel-Elektrophorese visualisiert. Als GroéRenstandards wurden
eine 100 bp und eine 1 kb Leiter (s. 2.1.3.6) verwendet. Konnten Banden mit der entspre-
chenden GroRe der Inserts detektiert werden, wurde die Plasmidmenge wie unter Punkt

2.2.2.2 beschrieben durch eine photometrische Messung bestimmt und ein Aliquot jeder Pro-
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be bei LGC Genomics sequenziert. Zur Sequenzierung wurden die M13 Primer (Forward:
5-GTAAAACGACGGCCAG-3", Reverse: 5-CAGGAAACAGCTATGAC-3") verwendet.
Die Sequenzen wurden mit dem Programm Clone Manager Professional Version 9.2 (Scienti-
fic & Educational Software) durch einen Sequenzvergleich mit den nicht mutierten und mu-
tierten cds der Alpha-Untereinheit des spannungsabhéngigen Natriumkanals (s. 2.1.2) vergli-
chen. Die Plasmid-DNA-Proben mit den korrekten Inserts wurden bei -20 °C aufbewahrt.
Zudem wurden mehrere Aliquots von je 1000 pl Flussigkultur der korrekten Klone mit
1000 pl Glycerol gemischt und bei -80 °C eingefroren.

2.2.2.7 Probenvorbereitungen fur die Pyrosequenzierung

Vor Beginn eines Analyselaufs mussten zum einen die lbrig gebliebenen Nukleotide, Primer
und Salze der vorangegangenen PCR-Reaktion aus den Ansatzen entfernt werden, um Hinter-
grundsignale und Stérungen im Enzymsystem der Pyrosequenzierung zu vermeiden. Zum
anderen mussten die DNA-Strange voneinander getrennt und die Sequenzierprimer hybridi-
siert werden. Zu diesem Zweck wurden zunéachst die biotinylierten PCR-Produkte (Volumen
40 pl), wie im PyroMark® Q24 MDx Handbuch beschrieben, an streptavidinbeschichteten
Sepharose-Beads immobilisiert, indem in einer 24-Well-PCR-Platte PCR-Produkte mit 40 pl
Bindungspuffer und 2 pul gemischt und bei Tg fur 10 min bei 1400 rpm auf einem Platten-
schuttler geschittelt wurden. Parallel wurden die verwendeten Sequenzierprimer auf 0,5 uM
mit Annealing Puffer verdinnt und je 25pl in jedes Well einer PyroMark® Q24
Sequenzierplatte pipettiert. Damit sich die Platte beim spateren Erhitzen nicht deformierte,
wurden leere Wells mit 25 pl Wasser gefullt. Direkt nach der Immobilisierung wurden sowohl
die PCR-Platte, als auch die Sequenzierplatte auf die Arbeitsplattform der PyroMark® Q24
MDx Vakuumarbeitsstation gestellt. Uber den Vakuum-Saugkopf mit 24 Filter-Hohlnadeln
wurde die Flussigkeit aus den PCR-Platten gesaugt und dadurch die an den Sepharose-Beads
immobilisierten PCR-Produkte angesaugt. Danach wurden die Filter-Hohlnadeln hintereinan-
der mit den Proben fir je 30 s mit je 50 ml 70 % Ethanol, 0,2 M Denaturierungslésung sowie
fir 1 min mit 1 X Waschpuffer in den Plastikwannen der Vakuumarbeitsstation gesplilt.
Nachdem die Flussigkeit vollstdndig aus den Filter-Hohlnadeln abgelaufen war, wurde der
Saugkopf Uber die Sequenzierplatte gehalten, das Vakuum abgeschaltet und die Beads zu-
sammen mit dem PCR-Produkt durch sanftes Hin- und Herbewegen in die Platte entlassen.
Fur die Hybridisierung der Sequenzierprimer an die DNA-Proben wurde die Sequenzierplatte
fir exakt 2 min bei 80 °C im PyroMark® Q24 Sequenzierplattenhalter auf dem Heizblock
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eines Thermalzykler erhitzt. Nachdem die Platte fir 5 min — 10 min auf Tr abkihlen konnte,

wurde sie in die Prozesskammer des PyroMark® Q24 MDx zur Analyse eingesetzt.

2.2.2.8 Analyselauf

Ein Analyselauf sowie die dazu benétigten Vorbereitungen, wie das Beftllen der PyroMark
Q24 Kartusche mit den PyroMark Gold Q24 Reagenzien und das Konfigurieren eines Assays,
wurden wie im Benutzerhandbuch von Qiagen beschrieben durchgefihrt. Als Analysemetho-
de wurde ein AQ-Assay (Allele Quantification) gewéhit.

2.2.3 mMRNA-Expressionsanalyse der CYP-Gene cyp397al, cyp398al,
cyp4cml und cyp6dnl

Zur Detektion erhchter Transkriptlevel in sieben der 20 gesammelten Bettwanzenfeldstamme
sowie des CC-Laborstamms und des sensiblenUBA-Stamms wurde die RNA einzelner méann-
licher Bettwanzen in komplementare DNA (cDNA) umgeschrieben und mittels quantitativer
Echtzeit-PCR (gRT-PCR = quantitative Real-Time PCR) untersucht. Um Kontaminationen
mit unspezifischen Nebenprodukten wie gDNA oder Primerdimeren zu detektieren, wurden
interne Plattenkontrollen jedes Mal mit untersucht. Zudem wurde im Anschluss an jede PCR
eine Schmelzkurvenanalyse durchgefuhrt. Durch eine kontinuierliche Temperaturerhéhung
werden die doppelstrangigen Amplifikate langsam voneinander getrennt, wodurch der
interkalierende Farbstoff wieder frei gesetzt wird. Die Abnahme der gemessenen Fluoreszenz
uber die Temperatur wird als Schmelzkurve graphisch dargestellt. Die Schmelztemperatur
(Tm = melting Temperature) des jeweiligen Fragments kann an dem Punkt des Graphen, an
dem der Fluoreszenswert durch eine Krimmung abfallt abgelesen werden. Zur einfacheren
Analyse der Schmelzkurve wird ein zweiter Graph von der Software generiert, welcher die
erste negative Ableitung der Fluoreszenz in Abhdangigkeit zur Temperatur anzeigt. Die
Schmelztemperatur wird in der Ableitung als Peak dargestellt. Weitere Peaks mit abweichen-

den Schmelztemperaturen zeigen mdgliche Kontaminationen an.

Fur die Quantifizierung der mRNA-Expressionslevel der einzelnen CYP-Gene wurde eine
Normalisierung der Ergebnisse mit den mRNA-Expressionsleveln von drei Referenzgenen
durchgefuhrt. Daftir wurden die zwei Gene rpl8 und rpl11 aus der grof3en ribosomalen Unter-
einheit (I fur large subunit) und das Gen rps16 aus der kleinen ribosomalen Untereinheit (s fiir
small subunit) verwendet. Diese wurden bereits in der Arbeit von ZHU et al. (2012) auf ihre

Tauglichkeit als Referenzgene getestet und die mRNA-Expressionslevel zwischen unter-
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schiedlichen Entwicklungsstadien und Bettwanzenpopulationen sind fur stabil befunden wor-
den. Zur Uberpriifung wurde eine eigene Untersuchung mit dem Excel-basierten Tool Best-
Keeper durchgefiihrt (BUSTIN et al. 2009; MAMIDALA et al. 2011b; PFAFFL et al. 2004).

2.2.3.1 RNA-Isolation mit der Guanidinisothiocyanat-Phenol-Methode

Aufgrund von zu geringen Tierzahlen und den zunédchst ungentigenden Lagermdglichkeiten
der Bettwanzenproben bei -20 °C im UBA, war eine RNA-Isolation nicht von allen Stdammen
maoglich. Von den neun Stammen UBA, SK, AS, OB, LB, HO, GW, T und CC wurden je 10
méannliche Bettwanzen separat im Doppelansatz untersucht.

Die RNA-Extraktionen des UBA-Stamms und der acht Feldstimme erfolgten mit der
Guanidinisothiocyanat-Phenol-Methode. Sie basiert darauf, dass Guanidinisothiocyanat-
Phenol (TRI-Reagenz) in einem Schritt die Zellen lysiert, Enzyme wie RNasen inaktiviert und
die RNA l6st. Dazu wurden einzelne Bettwanzen direkt aus der Lagerung bei -80 °C unter
dem Abzug zligig mit einer Pinzette in 2 ml ReaktionsgefaRe tberfiihrt und in 1 ml peqGOLD
Trifast " mit einem Pistill zerdriickt. Innerhalb von 5 min Wartezeit erfolgte die Dissoziation
der Nukleotidkomplexe. Der Mischung wurden 200 pl Chloroform hinzugeftgt und der An-
satz auf maximaler Stufe mit dem Schiittler durchmischt. Nach einer Inkubation bei Tg wur-
den die Proben fur 5 min bei 13.793 x g zentrifugiert. Dadurch erfolgte eine Phasentrennung.
Die obere farblose wéssrige Phase mit der bendtigten RNA wurde in ein frisches 2 ml Reakti-
onsgefal mit einer 1000 pl Pipette Gberfiihrt, der Rest wurde verworfen. Fir die RNA-
Prézipitation wurden 500 pl Isopropanol hinzugefugt, die Proben ein paarmal invertiert und
fir 15 min auf Eis inkubiert. Nach einer weiteren Zentrifugation fir 10 min bei 12.000 x g
und 4 °C klebte das RNA-Prézipitat als milchig weiller Fleck am unteren Teil des Reaktions-
gefales. Nach Abkippen des Isopropanoliuberstands wurden die Pellets zweimal mit 1 ml
75 % Ethanol durch kréftiges Schiitteln auf dem Schittler und Zentrifugieren (10 min,
12.000 x g, 4 °C) gewaschen. Die Pellets konnten unter dem Abzug trocknen und wurden

anschlieBend in 50 pl DEPC behandeltem Wasser resuspendiert und bei -80 °C gelagert.

2.2.3.2 Photometrische Messung der RNA-Proben

Die photometrische Messung der RNA-Proben geschah analog zur DNA-Messung (s.
2.2.2.2). Fir eine korrekte Datenanalyse erfolgte innerhalb der Gen5™ Software eine Umstel-
lung auf RNA.
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2.2.3.3 Bestimmung der RNA-Integritat

Die Qualitatsprifung der isolierten RNA erfolgte mit der automatisierten Kapillar-
Elektrophorese mittels Lab-on-Chip-Technologie im 2100 Bioanalyzer. Die Proben und die
im Kit (Agilent RNA 6000 Nano Kit) enthaltene RNA-Leiter (Standard) wurden in die Vertie-
fungen des RNA 6000 Nano Chips pipettiert. Uber in das Glas eingesetzte Mikrokapillaren
wurden sie in eine Trennkapillare geleitet, wo die einzelnen Fraktionen der RNA elektropho-
retisch entsprechend ihrer FragmentgrofRe separiert und Uber laserinduzierte Fluoreszenz de-
tektiert wurden. Die Analyse samtlicher RNA-Fragmente wurde mit dem Agilent RNA 6000
Nano Kit, wie im beigefligten Quick Start Guide beschrieben, durchgefiihrt. Eine nach dieser
Anleitung optionale Hitze-Denaturierung der RNA-Proben erfolgte nicht.

Die Ergebnisse wurden in einem Elektropherogramm und einem Gel-ahnlichen Bild darge-
stellt. Zudem generierte die Bioanalyzer Software die sogenannten RNA-Integritats-Nummern
(RIN). Sie werden, anders als bei anderen Methoden, nicht nur Gber die prozentualen Verhélt-
nisse der ribosomalen RNA (rRNA)-Molekule 28S und 18S berechnet, sondern durch die
Analyse der gesamten elektrophoretischen Spur der RNA. Die RIN wurde mit den Werten 1,
fiir komplett degradierte und fragmentierte RNA, bis 10, flr intakte RNA, charakterisiert. Die
RIN kann, wenn ein sogenannter Hidden-Break auftritt, nicht berechnet werden. In diesem
Fall muss die Qualitat der RNA durch eine visuelle Inspektion der Elektropherogramme und

der digitalen Gelbilder bestimmt werden.

2.2.3.4 DNase I-Behandlung der RNA

Um die erhaltene Gesamt-RNA von DNA-Kontaminationen zu befreien, wurden die Proben
mit DNase | behandelt. In einem Reaktionsansatz waren enthalten: 1 pg der Gesamt-RNA, 1X
Reaktions Puffer DNase | mit Magnesiumchlorid und 1 U RNase-freie DNase | sowie DEPC
behandeltes Wasser ad 10 pl. Nach einer Inkubation bei 37 °C im Wasserbad fur 30 min wur-
den 50 nmol EDTA hinzugegeben und erneut fur 10 min bei 65 °C inkubiert. Die mit DNase |
behandelte RNA wurde bei -80 °C gelagert.

2.2.3.5 Reverse Transkription

Um die Transkriptmenge der CYP-Gene mit Hilfe der quantifizierenden Echtzeit-PCR zu
bestimmen, ist es notig, aus der gereinigten RNA mit Hilfe des Enzyms Reverse Transkriptase
(RT) cDNA zu synthetisieren. Daflr wurde das DyNAmo cDNA Synthesis Kit verwendet,
welches die Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase RNase H+ (M-

MLV RT, RNase H+) enthélt. Fiir die Reaktion wurden je 50 ng RNA verwendet. Die Reakti-
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onsvorbereitung sowie die Inkubation im Thermozykler wurden nach Herstellerangaben
durchgefuhrt. Zur Detektion mdglicher Kontaminationen wéhrend der quantitativen PCR,
wurden Minus RT Kontrollen (-RT-Kontrollen) in den Versuch integriert. Diese Kontrollpro-
ben enthielten die gleichen Reaktionskomponenten ohne Zugabe von Reverse Transkriptase.
Um nach der reversen Transkription mdgliche Kontaminationen durch gDNA zu detektieren,
wurden die cDNA und die genomische DNA der einzelnen Amplifikate auf einem Gel vergli-
chen (s. 2.2.2.4). AnschlieRend wurde die cDNA bis zur Quantifizierung per gRT-PCR bei -
20 °C gelagert.

2.2.3.6 Herstellung der Plasmid-Standards und des Kalibrators

Zur Evaluation der genspezifischen PCR-Effizienzen wurden verschiedene Verdinnungen
einer Probe mit bekannter Konzentration hergestellt und in jedem Lauf mit analysiert.

Zur Herstellung der Verdunnungen wurde die DNA einer mannlichen Wanze des wirkstoff-
sensiblen UBA-Stamms mit dem NucleoSpin® Tissue Kit isoliert. Es wurde das gleiche Isola-
tionsprotokoll wie in 2.2.2.1 beschrieben verwendet, mit dem Unterschied, dass die DNA auf
einzelnen Silikat-S&ulchen durch Zentrifugation (13.793 x g) isoliert wurde. Die Amplifika-
tionen der vier CYP- und drei Referenz-Gene erfolgten wie unter Punkt 2.2.2.3 beschrieben
mittels konventioneller PCR mit denselben Primern wie fir die gRT-PCR. Die
Annealingtemperatur der verschiedenen Primerpaare von 60 °C wurde zuvor durch eine kon-
ventionelle Gradienten-PCR ermittelt. Die PCR-Produkte wurden anschliefend in einem Gel
uberpruft (s. 2.2.2.4), gereinigt (s. 2.2.2.5) und Kloniert (s. 2.2.2.6). Nach dem Restriktions-
verdau mit EcoRI und der Uberpriifung der Proben auf dem Agarosegel (s. 2.2.2.4) wurden
die Proben bei LGC sequenziert und mit dem Programm Clone Manager Professional Versi-
on 9.2 untersucht (Ablauf wie in 2.2.2.6 beschrieben). Die Sequenzen der Referenzgene und
des CYP-Gens cyp397al wurden mit den kodierenden DNA-Sequenzen aus der Genbank des
NCBI verglichen. Die einzelnen Zugangsnummern der Referenzgene lauten: rpl8
(EZ419796.1), rplll (EZ419774.1), rpsl6 (EZ419784.1), cyp397al (IN624742.1). Als Refe-
renzsequenzen fiir die Gbrigen drei CYP-Gene wurden die Konsensus-Sequenzen (Uberlap-
pende Sequenzen aus vielen einzelnen Sequenzierungen) von ZHU et al. (2013) verwendet.
Die Konzentrationen der einzelnen Plasmid-Proben wurden mittels photometrischer Messung
(s. 2.2.2.2) bestimmt. Fir die Berechnung der Verdinnungsreihen war es notig, das gemesse-
ne Gewicht pro Volumen in Kopienzahl pro Volumen umzurechnen (STAROSCIK 2004).
Neben der Menge der Amplifikate wurde die Lange der Amplifikate, d.h. in diesem Fall die

Lange des jeweiligen Templates addiert mit der L&ange des -eingesetzten Vektors
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(pCR™4Blunt-TOPO®, 3956 bp), bendtigt. Zur Berechnung wurde angenommen, dass das
durchschnittliche Gewicht eines Basenpaars 650 g/mol betragt. Mit Hilfe der Avogadro Kon-
stante (6,022x10%* Molekiile/mol) konnten die Molekiile der PCR-Produkte pro Gramm be-
rechnet werden. Unter der Berlicksichtigung der Umrechnung von Gramm auf Nanogramm,

lautet die endgultige Formel:

(Menge des Amplifikats [ng] * 6,022 x 10%3[Molekiile /mol]
(Lange des Amplifikats [bp] * 1 X 10°[g/mol] * 650[bp]

Kopienzahl =

Fiir alle Proben wurden zunéchst Verdiinnungen mit 4 x 10® Kopien, die bei -20 °C gelagert
werden konnten (Lagerverdinnung), hergestellt. Daraus konnten die weiteren Verdinnungs-
stufen jedes Mal frisch gemischt werden. Dies war wichtig, da sich Nukleinsauren in gerin-
gem Malie an die Wé&nde der Reaktionsgefalie lagern kdnnen und somit in niedrigen Verdin-
nungen die Messungen verfalscht werden. Fir alle Gene wurden aus der Lagerverdiinnung
sieben serielle Verdiinnungen in Zehner-Schritten der GroRenordnung 4 x 10° bis 40 Kopien
hergestellt. In einer gRT-PCR wurde der grofite dynamische Bereich, d.h. die kleinsten und
grofiten Verdiinnungen mit messbaren Cq-Werten, festgelegt und die Lagerverdiinnungen und
Verdunnungsstufen angepasst. Die finalen Verdiinnungsstufen waren fiir rpl8, rpsl6 und
cyp6dnl 4 x 10° bis 40, fiir rpl11, cyp398al und cyp4cml 1 x 10’ bis 10 sowie 4 x 10° bis 4
flr cyp397al.

Da nicht alle Proben gleichzeitig untersucht werden konnten, wurde in jedem Analyselauf ein
Kalibrator mit amplifiziert. Die Software nutzt diesen automatisch als Bezugspunkt zwischen
den einzelnen Analyseldufen. Dadurch werden die technischen Variationen von Lauf zu Lauf
korrigiert und die Software kann fur weitere Berechnungen annehmen, dass alle Proben in
einem Analyselauf untersucht werden. Zu diesem Zweck wurde die cDNA der zehn UBA-
Proben zu gleichen Volumina gemischt und bei jedem Analyselauf mit amplifiziert.

2.2.3.7 Protokoll der grRT-PCR

Fiir die qRT-PCR wurde der bereits gemischte 2X GoTaq® gPCR Master Mix verwendet. Die
Zusammensetzung ist im Benutzerhandbuch wegen laufender Patentverfahren eines neu ent-
wickelten Fluoreszenzfarbstoffes nicht genau beschrieben. Fir einen 50 ul Reaktionsansatz
wurden 25 pl 2 X GoTagq® gPCR Master Mix, 19 pl DEPC behandeltes Wasser, je 1 pl Vor-
warts- und Ruckwartsprimer sowie 4 ul cDNA hinzugegeben. Da die verwendete GoTaq®

Hot Start Polymerase bei niedrigen Temperaturen inaktiv ist, konnte die Reaktionsmischung
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bei Tr erfolgen. Alle Reaktionen wurden in weillen 96-Well-Platten mit dem Bio-Rad CFX96
real-time PCR detection system durchgeflhrt. Auf jeder Platte wurden neun biologische Rep-
likate der jeweiligen Bettwanzenproben, der Kalibrator sowie sieben Verdinnungen des
Plasmid-Standards eines Gens im Doppelansatz mit jeweils zwei komplementéren -RT-
Kontrollen untersucht. In den restlichen sechs Wells befand sich die negative
Reagenzienkontrolle (NTC = No Template Control), ein Reaktionsansatz mit 4 ul DEPC be-
handeltem Wasser anstelle der cDNA.

In vorangegangenen Gradienten-PCRs wurde die optimale Hybridisierungstemperatur der
Primer ermittelt. Die initiale Denaturierung erfolgte fur 2 min bei 95 °C. Darauf folgten 49
gleichartige Temperaturzyklen bestehend aus Denaturierung bei 95°C fur 15s sowie
Primerhybridisierung und Elongation bei 60 °C fir 60 s. Nach Abschluss der Zyklen folgte
die Dissoziation zur Erstellung einer Schmelzkurve. Dazu wurde die Temperatur von anfang-
lichen 60 °C alle 5 s um 0,5 °C auf ein Maximum von 95 °C erhoht.

Bei einer Abweichung der Cg-Werte von mehr als 0,5 innerhalb eines Doppelansatzes oder
von mehr als 5 zwischen den Proben und der NTCs oder den —RT-Kontrollen wurden die
Proben erneut mittels qRT-PCR untersucht.

2.2.4 Testsystem fur die Uberprifung der Wirksamkeit von Kontaktinsek-
tiziden gegen C. lectularius

In der dieser Arbeit vorangegangenen Diplomarbeit wurde ein Testsystem fir die Uberprii-
fung der Wirksamkeit von Kontaktinsektiziden gegen Bettwanzen entwickelt. Die Methode
basiert darauf, dass die Priftiere, angelockt durch einen spezifischen Reiz, gemaR ihres natlr-
lichen Verhaltens Uber mit Insektizid behandelte Oberflachen laufen. Dieser Wahlversuch
wurde entwickelt, um neben dem tblichen UBA-Zwangsversuch (s. 2.2.6) die Wirksamkeit
von Kontaktinsektiziden unter méglichst praxisnahen Bedingungen zu testen. Ein solches
Testdesign entspricht den fir die Biozidproduktzulassung geforderten simulated use—Tests
(EUROPEAN UNION 2012). Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Wahlversuch um ein neues
Kastensystem erweitert, da in den zuvor verwendeten Testrohren lediglich flexible Materia-
lien wie Tapete und Teppich untersucht werden konnten. Das Kastensystem erlaubt durch
seine Konstruktion auch die Prifung unflexibler Prufoberflachen wie Sperrholz und

Hornitex® (Laminat).
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2.2.4.1 Versuchsaufbau

Die Versuche wurden in zwei identischen Versuchsanlagen mit je einem individuellen Prif-
kastensystem zum Einsetzten verschiedener Priifoberflachen durchgefiihrt (schematische Ge-
samtdarstellung siehe Abb. 13). Eine Versuchsanlage (Abb. 9) bestand aus einem
Plexiglaszylinder mit abnehmbarem Deckel auf einer Kunststoffréhre als Sockel. Auf dessen
Ruckseite war 10 cm uber dem Behélterboden ein Plexiglasrohr eingelassen. Dort wurde ein
Silikonschlauch durch einen Stopfen in das Innere des Behalters hineingefuhrt und am ande-
ren Ende mit einer Ansaugpumpe verbunden. An der Pumpe war zudem ein zweiter Silikon-
schlauch befestigt, durch den die angesaugte Luft aus dem Prifraum geleitet wurde. Auf der
Vorderseite des Plexiglasbehalters befand sich, direkt mit dem Behalterboden verbunden, ein
zweites Plexiglasrohr. Dieses Rohr war (ber eine Flanschverbindung mit dem jeweiligen

Prufkastensystem verbunden.

Abb. 9: Aufbau der Wahlversuchsanlage. 1 Sockel des Plexiglasbehélters, 2 Plexiglasbehdlter mit Wanzenta-
sche, 3 Plexiglasronr mit Stopfen und Absaugschlauch (g1 cm), 4 Plexiglaskasten, verbunden mit dem
Plexiglasbehdlter, 5 Stahlbehdlter mit Deckel, 6 Plastikschlauch zur CO, Zufuhr (g 0,5 cm) hinter dem Durch-
flussmesser, 7 Gasdurchflussmesser, 8 Plastikschlauch fir die CO, Zufuhr (# 0,5 cm) vor dem Durchflussmes-

ser, 9 Spezialtisch mit Paraffindl in der Rinne am Rand.

e

An der gegentberliegenden Seite des Kastens war ein weiteres Plexiglasrohr angeflanscht,

welches wiederum Uber einen Flansch mit einem Stahlbehélter mit abnehmbarem Deckel
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(Abb. 10) verbunden war und 10 cm in diesen hineinreichte. Unter dem Ende dieses Rohrs
stand ein Glasbecken als Auffangbehalter der Gber die Priifoberflache gelaufenen Bettwanzen.
Der Auffangbehalter enthielt zwei Rundfilter aus Papier als Versteck flr die Priftiere. Damit
die Wanzen wahrend eines Versuchs nicht herauslaufen konnten, wurde der obere Rand des
Beckens mit Polytetrafluorethylen ausgegossen. Im Stahlbehélter befanden sich auRerdem ein
Quecksilberthermometer zur Temperaturiiberwachung neben dem Glasbecken, ein Plastik-
schlauch fiir die CO,-Zufuhr etwa 5 cm vor der Rohr6ffnung und ein mit 300 ml Leitungs-
wasser gefullter Erlenmeyerkolben auf einer Heizplatte direkt an der Riickwand des Stahlbe-
hélters (Abb. 10).

Abb. 10: Innenansicht des Stahlbehilters der Wahlversuchsanlage. 1 Plexiglasrohr mit Offnung in den Stahlbe-
halter, Uber Flanschschraubverbindungen mit dem Plexiglaskasten und dem Stahlbehalter verbunden, 2 Auffang-
becken, 3 Plastikschlauch fiir die CO,-Zufuhr (2 0,5 cm) hinter dem Durchflussmesser, mittels einer Schraub-
zwinge an der ehemaligen Trennwand des Stahlbehalters befestigt 4 Thermometer, 5 Heizplatte und mit Lei-
tungswasser gefillter Erlenmeyerkolben mit Petrischale als Abdeckung.

Die Wassertemperatur betrug 80 °C - 85 °C, wodurch eine Lufttemperatur von 30 °C - 37 °C
im gesamten Stahlbehalter erzeugt wurde. Durch die Erhéhung der Lufttemperatur und des
CO,-Gehalts im Stahlbehalter wurde das Vorhandensein eines Wirtes simuliert, das die Bett-

wanzen zum Uberqueren der Priifoberflachen veranlassen sollte. Durch die Ansaugpumpe
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wurde berschiissiges CO, aus dem System entfernt, was dazu fiihrte, dass die Bettwanzen die

Reizquelle schneller detektieren konnten (Vorversuche).

Abb. 11: Plexiglaskasten der Wahlversuchsanlage. 1 Plexiglasrohr (untere Seite mit Kreppband beklebt), fest
mit dem Plexiglasbehélter und Uber Flanschschraubverbindungen mit dem Plexiglaskasten verbunden, 2
Plexiglaskasten mit Boden fiir flexible Oberflachen (hier: Tapete), Uber Flanschschraubverbindungen mit je
einem Plexiglasrohr zum Plexiglashehélter und Stahlbehdlter verbunden, 3 Plexiglasrohr (untere Seite mit
Kreppband ausgelegt) mit Offnung in den Stahlbehilter, tber Flanschschraubverbindungen mit dem
Plexiglaskasten und dem Stahlbehélter verbunden, 4 Stahlbeh&lter mit Reizquellen und Auffangbecken, 5
Plexiglaskasten ohne Boden fiir unflexible Oberflachen (hier: Sperrholz), tber Flanschschraubverbindungen mit
je einem Plexiglasrohr zum Plexiglasbehélter und Stahlbehélter verbunden, 6 Schraubzwingen zum Befestigen
der festen Priifoberflachen als Boden des bodenlosen Plexiglaskastens, 7 Mit Paraffindl gefullte Rinne des Spe-
zialtisches.

Wahrend der Versuche wurden die Temperatur und die Luftfeuchtigkeit im Prifraum mit ei-
nem Thermohygrographen berwacht. Fir die Gewahrleistung der stetigen CO,-Zufuhr war
ein Plastikschlauch tber einen Druckminderer an eine 30 kg CO,-Flasche angeschlossen. Fr
die exakte Einstellung der Gasflussrate war der Schlauch mit einem Gasdurchflussmesser
verbunden. Ein zweiter Schlauch am Ausgang des Durchflussmessers wurde an einem Stativ
mittels Schraubzwingen befestigt und an dessen Ende ein T-Stiick Verbinder mit je einem
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weiteren Schlauch angebracht. Uber Bohrungen in der Rickwand des Stahlbehalters wurden
die Schlauche mittels einer Schraubzwinge an der ehemaligen Trennwand des Stahlbehalters
ca. 5cm vor dem Plexiglasrohr und dem Auffangbehélter befestigt. Somit konnte CO, aus

einer Flasche in beide Anlagen gleichzeitig geleitet werden.

Als Weiterentwicklung des ursprunglichen Versuchsaufbaus wurden zwei unterschiedliche
Plexiglaskédsten mit abnehmbaren Deckeln integriert (Abb. 11). In den Plexiglaskasten mit
Boden konnten flexible Prifoberflachen wie Tapete oder Teppich mit doppelseitigem Klebe-
band befestigt werden. Der Boden war mit einer Bohrung (@ 2 cm) versehen, Uber die die ein-
geklebten Oberflachen von unten abgeldst werden konnten. Wahrend des Versuchs wurde die
Offnung durch einen Plexiglasring und Gaze verschlossen. Bei der Konstruktion des zweiten
Plexiglaskastens wurde der Boden vollstandig weggelassen. Dadurch konnten unflexible
Priifoberflachen wie Sperrholz oder Hornitex® mit Hilfe von vier Schraubzwingen direkt an

der Unterseite des Kastens befestigt werden und den Boden ersetzen.

Um sicherzustellen, dass keine Versuchstiere aus dem Priifsystem entkommen konnten, stan-
den die Versuchsanlagen auf einem Spezialtisch, der durch eine mit Paraffindl geftllte Rinne
begrenzt wurde (Abb. 9).

2.2.4.2 \Wanzentasche

Die Bettwanzen wurden gemal ihres natirlichen Verhaltens in einem Versteck (Wanzenta-
sche) in der Versuchsanordnung positioniert. Diese Wanzentasche bestand aus einem halben
Blatt Kiichenrolle, welches langs, knapp unter der Mitte einmal gefaltet wurde, wodurch die
Halften um ca. 1 cm versetzt aufeinander lagen. AnschlieRend wurden die Offnungen links
und rechts mit Kreppband von beiden Seiten zugeklebt, so dass eine Tasche entstand
(Abb. 12A).

Uber die obere Offnung wurde eine definierte Anzahl Wanzen aus einem Rollrand-Glas hin-
eingeschittet. Durch die versetzte Faltung konnte die Wanzentasche mit nur einem Klebe-
streifen zligig verschlossen werden. Damit sich die Bettwanzen nach dieser Prozedur beruhi-
gen und aggregieren konnten, wurde die Wanzentasche bereits eine Stunde vor Versuchsbe-
ginn fest mit Kreppband in die Mitte des Plexiglasbehélters geklebt. Zu Beginn des Versuchs
wurde die Oberseite sternférmig aufgeschnitten und die Tiere konnten herauslaufen

(Abb. 12B).
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Abb. 12: Wanzentasche, Bettwanzenversteck im Wahlversuch. A gedffnet ohne Wanzen, B Behalter mit einge-
klebter und sternférmig aufgeschnittener Wanzentasche sowie herausgelaufenen Cimex lectularius.

2.2.4.3 Prufoberflachen

Fur die Erprobung der neu integrierten Plexiglaskasten wurden Tapete und Teppich als flexib-
le, sowie Sperrholz und laminiertes Holz (Hornitex®) als unflexible Materialien mit unter-
schiedlichen Sorptionseigenschaften und Oberflachenstrukturen verwendet. In einem UBA-
internen Test mit Stubenfliegen wurden alle Materialien fur Prufoberflachen auf
Insektizidfreiheit untersucht. Dafur wurden wirkstoffsensible Musca domestica unter Acryl-
glasgazeringen (2 8 cm, Hohe: 2,7 cm) auf die zu prifenden Oberflachen und als Kontrolle
auf Glasplatten (je 13 cm x 13 cm) gekéfigt und die Mortalitat 24 h p.a. bewertet. Lag der
Mittelwert der Mortalitat bei den Fliegen auf den zu prifenden Oberflachen nicht mehr als
5% Uber dem Mittelwert der Mortalitdt der Kontrolltiere, konnten die Oberflachen fur die
Versuche verwendet werden. In den Kasten mit Boden wurden mit Kontaktinsektizid behan-
delte Tapeten- und Teppichstreifen (19 cm x 9 cm) passgenau mit doppelseitigem Klebeband
eingeklebt. Die unflexiblen Materialien Sperrholz und Hornitex® (19,5 cm x 10 cm) wurden
hingegen mit vier Schraubzwingen als Boden unter dem Plexiglaskasten angebracht. Voran-
gegangene Versuche ergaben, dass die Versuchstiere in den Plexiglasrohren ausrutschten,
umfielen und Schwierigkeiten hatten, sich wieder in die ventrale Position zu bringen. Aus
diesem Grund wurde auf die jeweiligen Unterseiten der Verbindungsrohre Kreppband ge-
klebt. Die letzten 1,5 cm vor dem Rohrende tber dem Auffangbecken wurden absichtlich

ausgespart, damit die Tiere leichter hineinfielen.
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2.2.4.4 Behandlung der Prufoberflachen

Um die Funktion des neuen Kasten-Prifsystems mit der des zuvor verwendeten Testrohren-
Prufsystems zu vergleichen, wurden die Priifoberflachen jeweils mit den gleichen Insektiziden
behandelt. Insektizid A enthiellt Alphacypermethrin (Pyrethroid) und Insektizid B Bendiocarb
(Carbamat) als Wirkstoff. Beide Mittel sind Kontaktinsektizide mit schneller Sofort- sowie
einer langer anhaltenden Residualwirkung. Die Tauglichkeit der neuen Késten der Wahlver-
suchsanlage sollte praxisnah getestet werden, zugleich sollten die Unterschiede in der Wir-
kung der Insektizide auf den verschiedenen Oberflachen klar erkennbar sein. Aus diesem
Grund wurden die Insektizide nach Herstellerangaben fur nicht sorptive Oberflachen mit Lei-
tungswasser verdinnt. Normalerweise wurde auf sorptiven Oberflachen die doppelte Menge
ausgebracht werden. Die Insektizidlésungen wurden in ein Nasensprihgerét (TropfchengroRe
50 um bis 150 um) geflllt und mittels eines Kompressors (2 bar) gleichmaRig auf die Prif-
oberflachen gebracht. Dafur wurden die Prufoberflachen auf einer mit Filterpapier bespannten
Spanplatte (50 cm x 50 cm) mit Klebwachs befestigt und in einem Abzug unter Einhaltung
der Sicherheitsbestimmungen (Schutzkleidung und Gasmaske) eingespriiht. Die Prifoberfla-
chen wurden fiir eine Stunde an der Luft getrocknet und anschlieRend in die Versuchsanlagen
eingesetzt. Pro Versuch wurden je drei Prufoberflachen mit Insektizid behandelt, wovon eine
direkt nach der Trocknung, und zwei weitere, zur Uberpriifung der Residualwirkung der In-
sektizide, nach einer bzw. zwei Wochen Belagsalterung eingesetzt wurden. Bis zu ihrem Ein-
satz wurden diese Priifoberflichen in Melaminschalen abgedeckt mit Filterpapier im
Prufraum gelagert. Jeder Versuch wurde an drei aufeinanderfolgenden Tagen durchgefihrt.
So war der Zeitabstand zwischen Behandlung der Prifoberflachen und Wirksamkeitsprufung
zur Uberpriifung des Testsystems immer gleich.

2.2.4.5 Durchfihrung des Wahlversuchs

Zur Uberpriifung des Testsystems unter Verwendung der neu entwickelten Priifkasten wurden
insgesamt acht Versuchskombinationen mit den Insektiziden A und B sowie den vier Pruf-
oberflachen (s. 2.2.4.3) getestet. Es konnten immer zwei Versuche gleichzeitig mit je einer
flexiblen und unflexiblen Oberflache, behandelt mit dem gleichen Insektizid, durchgefuhrt
werden. Eine Stunde vor Versuchsbeginn wurden die Wanzentaschen eingeklebt und die
Heizplatten eingeschaltet. Mussten fir die Versuche Prifoberflachen frisch mit Insektizid
behandelt werden, erfolgte die Trocknung in dieser Stunde parallel. AnschlieRend wurden die

Prufoberflachen je nach Beschaffenheit mit der behandelten Seite nach oben entweder einge-
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klebt oder mit den Schraubzwingen befestigt. Mit Hilfe des Gasdurchflussmessers wurde die
fir die maximale Laufrate der Bettwanzen optimale CO,-Durchflussrate von 0,75 I/min ein-
gestellt, welche aus den vorangegangenen Versuchen mit dem Testrohrensystem in VVorversu-
chen an das neue Kastensystem angepasst worden war. Zuletzt wurde die Ansaugpumpe ein-
geschaltet, der Raum abgedunkelt und die Wanzentaschen mit einer Schere sternférmig auf-
geschnitten. Um die natirliche letale Schadigung der in den Versuch eingesetzten Tiere zu
ermitteln, wurde parallel zum Wahlversuch eine Kontrolle mit Bettwanzen aus dem gleichen
Zuchtansatz in eine Glaspetrischale (g 9 cm) mit zwei Rundfiltern (g 7 cm) als Versteck ein-
gesetzt und in den Prufraum gestellt. Sowohl in die Wanzentaschen der Versuchsanlagen als
auch in die Petrischale wurden 100 Tiere im gleichen Geschlechterverhéltnis eingesetzt. Nach
24 h wurden diejenigen Tiere, die sich auBerhalb der Wanzentasche authielten als ,,gelaufen®

(mit Insektizid in Kontakt gekommen) gewertet.

Dazu wurden die Tiere, ihrem Aufenthaltsort in der Versuchsanlage entsprechend, in Petri-
schalen (g 9 cm) mit zwei Rundfiltern (g 7 cm) sortiert: Tiere in der Wanzentasche (nicht ge-
laufen), Wanzen im Behélter (gelaufen), Kasten und Becken (gelaufen). Zur Beurteilung des
Prufsystems wurden ausschlieBlich die gelaufenen Wanzen bis 7 d nach Expositionsbeginn,
finf bis sechs taglichen (samstags in einigen Fallen, sonntags nie) visuellen Wirksamkeits-
kontrollen unterzogen und die Eiablage dokumentiert. Dieser Nachbeobachtungszeitraum
stiitzt sich auf die in den nach 818 Infektionsschutzgesetz (IfSG) durchgefuhrten UBA-
Zwangsversuchen angewandten zeitlichen Kriterien. Der Schadigungsgrad der einzelnen Tie-
re wurde gemaR der in Tabelle 6 dargestellten Beurteilungskriterien festgelegt. Die Beurtei-
lung der Tiere erfolgte durch Pinzettenreiz, visuell unter einem Binokular. Die jeweiligen
Insektizide wurden im Sinne des § 18 IfSG mit der Zielsetzung der irreversiblen Schadigung
(d. h. ausbleibende Wiedererholung bis zum Versuchsende) bei 100% der Tiere getestet. Bei
einer Kontrollmortalitat von tber 5 % wurden die Ergebnisse mittels der Abbott-Formel kor-
rigiert (ABBOTT 1925).

Um die Reproduzierbarkeit der verschiedenen Versuchskombinationen des neu entwickelten
Prufkastensystems des Wahlversuchs zu testen, wurde jeder Versuch an drei aufeinanderfol-
genden Tagen wie oben beschrieben durchgefiihrt. Alle Versuchskombinationen wurden mit
frisch eingespriihten, einer Woche gealterten und zwei Wochen gealterten, behandelten Ober-
flachen getestet. Ein kompletter Versuch lief dementsprechend tber drei Wochen.
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Abb. 13: Schematische Darstellung der Wahlversuchsanlage (AuBenmal; nicht mafstabsgetreu). 1 Sockel des Plexiglasbehalters, 2 Plexiglasbehélter mit Wanzentasche, 3
Plexiglasrohr mit Stopfen und Absaugschlauch (g 1 cm), 4 Plexiglasrohr ist fest mit dem Plexiglasbehélter und Uber Flanschverbindungen mit dem Plexiglaskasten verbunden, 5
Plexiglaskasten, Version mit Loch und Gaze fiir flexible Oberflachen (z.B. Tapete), durch Flanschschraubverbindungen mit dem Rohr des Plexiglasbehalters und dem Stahlbehél-
ter verbunden, 6 Plexiglaskasten, Version ohne Boden mit Schraubzwingen fir unflexible Oberflachen (Bsp. Holz), durch Flanschschraubverbindungen mit dem Rohr des
Plexiglasbehdlters und dem Stahlbehélter verbunden, 7 Plexiglasrohr, abnehmbar und durch eine Flanschschraubverbindung am Stahlbehélter befestigt, 8 Stahlbehdlter mit De-
ckel und Bellftungsbohrungen (g 0,1 cm), 9 Plastikschlauch fir CO, Zufuhr (# 0,5 cm), 10 Auffangbecken mit Rundfilterpapier, 11 Heizplatte mit Erlenmeyerkolben (500 ml).
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Tab. 6: Beurteilungskriterien des Schadigungsgrads von Cimex lectularius in der Wirksamkeitskontrolle des
Wahl- und Zwangsversuchs (UBA).

Schadigungsgrad ~ Abkiirzung  Definition

vital A Vollig gesundes Erscheinungsbild, ohne motorische Beeintréchtigungen
leicht geschadigt B Unkoordinierte, taumelnde Bewegung, auch auf Pinzettenreiz

Bewegung der Extremitéten, keine eigenstandige Drehung von Riicken-

schwer geschadigt C lage in Bauchlage

letale Schadigung D Keine dulReren Bewegungen, Darmperistaltik vorhanden

tot E Keine dulReren Bewegungen, keine Darmperistaltik vorhanden

2.2.5 Wahlversuch zur Untersuchung der Wirksamkeit von Insektizid A
auf den AS-Feldstamm

In dem Wahlversuch sollte die Wirksamkeit eines Pyrethroids (Insektizid A) in der vom Her-
steller empfohlenen Aufwandmenge unter praxisahnlichen Bedingungen an einem Pyrethroid-
toleranten Bettwanzenstamm aus einer Befallsstelle getestet werden. Dazu wurde der AS-
Feldstamm verwendet, da er im Filterkontaktbiotest den héchsten R; aufwies.

Das Kontaktinsektizid A (s. 2.2.4.4) wurde auf der Prufoberflache Tapete ausgebracht. Die
einzelnen Versuche wurden wie unter 2.2.4.5 beschrieben in der Versuchsanlage mit dem

Prufkastensystem fur flexible Oberflachen durchgefihrt.

2.2.6 UBA-Zwangsversuch zur Untersuchung der Wirksamkeit von Insek-
tizid A gegen den AS-Feldstamm

Die praxisrelevante Prifung auf Wirksamkeit von Kontaktinsektiziden gegen die Bettwanze
C. lectularius wird im FG IV 1.4 des UBA (blicherweise in einem Zwangsversuch durchge-
fuhrt (UBA-Zwangsversuch). Bei dieser Methode haben Bettwanzen einen zeitlich definierten
Zwangskontakt mit mit Insektizid behandelten Oberflachen. Im Vergleich zum Wahlversuch
sollte auch die Aussagekraft des UBA-Zwangsversuchs im Hinblick auf die Wirkung des py-
rethroiden Insektizids A auf den AS-Feldstamm auf Tapete getestet werden.
Anders als im Wahlversuch lag das Tapetenstiick (10 cm x 10 cm) hier in Petrischalen
(2 14 cm). Diese wurden auf zwei Einmal-Reagenzreservoirs aus Kunststoff gestellt, die sich
in Melaminschalen (35 cm x 25 cm x 4 cm) befanden. Die Flucht der Wanzen aus dem Ver-
suchssystem wurde dadurch verhindert, dass die Melaminschalen ca. 1 cm hoch mit einer
Wasser-Spulmittel-Losung geftllt wurden. Damit die Tiere die Oberflachen nicht verlassen
konnten, wurde pro Ansatz ein Glasring (¢ 8 cm x 2 cm) auf die Tapetenstiicke gestellt (Abb.
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14). Fur die Versuche wurden je sechs ménnliche und sechs weibliche C. lectularius mit einer
Federstahlpinzette in Rollrand-Glaser Gberflihrt und dann mittig auf die Tapete gekippt. Ob-
wohl Bettwanzen an Glas nur selten hochklettern kénnen, wurden die Glasringe mit Deckeln

von Petrischalen (# 9 cm) verschlossen.

Abb. 14: Versuchsaufbau des UBA-Zwangsversuchs. A In eine Petrischale (g 14 cm) hineingelegtes Tapeten-
stlick (10 cm x 10 cm) als Priifoberflache. Die Petrischale wurde auf ein Einmal-Reagenzreservoir aus Kunst-
stoff gestellt, welches sich in einer Melaminschale (35 cm x 25 cm x 4 cm) befand. Der Glasring (g 8 Cm; hier
ohne Petrischalendeckel) auf der Tapete verhinderte, dass die Wanzen die Oberflache verliefen. B Doppelansatz
der in A beschrieben fir den UBA-Zwangsversuch vorbereitete Petrischalen.

Da es sich beim AS-Stamm um einen Feldstamm mit erh6htem R; handelte, wurden Einwirk-
zeiten von 2 h, 4 h und 24 h Dauerkontakt gewéhlt. Fur die Reproduzierbarkeit wurden pro
Einwirkzeit drei parallele Versuche durchgefihrt. Als Kontrolle wurde die gleiche Anzahl
Bettwanzen in drei Replikaten fiir 24 h auf mit Leitungswasser behandelte Tapetenstlicke ge-
setzt.

Die Tapetenstiicke wurden wie in Punkt 2.2.4.4 beschrieben behandelt und getrocknet. Aqui-
valent zum Wahlversuch wurde auch im UBA-Zwangsversuch die Residualwirkung des In-
sektizids A auf den AS-Stamm uberprift. Die Bettwanzen wurden wie in Tabelle 6 beschrie-
ben beurteilt und die Eiablage dokumentiert. Bei einer Kontrollmortalitat von Gber 5 % wur-
den die Ergebnisse mittels der Abbott-Formel korrigiert (ABBOTT 1925).
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2.2.7 Erprobung einer Blutfutterungsanlage fur die Massenzucht von C.
lectularius

Im Sinne des Tierschutzes wurde als potentielle Alternative zu der Futterung der Bettwanzen

am Kaninchen ein System zur artifiziellen Blutfitterung gepruft.

2.2.7.1 Versuchsaufbau

Alle Versuche zur artifiziellen Blutfutterung wurden mit einer von der Firma Eurofins entwi-
ckelten und im Rahmen dieser Doktorarbeit angepassten Fitterungsanlage durchgefuhrt
(Abb. 15 und 16). Das Zentrum der Fitterungsanlage bildeten vier mundgeblasene, speziell
fiir diesen Versuch angefertigte Glaszylinder, welche tiber Hochtemperatur-Rohrschellen mit
Gummieinlage an einem spezialangefertigten Gestell befestigt wurden. Durch die Verlange-
rung der Seitenwénde Uber den geschlossenen Zylinder hinaus befand sich am oberen Ende
eine Vertiefung, in welche das Blut durch eine vom Wasser umgebene Rohre im Inneren des
Zylinders von unten nach oben hineingepresst werden konnte. Das Blut wurde durch Spritzen
(10 ml) Gber periphere Venenkatheter mit Schlauch in das System gefullt. Dazu wurden die
Kantlen des Venenkatheters mit kleinen Stopfen versehen und in die dafiir vorgesehene unte-
re Offnung jeder Fiitterungseinheit gesteckt.

Die Temperatur des Blutes wurde wahrend der Fltterung auf 37 °C gehalten, indem erwérm-
tes Wasser (41 °C) durch das System geleitet wurde. Zu diesem Zweck hatten die Fitterungs-
einheiten einen unteren Zu- und auf der gegeniberliegenden Seite einen oberen Ablauf. Die
vier Kolben waren dariiber mit Naturkautschukschlduchen (g 0,5 cm, innen) miteinander ver-
bunden, durch das mit Hilfe eines Wéarmethermostats mit Pumpfunktion das Wasser im Sys-

tem erwdrmt und stdndig umgewaélzt wurde.

2.2.7.2 Artifizielle Futterung an der Blutfutterungsanlage

Vor Versuchsbeginn wurde in das Wasserreservoir des Warmethermostats mit integrierter
Pumpe destilliertes Wasser gefullt und die Stopfen mit den Kantlen der peripheren Venenka-
theter mit Schlauch in die unteren Offnungen der Fitterungseinheiten gesteckt. Uber dieses
Spritzen-Katheter-Schlauch-System wurde die Vertiefung des Glaskolbens bis zum Rand mit
Blut gefullt. Das Blut in der Vertiefung wurde mit doppelt gedehntem Parafilm abgedeckt und
mit einem breiten Gummiband verschlossen. Das Wéarmethermostat wurde auf eine Tempera-
tur von 41 °C eingestellt, wodurch eine Bluttemperatur von 37 °C — 38 °C gehalten werden
konnte. Die Bettwanzen wurden in den gleichen mit Gaze und Gummi verschlossenen Wan-

zenglasern, wie bei der Fitterung am Kaninchen beschrieben (2.1.1.1), gefittert.
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Abb. 15: Aufbau der Blutfitterungsanlage. A Holzsockel mit Halterungen und Fatterungseinheiten (leer), daran
angeschlossen das Warmethermostat mit Pumpfunktion im Transparentbad, B Befiillen einer Fitterungseinheit
mittels Spritzen-Katheter-Schlauch-System, C Abdeckung der befillten Vertiefung mit doppelt gedehntem
Parafilm und einem breiten Gummiband, D mit Gaze verschlossene Wanzenglaschen auf die Membranen ge-
setzt.

Dafiir wurden die Wanzenglaser beschriftet und mit einer Analysenwaage gewogen. Nach
Einzdhlung der Tiere wurden die Glaser erneut gewogen. Danach wurden die Glaser ohne
weitere Fixierung vorsichtig kopfiiber auf die Membranen aufgesetzt. Die Futterungsdauer
betrug wenigstens 15 min und hdchstens 30 min. Vorversuche hatten gezeigt, dass eine lan-
gere Futterungszeit die Menge des aufgenommenen Blutes nicht erhdhte. Die aufgenomme-
nen Blutmengen in Gramm, sowie der prozentuale Anteil an vollgesogenen Tieren wurden bei
jeder Futterung dokumentiert. Eine Bettwanze galt als vollgesogen, wenn sie augenscheinlich
ihre maximale Kdrperdehnung erreicht hatte. Die Blutfltterungsanlage wurde ausschlieBlich
mit dem wirkstoffsensiblen UBA-Stamm getestet. Die Bettwanzen wurden wie unter 2.1.1.1
beschrieben gehalten.

2.2.7.3 Bestimmung der Saugraten bei Futterung am Kaninchen

Zur Evaluation der Attraktivitat und Vertraglichkeit verschiedener Blutsorten war es zunéchst

notig, die Saugraten der am Kaninchen gefutterten Tiere zu ermitteln. Daflir wurden je 100
62



Material und Methoden

Tiere der Bettwanzenstadien Juvenile 1 bis 5, sowie Adulte am Kaninchen gefittert. Adulte
Tiere wurden im gleichen Geschlechterverhaltnis eingesetzt. Zur Uberpriifung der Reprodu-
zierbarkeit der Ergebnisse wurde jeder Fltterungsversuch zehnmal wiederholt und somit eine
Gesamtzahl von 1000 Wanzen pro Stadium gefiittert. Die Bettwanzen wurden, wie in der
Zucht des UBA ublich, sieben Tage nach ihrer letzten Blutmahlzeit wie unter Punkt 2.1.1.1
beschrieben am Kaninchen gefittert. Die Vorbereitung der Wanzenglaschen sowie die Wa-
gungen und die Dokumentation wurden entsprechend der artifiziellen Blutfiitterung (s.
2.2.7.2) durchgefuhrt.

2.2.7.4 Attraktivitat verschiedener Blutsorten

In wiederholten Versuchen wurde evaluiert, welche Blutsorte im Vergleich zur Blutfiitterung
am Kaninchen reproduzierbar &hnliche Saugraten hervorbringen wirde. Daflr wurden pro
Futterung 100 adulte C. lectularius mit sechs Futterungen im gleichen Geschlechterverhaltnis
artifiziell an defibriniertem Rinderblut (n = 8), Schweineblut (n = 5) und Schafsblut (n = 9)
wie in Punkt 2.2.7.4 beschrieben gefiittert, und die Saugraten mit denen aus den Fitterungen
am Kaninchen (n = 10) verglichen.

Ein grofl3es Problem war, dass sich wahrend des gesamten Untersuchungszeitraums die Liefe-
rungen des defibrinierten Schweinebluts wiederholt um ein bis zwei Tage verzogerten. Da-
durch war die Kuhlung zu lange unterbrochen, und das Blut wurde aufgrund dieser unsach-
gemaRen Lagerung mit unterschiedlicher Qualitat geliefert. Uberwiegend konnte kein offen-
sichtlicher Unterschied zwischen dem verzdgert gelieferten und dem plinktlich gelieferten und
somit ausreichend gekiihltem Blut festgestellt werden. In Einzelféllen wurde jedoch stark fau-
lig riechendes und violett-schwarz verfarbtes Schweineblut geliefert. Bei Letzterem waren
Abweichungen in den Saugraten durch verminderte Attraktivitat und Vertraglichkeit des Blu-

tes wahrscheinlich, was in n = 6 Ansétzen uberpruft wurde.

Da das offensichtlich verdorbene Schweineblut die fiir Bettwanzen mit Abstand unattraktivste
Blutsorte war, wurde es in den folgenden Zuchtversuchen (2.2.7.5) verworfen und die Futte-
rung ausgesetzt. In Ermangelung einer anderen Schweineblutquelle musste das unsachgemaf
gelagerte Schweineblut, bei welchem kein offensichtlicher Qualitatsverlust festgestellt werden

konnte verwendet werden.
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Abb. 16: Schematische Darstellung der Blutfiitterungsanlage (nicht malstabsgetreu) 1 Holzsockel mit Halterungen fir die Fltterungseinheiten, 2 Fiitterungseinheit (innen
2 5,1 cm) aus Glas; abnehmbar, Gber einen Naturkautschukschlauch mit einer weiteren Futterungseinheit verbunden, 3 Parafilm als Membran tiber der Fltterungseinheit, befestigt
mit einem breiten Haushaltsgummi (g 5 cm), 4 Erlenmeyerkolben (Spezialanfertigung zur Wanzenfitterung), mit Gaze und einem diinnen Haushaltsgummi abgedeckt, 5 Spritze
(10 ml), 6 Peripherer VVenenkatheter mit Schlauch, tber einen Stopfen mit der Fitterungseinheit verbunden, 7 Naturkautschukschlauch verbunden mit der Pumpe, Wasserzufluss

(innen g 0,5 cm), 8 Naturkautschukschlauch verbunden mit dem Wassertank, Wasserabfluss (innen g 0,5 cm), 9 Wéarmethermostat mit Pumpfunktion im Transparentbad, 41 °C
Wassertemperatur.

64



Material und Methoden

2.2.7.5 Zuchtversuch mittels artifizieller Fltterung

Zum Vergleich der beiden Futterungsmethoden wurden je eine Bettwanzengeneration artifizi-
ell (s. 2.2.7.2) mit defibriniertem Rinderblut (acht Replikate) und eine Generation konventio-
nell am Kaninchen (sieben Replikate, mit je 50 Méannchen und 50 Weibchen) (s. 2.1.1.1) ge-
futtert. AnschlieRend wurden drei weitere Versuchsansétze ohne definierte Anfangstierzahlen
ebenfalls artifiziell gefittert (s. 2.2.7.2). In diesen Versuchsansatzen wurden die Adulten nicht
ausgezahlt, sondern eine komplette Zuchtpetrischale, wie normalerweise bei der Fitterung am
Kaninchen Ublich, eingesetzt. Von diesen Versuchsansatzen wurden zwei mit Schweineblut
(je sechs Replikate) und eine mit Schafsblut (drei Replikate) gefittert. Die Umstellung der C.
lectularius dieser Versuchsanséatze auf Membranfitterung erfolgte in allen Versuchsansatzen

sieben Tage nach der sechsten Blutmahlzeit am Kaninchen.

2.2.8 Deutschlandweite Umfrage zur Erfassung der aktuellen Bettwanzen-
situation

Der ,,Fragenkatalog zur aktuellen Bettwanzensituation in Deutschland* (s. Anhang 8.9, Abb.
70) wurde als bearbeitbare Worddatei 329 Schadlingsbekampfungsunternehmen aus allen
Bundeslandern in den Jahren 2011 bis 2013 per e-Mail zugesendet. Im Jahr 2014 wurde er als
Download auf der Internet Seite des Deutschen Schéadlingsbekdampferverbands (DSV) angebo-
ten. Die Antworten wurden per Mail oder als Fax zuriickgesendet und dokumentiert. Im ersten
Teil des Fragebogens sollten die Schadlingsbekampfer die Anzahl der durchgefiihrten Be-
kampfungen pro Jahr in privaten Haushalten, gewerblichen Einrichtungen (z.B. Hotels, Res-
taurants, offentliche Verkehrsmittel) und medizinischen Einrichtungen (z.B. Krankenhduser,
Altersheime) angeben. Zudem wurde abgefragt, wie viele Behandlungen im Durchschnitt pro
Bekampfung durchgefiihrt werden mussten, damit der Befall als getilgt galt. Im zweiten Teil
konnten Schadlingsbekdmpfer angeben, welche Wirkstoffe, Insektizide oder Verfahren sie zur
Bettwanzenbekampfung ublicherweise verwendet haben und ob bei diesen Anwendungen ein

Verdacht auf Resistenz bestand.

2.2.9 Statistische Auswertung

Samtliche statistischen Auswertungen des 24-Well-Filterkontakt-Biotests, der Pyrosequenzie-
rung, der Echtzeit-PCR sowie der Blutfutterung wurden mit dem Programm Graphpad Prism
Version 6.05 durchgefiihrt. In den Grafiken wurden signifikante Unterschiede innerhalb der

Ergebnisse durch einen Asterisken gekennzeichnet (*).
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2.2.9.1 24-Well-Filterkontakt-Biotest

Bei der Konzentrations-Wirkungs-Analyse wurden mittels logistischer Regression (Logit-
Analyse) die aus der normalisierten und logarithmierten prozentualen letalen Schadigung der
Feldstdamme sowie des sensiblen UBA-Stamms resultierenden ECso und Hill-Steigungen der
Regressionskurven (HS = Hill Slope) mit dem F-Test zum Vergleich von Modellen ausgewer-
tet. Bei diesem Test wurden zwei Regressionsmodelle miteinander verglichen und gepruft, ob
die Unterschiede zwischen einem restringierten (Test ohne die Variablen, die durch die Null-
hypothese Hy: ECso bzw. HS sind fiir die jeweils miteinander verglichenen Datensatze gleich,
restringiert wurden) und unrestringierten Modell (keine Restriktionen, Alternativhypothese
Hi: ECso bzw. HS sind fir die jeweils miteinander verglichenen Datensétze verschieden) sig-
nifikant waren (Signifikanzniveau a = 0,05). Die p-Werte wurden mittels Bonferroni-Holm-
Prozedur korrigiert. Mittels Division der ECso der Feldstamme durch die ECsy des sensiblen
Stamms, konnte der Resistenzindex (R;) als MaReinheit fur Resistenz innerhalb eines Stamms
berechnet werden. Die maximalen prozentualen Anteile letal geschadigter C. lectularius bei
0,1 pg/ul wurden mit einer nicht-parametrischen, ungepaarten  Kruskall-Wallis-
Rangvarianzanalyse und dem Dunn-Post-hoc-Test auf signifikante Unterschiede (a = 0.05)

zum UBA-Referenzstamm gepruft.

2.2.9.2 Pyrosequenzierung

Zur Bestimmung der Messabweichungen des Geréts bei der Quantifizierung der Sequenzen
mit den beiden potentiellen SNPs wurde die Korrelation der erwarteten und gemessenen Wer-
te mittels linearer Regression bestimmt und der Determinationskoeffizient (), sowie der Kor-
relationskoeffizient (r) berechnet.

Die Allelfrequenzen der Feldstimme und des UBA-Stamms wurden mit einer parametrischen
einfraktionellen Varianzanalyse (One-Way ANOVA) auf signifikante Mittelwertunterschiede
untersucht (o = 0,05). Als post-hoc-Test wurde der Dunnett-Test verwendet und alle Mittel-
werte der Allelfrequenzen der Feldstimme mit dem Mittelwert des UBA-Stamms verglichen.
Die Ergebnisse der Pyrosequenzierung der Proben SK und SKA wurden mit multiplen t-Tests
auf signifikante Mittelwertunterschiede untersucht und die resultierenden p-Werte mittels
Sidak-Bonferroni-Prozedur korrigiert.

Mittels Pyrosequenzierung wurden zudem Individuen der Stdmme LB, HO, SK; OB; AS und
CC genotypisiert und die Allelverteilung auf das Vorliegen eines Hardy-Weinberg-
Gleichgewichts mit der freien Statistiksoftware R (Package ,,Hardy-Weinberg®; R Version
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3.1.3) untersucht. Dabei wurde insbesondere der ,,likelihood ratio® Test verwendet, wie von
ENGELS (2009) empfohlen.

2.2.9.3 Echtzeit-PCR

Die Eignung der drei verwendeten Referenzgene rpl8, rpl11 und rps16 wurde mit dem Excel-
basierten Datenerfassungstool BestKeeper mittels wiederholter paarweiser Korrelationen
uberprift. Das Programm empfiehlt den Ausschluss eines Referenzgens, falls die Standard-
abweichung der Cg-Werte (SD [+ Cq]) tber dem Wert 1 liegt (PFAFFL et al. 2004). Die Er-
gebnisse der einzelnen Analyseldaufe wurden zusammengefasst und konnten direkt mit der
CFX Manager Software des CFX96" Echtzeit-PCR Systems ausgewertet werden. Mit den
gemessenen Cg-Werten der Zielgene, der Referenzgene und des Kalibrators war es moglich,
die normalisierte relative Expression der mRNA von den untersuchten CYP-Genen zu be-
rechnen. Diese sogenannte relative Quantifizierung geschah unter Berticksichtigung der gen-
spezifischen PCR-Effizienzen sowie der Verwendung von drei Referenzgenen. Zudem nor-
malisiert die Software die relativen Quantitaten der gesamten Zielgene mit der Quantitat des
Kalibrators (das Verhaltnis der Expression der mRNA von Zielgen zu Referenzgenen ist im
Kalibrator gleich 1). Dadurch konnte das Transkriptverhaltnis der mRNA der Zielgene zum
geometrischen Mittel mehrerer Referenzgene bestimmt werden. Die resultierenden mRNA-
Expressionslevel der vier CYP-Gene aus den einzelnen Feldstdmmen und des UBA-Stamms
wurden mit einer nicht-parametrischen ungepaarten Kruskall-Wallis-Rangvarianzanalyse und
dem Dunn-Post-hoc-Test auf signifikante Unterschiede (a =0,05) relativ zum sensiblen
UBA-Stamm untersucht.

2.2.9.4 Wabhlversuche und UBA-Zwangsversuche

Die Einflisse der erklarenden (unabhangigen) Variablen Stamm, Geschlecht, Insektizid,
Prufoberflache, Belagsalterung der Prifoberflachen, Tag der Wirksamkeitskontrolle und Ein-
wirkzeit auf die (abhéngige) Zielvariable schwere Schédigung von C. lectularius wurden mit-
tels bindrer logistischer Regression mit der freien Statistiksoftware R (Version 3.1.3) unter-
sucht. Die statistische Absicherung erfolgte Uber den Wald-Test, der bei Variablen mit nur
zwei Auspragungen dem t-Test dquivalent ist (a = 0,05). Verschiedene logistische Regressi-
onsmodelle wurden mit dem ,,likelihood ratio* Test verglichen. Zur Auswahl eines passenden
Modells wurde Akaikes Informationskriterium (AIC) verwendet, welches die Gite der An-
passung des Modells an die vorliegenden Daten beschreibt. Als MaR flr die Starke des Zu-
sammenhangs der erklérenden Variablen und der Zielvariablen wurde der Effektkoeffizient
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(,,odds ratio*, OR) berechnet. Dabei erhohen sich die Chancen auf schwere Schidigung der
Bettwanzen fiir die getestete Variable, wenn das OR > 1 ist und verringern sich, wenn der
OR <1 ist. Bei OR =1 sind die Chancen (odds) fiir beide Variablen gleich. Als MaR fur die
Genauigkeit der Schatzung innerhalb des Modells wurden die 95 % Konfidenzintervalle (KI)
angegeben. Zusétzlich wurden mdogliche Zusammenhénge innerhalb der Wahl- und Zwangs-
versuche mit der mid-p-Variante des Exakten Vierfeldertafeltests nach Fisher mit der freien
Online-Statistiksoftware OpenEpi Version 3.03 berechnet (a = 0,05). Die resultierenden mid-
p-Werte wurden mittels Bonferroni-Holm-Prozedur korrigiert.

2.2.9.5 Blutfitterung

Die Anzahl gesogener C. lectularius sowie die aufgenommenen Blutmengen der einzelnen
Bettwanzenstadien bei der konventionellen Futterung am Kaninchen und der artifiziellen Ka-
ninchenblutfiitterung wurden mit multiplen t-Tests (ungepaart; a = 0,05) auf signifikante Un-
terschiede untersucht und die Ergebnisse mittels Bonferroni-Holm-Prozedur korrigiert.

Zur Evaluation der Attraktivitat verschiedener Blutsorten wurden die Mittelwerte aus der An-
zahl gesogener Tiere und der aufgenommenen Blutmenge bei der artifiziellen Fitterung mit
den entsprechenden Mittelwerten der Fltterung am Kaninchen mittels parametrischer
einfraktioneller Varianzanalyse (One-Way ANOVA) und dem Dunnett Post-hoc-Test auf sig-
nifikante Unterschiede (o = 0,05) untersucht.

Die Ergebnisse des Zuchtversuchs mittels artifizieller Blutflitterung mit definierten Anfangs-
tierzahlen wurden mit derselben Methode untersucht. Die Tierzahlen bei der ersten und der
letzten Fitterung innerhalb eines Stamms wurden mittels gepaarten t-Test auf signifikante

Unterschiede uberprift und die p-Werte mittels Bonferroni-Holm-Prozedur korrigiert.
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3 Ergebnisse

3.1 Suszeptibilitat von C. lectularius gegentiber Deltamethrin

Mit dem 24-Well-Filterkontakt-Biotest wurde die Suszeptibilitat der finf Bettwanzenfeld-
stdimme mit Zuchterfolg gegenuber dem pyrethroiden Wirkstoff Deltamethrin mit der des sen-
siblen UBA-Stamms verglichen. Die Kontrollmortalitat lag in allen Versuchen unter 5 %,
weshalb keine weiteren Korrekturen vorgenommen werden mussten. Die Ergebnisse dieser
Biotests zeigten, dass von den flnf untersuchten Feldstammen der AS-Stamm mit einem

Ri = 20,6 die niedrigste Suszeptibilitat gegentiber dem Wirkstoff Deltamethrin aufwies.
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Abb. 17: Konzentrations-Wirkungs-Kurve des Effekts von Deltamethrin (ug/cm2) auf die letale Schadigung (%)
von Cimex lectularius des sensiblen UBA-Stamms aus den 24-Well-Filterkontakt-Biotests. Mittels logistischer
Regression (Logit-Analyse; blau) wurden die aus der logarithmierten prozentualen letalen Schadigungen des
sensiblen UBA-Stamms resultierenden ECsp, Hill-Steigungen und maximalen prozentualen Anteile der Regres-
sionskurven mit dem F-Test zum Vergleich von Modellen ausgewertet. Die durch diesen F-Test gepriifte Hypo-
these Hy: eine Regressionskurve fir die einzelnen Datensatze wurde angenommen (p = 0,4463) und samtliche
Datensatze des UBA-Stamms (n = 24) konnten zusammengefasst werden. Die Mittelwerte mit Standardabwei-
chung aus allen Biotests des UBA-Stamms als Referenzstamm gegeniiber den flinf Feldstimmen mit erfolgrei-
cher Aufzucht sind in rot dargestellt, die einzelnen Mittelwerte des UBA-Stamms aus den jeweiligen Versuchen
gegen einen der funf Feldstdimme in schwarz.
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Fur die Berechnung der Resistenzindizes (R;) wurde zunachst mit dem F-Test die Moglichkeit
uberprift, alle als Referenzstamm erhaltenen Datensatze (n=24) in einer Kurve abzubilden,
um diese bei der statistischen Auswertung der Suszeptibilitat der Feldstdmme zusammenge-
fasst als Referenzwerte mit den Werten der Feldstdmme vergleichen zu kénnen. Die Regres-
sionskurve zeigt (Abb. 17), dass Ho angenommen wurde (p = 0,4463) und die Anzahl letal
geschadigter C. lectularius (%) des UBA-Stamms aus allen 24-Well-Filterkontakt-Biotests
iiber den einzelnen Deltamethrin-Konzentrationen (ug/cm?) gemeinsam dargestellt werden
konnten (r* = 0,95).

Bei der weiteren statistischen Auswertung des 24-Well-Filterkontakt-Biotests wurden samtli-
che Datensatze der funf Feldstamme (je n =5) mit dem zusammengefassten Datensatz des
UBA-Stamms (n = 24) verglichen.

Tab. 7: Vergleich der mittleren effektiven Konzentrationen und der Hill-Steigungen der Regressionskurven aus
den 24-Well-Filterkontakt-Biotests (n = 90 M&nnchen) zwischen dem sensiblen UBA-Stamm und den funf Feld-
stdmmen mit Zuchterfolg.

Stamm [ulé/(é?#] 05% I R HS 959% K1 r’
UBA 0.257 0.232- 0,284 i 1,895 1627-2.163 09499
SK 1,844 1297 - 2,621 72 0942 0695-1,188 0,879
0B 2,802 2280 - 3,444 109 0,995 0843-1,146  0,9500
HO 1,252 0,815 - 1,923 49 1364 0702-2,027 08475
LB 1,104 0,914 - 1,333 43 1265 0986-1545 09634
AS 5,283 4,242 - 6,580 206 1,060 0828-1202 09156

Erlauterungen: ECsy: mittlere effektive Konzentration; ECsy 95 % KI: Konfidenzintervall der mittleren effek-
tiven Konzentration; R;: Resistenzindex; HS: Hill-Steigung einer Regressionskurve; HS 95% KI:
Konfidenzintervall der Hill-Steigung einer Regressionskurve R*: Determinationskoeffizient.

Die Auswertung der Suszeptibilitat der Feldstamme erfolgte ebenfalls mittels Logit-Analyse,
bei welcher die aus der normalisierten und logarithmierten prozentualen letalen Schadigung
der Feldstdamme sowie des sensiblen UBA-Stamms resultierenden ECso und Hill-Steigungen
(HS) der Regressionskurven mit dem F-Test zum Vergleich von Modellen ausgewertet wur-
den. Die Ergebnisse sind in Abbildung 18 und Tabelle 7 dargestellt. Hierbei zeigt sich, dass
der ECso-Wert fiir Deltamethrin beim UBA-Stamm mit 0,257 pg/cm? am niedrigsten und
beim AS-Stamm mit 5,283 pg/cm? am héchsten war. Die ECso-Werte fir Deltamethrin der
Feldstimme LB, HO, OB und SK lagen mit jeweils 1,104 pglcm? 1,252 pg/cm?,
2,802 pg/cm? bzw. 1,844 pglcm? dazwischen. Die jeweiligen Konfidenzintervalle (95 %)
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konnen Tabelle 7 entnommen werden. Im F-Test mit Hy: Die ECs ist fur alle Datensétze
gleich und Hj: Die ECso ist fiir den jeweiligen Datensatz unterschiedlich zum UBA-
Referenzstamm und anschlie3ender Bonferroni-Holm-Korrektur der p-Werte ergab sich, dass
Ho abgelehnt wurde und somit die Unterschiede in den ECso-Werten fur Deltamethrin zwi-
schen dem UBA-Stamm und den funf Feldstimmen mit p < 0,0005 (fur alle Feldstimme)
statistisch hoch signifikant waren. Die R; der fiinf Feldstimme lagen zwischen R;= 4,3 fir
den LB-Stamm und R; = 20,6 fur den AS-Stamm. Die R; der Feldstamme lagen mit R; =4,9
fir HO, R; = 7,2 fur SK und R; = 10,9 fur OB dazwischen.
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Abb. 18: Konzentrations-Wirkungs-Kurven des Effekts von Deltamethrin (ug/cm2) auf die Anzahl letal gesché-
digter Cimex lectularius (%) des sensiblen UBA-Stamms im Vergleich zu den finf Feldstdimmen (mit erfolgrei-
cher Aufzucht) aus den 24-Well-Filterkontakt-Biotests. Mittels logistischer Regression (Logit-Analyse) wurden
die aus der normalisierten und logarithmierten prozentualen letalen Schadigung der Feldstdamme sowie des sen-
siblen UBA-Stamms resultierenden ECs, und Hill-Steigungen (HS) der Regressionskurven mit dem F-Test zum
Vergleich von Modellen ausgewertet. Dargestellt sind die Mittelwerte und die Standardabweichung aus der An-
zahl letal geschédigter Bettwanzen bei den jeweiligen Deltamethrin-Konzentrationen. Die ECso-Werte und die
HS der Regressionskurven mit den jeweiligen Konfidenzintervallen (95 %) sowie der Resistenzindex (R;) und
die Determinationskoeffizienten (r?) fiir alle Konzentrations-Wirkungs-Kurven sind in Tabelle 7 angegeben.

Die Regressionskurven hatten Hill-Steigungen von HS = 1,895 fiir den UBA-Stamm und flr
die Feldstdamme von HS = 0,942 (SK), HS = 0,995 (OB), HS = 1,364 (HO), HS = 1,265 (LB)
sowie HS =1,060(AS). Die jeweiligen Konfidenzintervalle (95 %) konnen Tabelle 7 ent-

71



Ergebnisse

nommen werden. Die Ergebnisse aus dem F-Test mit Bonferroni-Holm-Korrektur der p-
Werte zeigen, dass die Unterschiede in den Hill-Steigungen der Regressionskurven zwischen
dem UBA-Stamm und dem HO- (p = 0,2129) sowie dem LB-Feldstamm (p = 0,0756) nicht
signifikant waren. Die Unterschiede zwischen den Hill-Steigungen der Regressionskurven der
Feldstamme SK, OB, AS und dem UBA-Stamm hingegen waren mit p =0,0005 fiir SK und
OB und p = 0,0189 fir AS signifikant.
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Abb. 19: Vergleich der maximalen prozentualen Anteile letal geschadigter Cimex lectularius des UBA-Stamms
und der funf Feldstimme mit erfolgreicher Aufzucht bei der hochsten Konzentration von 0,1 pg/pl im 24-Well-
Filterkontakt-Biotest. Signifikante Unterschiede wurden mittels Kruskal-Wallis-Rangvarianzanalyse und Dunn’s
Post-hoc-Test untersucht, bei welchem alle Feldstimme mit dem UBA-Stamm verglichen wurden. Das + gibt die
Lage des Mittelwerts an, die Querlinie den Median, die Box das erste (25%) und dritte Quartil (75%) und die
Whisker die minimalen und maximalen Werte. *, p < 0,05.

Der Vergleich der maximalen prozentualen Anteile letal geschéadigter C. lectularius des UBA-
Stamms und der funf Feldstimme bei der hdchsten Konzentration von 0,1 pg/pl (bzw.
7,81 pg/cm?) ergab, dass bei den Feldstimmen LB, HO, SK, OB und AS durchschnittlich
8 %, 10 %, 22 %, 28 % bzw. 40 % weniger Tiere letal geschadigt waren (Abb. 19). Die Er-
gebnisse aus der Kruskall-Wallis-Rangvarianzanalyse mit anschlieRendem Dunn’s Post-hoc-
Test besagen, dass mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p = 0,0023 fir SK, p = 0,0003 fir

OB und p <0,0001 fiir AS in allen drei Stammen im Gegensatz zum sensiblen UBA-Stamm
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signifikant weniger Tiere bei der hdchsten Wirkstoffkonzentration letal geschadigt waren. Die
Unterschiede in der maximalen prozentualen letalen Schadigung waren bei den beiden Stam-
men LB (p = 0,0824) und HO (p = 0,2732) gegentiber dem UBA-Stamm nicht signifikant.

Bei der Auswertung der Ergebnisse des SK-Feldstamms aus dem 24-Well-Filterkontakt-
Biotest (24B), dem Stamm der bereits 2009 mit dem Petrischalen-Filterkontakt-Biotest (PB)
untersucht wurde (Methode siehe 2.2.1), fiel auf, dass der R; fur Deltamethrin von R; =117
auf R; = 7,2 gesunken ist. Um herauszufinden, ob die Ursache dieser Diskrepanz in den Er-
gebnissen durch die Anwendung der verschiedenen Methoden oder durch den Einsatz beider
Geschlechter entstand, wurden beide Methoden am SK-Feldstamm und dem UBA-Stamm
direkt miteinander verglichen. Dazu wurden drei Replikate des PB mit jeweils 28 Mannchen
und Weibchen separat sowie parallele Kontrollen mit jeweils 14 Tieren wie unter 2.2.1 be-
schrieben untersucht. Der direkte Vergleich der beiden Biotestmethoden unter VVerwendung
von Deltamethrin hat gezeigt, dass die Methode keinen signifikanten Einfluss auf die letale
Schéadigung von mannlichen Bettwanzen aus beiden Stammen hatte. Im PB wurden beide
Geschlechter getestet, und es konnten geschlechtsspezifische Unterschiede in den R; beobach-
tet werden. Die Weibchen des UBA-Stamms waren im Vergleich zu den Mannchen bereits
bei einer geringeren Konzentration von Deltamethin letal geschadigt. Im PB mit dem SK-

Stamm wurde das Gegenteil beobachtet.

Die Ergebnisse der Konzentrations-Wirkungsanalyse des SK-Feldstamms zeigen (Abb. 20),
dass der ECso-Wert fur Deltamethrin von mannlichen Tieren aus dem 24B bei
ECs0=1,844 pg/cm2 (95 % KI: 1,297-2,621), von ménnlichen C. lectularius aus dem PB bei
ECso = 2,042 pg/lem?® (95 % KI:  1,477-2,822) und von Weibchen aus dem PB bei
ECso = 3,619 pg/cm? (95 % KI: 3,051-4,292) lag.

Im F-Test zum Vergleich von Modellen mit Hy: Die ECso sind fir die jeweils miteinander
verglichenen Datensétze gleich und H;: Die ECso und Hill-Steigung (HS) sind fir die jeweils
miteinander verglichenen Datensétze unterschiedlich und anschlieRender Bonferroni-Holm-
Korrektur der p-Werte ergab sich, dass Hy fiir den PB abgelehnt wurde, da die letale Schadi-
gung der Weibchen mit p =0,0162 bei einer signifikant hheren Deltamethrin-Konzentration
eintrat als die der Mannchen. Der Unterschied in den ECso-Werten fiir Deltamethrin zwischen
den Datensatzen der Mannchen aus beiden Biotestmethoden war mit p = 1,3294 nicht signifi-
kant. Zwischen den Datensatzen der Mannchen des 24B und den Weibchen des PB war der

Unterschied in den ECso-Werten flir Deltamethrin hingegen mit p = 0,028 signifikant. Die HS
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der Regressionskurven lagen fir Ménnchen aus dem 24B bei HS =0,9415 (95 % KI:
0,6946-1,188) und fur die mannlichen und weiblichen C. lectularius innerhalb des PB bei
HS =0,9486 (95 % KI: 0,7233-1,174) bzw. HS =0,9488 (95 % KI: 0,8263-1,071). Im F-Test
ergab sich, dass Hy bei allen Vergleichen der Hill-Steigungen beibehalten wurde. Die Unter-
schiede in der Hill-Steigung der Regressionskurven waren zwischen mannlichen und weibli-
chen C. lectularius innerhalb des PB, zwischen Ménnchen aus beiden Biotestmethoden und
zwischen den Mannchen des 24B und den Weibchen des PB mit p = 5,208 (fur alle Verglei-
che) nicht signifikant.

Bei der hochsten Konzentration von 0,1 pg/pl (bzw. 7,81 pg/cm?) waren bei Mannchen aus
beiden Biotestmethoden durchschnittlich 78 % und bei Weibchen des PB durchschnittlich
68 % letal geschadigt. Die Ergebnisse aus der Kruskall-Wallis-Rangvarianzanalyse mit an-
schlieBendem Dunn’s Post-hoc-Test zeigen, dass die Unterschiede zwischen den maximalen
prozentualen Anteilen letal geschadigter méannlicher und weiblicher C. lectularius innerhalb
des PB (p > 0,9999) nicht signifikant waren.

Die Ergebnisse der Konzentrations-Wirkungsanalyse des UBA-Stamms zeigen (Abb. 20),
dass der ECso-Wert fur Deltamethrin von mannlichen Tieren aus dem 24B bei
ECso = 0,257 pg/cm? (95 % KI: 0,2320-0,2842), von mannlichen C. lectularius aus dem PB
bei ECso = 0,241 pg/cm? (95 % KI: 0,1954-0,2981) und von Weibchen aus dem PB bei
ECso = 0,171 pg/em? (95 % KI: 0,1445-0,2032) lag. Im F-Test ergab sich, dass Ho beim Ver-
gleich der ECso von ménnlichen und weiblichen C. lectularius innerhalb des PB beim UBA-
Stamm ebenso wie beim SK-Feldstamm abgelehnt wurde. Allerdings waren hier die Mann-
chen mit p = 0,042 bei einer signifikant hheren Deltamethrin-Konzentration letal geschadigt.
Der Unterschied in den ECso-Werten fiir Deltamethrin zwischen den Datensatzen der Méann-
chen aus beiden Biotestmethoden bzw. den Datensédtzen der Méannchen des 24B und denen
der Weibchen des PB waren wie beim SK-Stamm mit p = 1,3294 nicht signifikant bzw. mit
p = 0,02 signifikant. Die Hill-Steigungen der Regressionskurven lagen fir Mannchen aus dem
24B bei HS = 1,895 (95 % KI: 1,627-2,163) und fiir mannliche und weibliche C. lectularius
innerhalb des PB bei HS=1,876 (95% KI. 1,361-2,391) und HS =1,925 (95 % KI:
1,557-2,292). Im F-Test ergab sich, dass Ho bei allen Vergleichen der Hill-Steigungen beibe-
halten wurde. Somit waren die Unterschiede in den Hill-Steigungen der Regressionskurven
ebenso wie beim SK-Stamm auch beim UBA-Stamm zwischen ménnlichen und weiblichen C.
lectularius innerhalb des PB, zwischen Ménnchen aus beiden Biotestmethoden und zwischen
den Ménnchen des 24B und den Weibchen des PB mit p = 5,208 (fur alle Vergleiche) nicht
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signifikant. Bei der héchsten Konzentration von 0,1 pg/pl (bzw. 7,81 pg/cm?), waren sowohl
bei den Mannchen und Weibchen des PB, als auch bei den Mé&nnchen des 24B Versuchs

100 % der Bettwanzen letal geschadigt.
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Abb. 20: Konzentrations-Wirkungs-Kurven des Effekts von Deltamethrin (ug/cm2) auf die Anzahl letal gesché-
digter ménnlicher Cimex lectularius (%) des wirkstoffsensiblen UBA-Stamms (UBA) und des SK-Feldstamms
aus dem 24-Well-Filterkontakt-Biotets (SK) im Vergleich zu Mé&nnchen (M) und Weibchen (W) aus den Petri-
schalen-Biotests. Mittels logistischer Regression (Logit-Analyse) wurden die aus der normalisierten und loga-
rithmierten prozentualen letalen Schéadigung des SK-Feldstamms resultierenden ECs, und Hill-Steigungen (HS)
der Regressionskurven mit dem F-Test zum Vergleich von Modellen ausgewertet. Dargestellt sind die Mittel-
werte und die Standardabweichung aus der Anzahl letal geschédigter Bettwanzen bei den jeweiligen Deltameth-
rin-Konzentrationen in den zwei verschiedenen Biotestmethoden.

Bei der Berechnung der R; des SK-Feldstamms ergab sich fiir die Méannchen im 24B ein
R = 7,2, fur die Mannchen und Weibchen im PB ein R; = 8,46 bzw. R; = 21,11.

Aufgrund dieses deutlichen Unterschieds in den R; von mannlichen und weiblichen C. lectu-
larius im PB wurden die Daten beider Geschlechter des PB im UBA- und SK-Stamm zusam-
mengefasst. Sowohl im PB des SK-Stamms als auch des UBA-Stamms lagen die ECso-Werte
fur Deltamethrin fiir beide Geschlechter zusammen mit ECsy = 2,727 pg/cm?® (95 % K:
2,227-3,338) bzw. ECsg = 0,2032 pg/cm? (95 % KI: 0,1766-0,2339) zwischen den Einzelwer-

ten von Méannchen und Weibchen. Der R; des SK-Feldstamms von beiden Geschlechtern zu-
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sammen lag mit R; = 13,4 ebenfalls zwischen dem von weiblichen und ménnlichen Bettwan-
zen.

Bei der hchsten Konzentration von 0,1 pg/pl (bzw. 7,81 pg/cm?), waren die Unterschiede in
der Kruskall-Wallis-Rangvarianzanalyse mit anschlie}ender Bonferroni-Holm-Korrektur der
p-Werte zwischen den Stdammen im PB bei der gemeinsamen Betrachtung von Méannchen und
Weibchen, sowie den weiblichen C. lectularius beider Stdimme in der prozentualen letalen
Schédigung mit p = 0,0018 bzw. p = 0,0243 signifikant. Im Gegensatz zum 24B (siehe oben),
war der Unterschied in der prozentualen letalen Schadigung der Mannchen beider Stdmme im
PB nicht signifikant (p = 0,1269).

3.2 PCR-Amplifikate mit den gesuchten Punktmutationen

Zur Detektion der Mutation V419L wurde das Primerpaar Clkdrl und fur die Mutation L925I
das Primerpaar Clkdr2 entsprechend der Positionen 1255 bzw. 2773 in der a-Untereinheit des
spannungsabhangigen Natriumkanal Gens von C. lectularius (Clvssc) verwendet (Abb. 21).

1201ccgtggcacatgttgttcttcatagtaattatatt tcg/ltcaac
126lttgattttagctattgtcgctatgtcatatgatgaactgcaaaagaaggcyg

V419L

2701 attatgggcaga
2761acagtgggtgccc/lt tgtgcattattattttcatctttget
2821gtgatggg

L9251

Abb. 21: Ausschnitte des Clvssc Gens von Cimex lectularius. Durch die PCR-Primer (blau) sequenzierte Teil-
sticke mit den gesuchten SNPs der kdr-Mutationen (NCBI: FJ031996.1) V419L und L9251 (hellblau: nicht
mutiert; rot: mutiert) und dem Rest des Basentripletts (gelb). Die Sequenzierprimer der Pyrosequenzierung sind
orange markiert.
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Clkdrl und Clkdr2 amplifizierten ein 109 bp bzw. 80 bp langes Teilstiick von Position 1203
bis 1311 bzw. 2749 bis 2828 (Abb. 22).

1 Clkdrl

2 Clkdr2
109bp
80bp

Abb. 22: PCR-Produkte der durch die Primerpaare Clkdrl und Clkdr2 amplifizierten Sequenzen zur Detektion
der Mutationen V419L bzw. L925l. Dargestellt sind die aus dem UBA- und dem OB-Stamm gewonnenen
Amplifikate mit einer Lange von 109 bp bzw. 80 bp.

3.3 Detektion von Messabweichungen bei der Pyrosequenzierung

Die Messabweichungen des Pyrosequenzierers wahrend der Pyrosequenzierung der PCR-
Produkte mit den beiden potentiellen SNPs wurden mit verschiedenen Mischungsverhaltnis-
sen von Plasmid-DNA mutierter und nicht mutierter Stdamme bestimmt (Abb. 23). Die Ergeb-
nisse zeigen, dass fir V419L (CTC) 96 % und fir L9251 (ATT) 97,39 % der Variationen
durch das Modell erfasst wurden. Somit waren die Abweichungen der gemessenen Werte von
den erwarteten Werten bei L9251 mit einem Korrelationskoeffizienten von r = 0,9869 etwas
geringer als bei V419L mit r = 0,9798.

Zur Bestimmung der Allelfrequenzen gepoolter Bettwanzenproben und des Genotyps einzel-
ner C. lectularius der Allele V419L und L9251 wurden die Messabweichungen der Pyrose-
guenzierung bei der Auswertung der Pyrogramme berticksichtigt. Beispiel-Pyrogramme flr
homozygot nicht mutierte, heterozygote und homozygot mutierte Bettwanzen der beiden

Polymorphismen sind in den Abbildungen 24 und 25 dargestellt.
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Abb. 23: Lineare Regressionen fur die Mutationen A VV419L und B L925I der in der Pyrosequenzierung gemes-
senen und erwarteten Werte in %. Zur Bestimmung der Messabweichungen des Geréts bei der Sequenzierung
der DNA-Abschnitte mit den Mutationen V419L (GTC - CTC) bzw. L9251 (CTT > ATT) wurden verschiedene
Mischungsverhdltnisse von Plasmid-DNA des mutierten RS-Stamms bzw. OB-Stamms und des nicht mutierten
UBA-Stamms verwendet. Dargestellt sind die Mittelwerte mit der jeweiligen Standardabweichung des Mittel-
wertes der gemessenen Werte, die Regressionsgerade (durchgezogene Linie), die 95 % Konfidenzbander (ge-
punktete Linien), der Determinationskoeffizient (r?) und die Geradengleichung.
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Abb. 24: Beispiel-Pyrogramme (PyroMark® Q24 System) des SNPs V419L. A Ein homozygotes nicht mutiertes
Weibchen des UBA-Stamms (die Peaks der relevanten Basen wurden blau unterlegt), B Ein heterozygotes
Weibchen des CC-Stamms (die Peaks der relevanten Basen wurden orange unterlegt), C Pool aus 5 homozygot
mutierten Weibchen des RS-Stamms (die Peaks der relevanten Basen wurden rot unterlegt).
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Abb. 25: Beispiel-Pyrogramme (PyroMark® Q24 System) des SNP’s L9251. A Ein homozygotes nicht mutiertes
Mannchen des UBA-Stamms (die Peaks der relevanten Basen wurden blau unterlegt), B Ein heterozygotes
Mannchen des LB-Stamms (die Peaks der relevanten Basen wurden orange unterlegt), C Pool aus 5 homozygot
mutierten Weibchen des RS-Stamms (die Peaks der relevanten Basen wurden rot unterlegt).
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3.4 Allelfrequenzen der Mutationen L9251 und V419L

Zur Bestimmung der Allelfrequenzen der beiden SNPs wurde die DNA von je 100 mannli-
chen und 100 weiblichen C. lectularius der Stamme UBA, SK, SKA (SKA: Proben des SK-
Stamms, die 2009 bei -20 °C eingefroren worden waren), OB, LB, AS, HO und CC gepoolt
sequenziert. Die Ergebnisse der Pyrosequenzierung von gepoolten Bettwanzenproben zeigen,
dass weder mannliche noch weibliche C. lectularius des sensiblen UBA-Stamms eine der bei-
den Punktmutationen in der a-Untereinheit des spannungsabhéngigen Natriumkanals aufwei-
sen (dies gilt auch fir alle weiteren Pyrosequenzierungen). Die gemessenen durchschnittli-
chen Allelfrequenzen von 9 % bei den Weibchen und 11 % bei den Mé&nnchen fir L925I
(Abb. 26) und je 4 % in beiden Geschlechtern fir V419L (Abb. 27) wurden den Messunge-
nauigkeiten des Pyrosequenzers zugeschrieben (s. 3.3). Bei gemessenen Allelfrequenzen von
unter 15 % in diesem und den folgenden Versuchen galt die jeweilige Punktmutation als nicht
vorhanden.

Die Ergebnisse zeigen, dass Bettwanzen von 17 der 20 Stdamme und Populationen nur die Mu-
tation L9251 aufwiesen, Bettwanzen des RS- und CC-Stamms dagegen beide Mutationen und
dass keine der beiden Mutationen in Bettwanzen des T-Stamms und der Feldpopulation B10

nachweisbar waren.

3.4.1 Allelfrequenzen der Bettwanzenfeldstamme mit erfolgreicher Auf-
zucht

Bei den Bettwanzenfeldstammen mit erfolgreicher Aufzucht wurde nur die Mutation L925I
detektiert (Abb. 26). Im HO-Stamm wurden bei ménnlichen (p = 0,0095) und weiblichen Tie-
ren (p =0,0429) signifikant weniger mutierte Fragmente entdeckt als beim UBA-Stamm,
weshalb die gemessenen Werte ebenfalls auf Messabweichungen des Gerats zurlickgefihrt
wurden. Bei den anderen gezichteten Feldstimmen waren die Allelfrequenzen bei den Weib-
chen und den Mannchen des LB-Stamms mit durchschnittlich 31 % und 30 % mutierten
Fragmenten am niedrigsten. Die hochste Frequenz mutierter Allele zeigten der AS-Stamm mit
67 % bei den Weibchen und der OB-Stamm mit 59 % bei den Mannchen. Die
Allelfrequenzen der ménnlichen Wanzen der Stdmme SK und AS lagen mit 44 % und 51 %
dazwischen, ebenso wie die Allelfrequenzen der weiblichen Wanzen der Stamme SK und OB
mit 39 % und 60 %. Signifikante Unterschiede in den Allelfrequenzen wurden mit einer One-
Way ANOVA und Dunnett’s Post-hoc-Test untersucht. Die Unterschiede zwischen den Feld-

stammen SK, OB, LB sowie AS und dem sensiblen UBA-Stamm waren bei mannlichen und
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weiblichen C. lectularius mit p < 0,0001 fur alle Stamme signifikant. Die Mutation V419L
trat bei den Bettwanzenfeldstdmmen mit erfolgreicher Aufzucht nicht auf, alle gemessenen

Werte wurden als Messabweichungen interpretiert (Abb. 27).
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Abb. 26: Allelfrequenzen der Mutation L9251 (CTT - ATT) von Cimex lectularius des sensiblen UBA-Stamms
und der finf Feldstdamme mit erfolgreicher Aufzucht. Signifikante Unterschiede wurden mit einer One-Way
ANOVA gefolgt von Dunnett’s Post-hoc-Test untersucht. Die Ergebnisse von mannlichen (M) und weiblichen
(W) Bettwanzen der Feldstdmme wurden dabei mit den jeweiligen Ergebnissen der ménnlichen und weiblichen
Wanzen des UBA-Stamms verglichen. Die Punkte geben die technischen Replikate der Pyrosequenzierungen
jedes Stamms an, die Querlinie den Mittelwert und die Whisker die Standardabweichung. * p < 0,05.
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Abb. 27: Allelfrequenzen der Mutation V419L (GTC - CTC) von Cimex lectularius des sensiblen UBA-
Stamms und der funf Feldstdmme mit erfolgreicher Aufzucht. Signifikante Unterschiede wurden mit einer One-
Way ANOVA gefolgt von Dunnett’s Post-hoc-Test untersucht. Die Ergebnisse von mannlichen (M) und weibli-
chen (W) Bettwanzen der Feldstimme wurden dabei mit den jeweiligen Ergebnissen der mannlichen und weibli-
chen Wanzen des UBA-Stamms verglichen. Die Punkte geben die technischen Replikate der
Pyrosequenzierungen jedes Stamms an, die Querlinie den Mittelwert und die Whisker die Standardabweichung.
*p<0,05.

3.4.2 Allelfrequenzen der Bettwanzenfeldstamme ohne Zuchterfolg

Trotz grofer Starttierzahlen konnte bei finf der 20 Bettwanzenfeldstimme und dem Labor-
stamm CC von Bayer kein Zuchterfolg erzielt werden. Die gemessenen Werte des T-Stamms
fir die Haufigkeit des L9251 Austausches wurden mit durchschnittlich 8 % auf Messabwei-
chungen des Geréts zurlickgefuhrt. Dabei wurde lediglich ein gemischter Pool aus mannlichen
und weiblichen Bettwanzen sowie verschiedenen Juvenilstadien untersucht, da nicht genug
Tiere flr getrennte Untersuchungen vorhanden waren. Bei den anderen Stdmmen waren die
Allelfrequenzen von L9251 bei den Weibchen und den Mé&nnchen des CC-Stamms mit durch-
schnittlich 32 % und 76 % mutierten Fragmenten am niedrigsten. Die Frequenz mutierter Al-
lele der Mannchen des GW-Stamms lag bei 99 %. Alle Allele der anderen Wanzenproben der
Stamme GW, RS, LBII und LBIII waren zu 100 % mutiert. Die Unterschiede in den
Allelfrequenzen zwischen den Feldstdammen GW, CC, RS, LBII sowie LBIII und dem sensib-
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len UBA-Stamm waren sowohl bei mannlichen und weiblichen C. lectularius, mit p <0,0001
fiir alle Stdamme signifikant (Abb. 28).
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Abb. 28: Allelfrequenzen der Mutation L9251 (CTT -> ATT) von Cimex lectularius des sensiblen UBA-Stamms
und der sechs Feldstimme ohne Zuchterfolg. Signifikante Unterschiede wurden mit einer One-Way ANOVA
und Dunnett’s Post-hoc-Test untersucht. Die Ergebnisse von mannlichen und weiblichen Bettwanzen der Feld-
stdmme wurden dabei mit den Ergebnissen der mannlichen und weiblichen Wanzen des UBA-Stamms vergli-
chen. Die Punkte geben die technischen Replikate der Pyrosequenzierungen jedes Stamms an, die Querlinie den
Mittelwert und die Whisker die Standardabweichung. * p < 0,05.

Die Mutation V419L trat zu 96 % bei den weiblichen und zu 40 % bei den ménnlichen Tieren
des RS-Stamms auf. Damit waren die Allelfrequenzen von V419L des RS-Stamms bei beiden
Geschlechtern mit p < 0,0001 signifikant hoher als beim UBA-Stamm. Bei den weiblichen
Tieren des CC-Stamms konnte mit durchschnittlich 9 % fir V419L ebenfalls eine signifikant
héhere Allelfrequenz (p = 0,0331) als beim sensiblen UBA-Stamm gemessen werden. Der
gemessene Wert lag trotzdem unter 15 % und die Punktmutation galt damit als nicht vorhan-
den. Bei den Ubrigen Bettwanzenfeldstdmmen ohne Zuchterfolg konnte sie nicht nachgewie-

sen werden, alle gemessenen Werte wurden als Messabweichungen interpretiert (Abb. 29).
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Abb. 29: Allelfrequenzen der Mutation V419L (GTC > CTC) von Cimex lectularius des sensiblen UBA-
Stamms und der sechs Feldstimme ohne Zuchterfolg. Signifikante Unterschiede wurden mit einer One-Way
ANOVA und Dunnett’s Post-hoc-Test untersucht. Die Ergebnisse von ménnlichen und weiblichen Bettwanzen
der Feldstdamme wurden dabei mit den Ergebnissen der mannlichen und weiblichen Wanzen des UBA-Stamms
verglichen. Die Punkte geben die technischen Replikate der Pyrosequenzierungen jedes Stamms an, die Querli-
nie den Mittelwert und die Whisker die Standardabweichung. * p < 0,05.

3.4.3 Allelfrequenzen der Bettwanzenfeldpopulationen ohne Zuchtmog-
lichkeit

Im Gegensatz zu den anderen Feldstammen wurden Bettwanzen aus den zehn Feldpopulatio-
nen B1-10 aufgrund von zu geringen Tierzahlen direkt nach dem Fund bei -20 °C eingefroren.
Die Ergebnisse der Pyrosequenzierung des Austausches L9251 (Abb. 30) indizieren, dass die
gemessenen Werte der B10-Population mit durchschnittlich 6 % fir weibliche und 11 % fir
méannliche Bettwanzen auf Messabweichungen des Gerats zuriickzufiihren sind. Fir die ver-
bliebenen Populationen waren die Allelfrequenzen von L9251 bei den Weibchen der B4-
Population mit durchschnittlich 82 % mutierten Fragmenten am niedrigsten. Die Frequenz
mutierter Allele der Mannchen der B4-Population, der dritten Juvenilstadien der B7-
Population und der Weibchen der B2-Population lagen bei 94 %, 96 % bzw. 99 %. Samtliche
Allele der anderen Wanzenproben der Populationen B2, B5, B8 und B9 waren zu 100 % mu-

tiert.
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Die Unterschiede in den Allelfrequenzen von L9251 zwischen den Feldpopulationen B2, B4,
B5, B7, B8 sowie B9 und dem sensiblen UBA-Stamm waren bei allen C. lectularius Stadien
mit p <0,0001 fir alle Stamme signifikant (Abb. 30). Die Mutation VV419L trat bei den Bett-
wanzenfeldpopulationen ohne Zuchtmdglichkeit nicht auf.
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Abb. 30: Allelfrequenzen der Mutation L9251 (CTT - ATT) von Cimex lectularius des sensiblen UBA-Stamms
und von sieben Feldpopulationen (Einzeltiere nicht dargestellt) ohne Zuchtmdglichkeit. Signifikante Unterschie-
de wurden mit einer One-Way ANOVA und Dunnett’s Post-hoc-Test untersucht. Die Ergebnisse der Feldpopu-
lationen wurden mit den Ergebnissen des UBA-Stamms (Mannchen und Weibchen zusammengefasst) vergli-
chen. Die Punkte geben die technischen Replikate der Pyrosequenzierungen jedes Stamms an, die Querlinie den
Mittelwert und die Whisker die Standardabweichung. * p < 0,05.

3.4.4 Vergleich der Allelfrequenzen von Proben des SK-Stamms aus 2009
und 2013

Der SK-Stamm war der erste Feldstamm dessen Aufzucht in der Gliedertierzucht des UBA
gelang und erste Resistenzuntersuchungen im Petrischalen-Biotest durchgefiihrt wurden. Da
einige Tiere aus Kontrollen dieser Untersuchungen in 2009 eingefroren wurden (SKA), konn-
ten diese mit ihren Nachkommen, die fast vier Jahre ohne Selektionsdruck durch Wirkstoffe
gezlichtet worden waren (SK, 2013) verglichen werden. Die Ergebnisse der Pyrosequenzie-
rung zeigen (Abb. 31), dass die Allelfrequenzen von L9251 bei mannlichen und weiblichen C.
lectularius des SK-Stamms mit 39 % bzw. 40 % mutierten Fragmenten niedriger sind als von
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denen des SKA-Stamms mit 46 % fir die Weibchen und 48 % fir die M&nnchen. Der Unter-
schied in den Allelfrequenzen von L9251 zwischen ménnlichen (p = 0,1363) und weiblichen
(p =0,2013) Bettwanzen des SK- und SKA-Stamms ist nicht signifikant. Die Mutation
V419L trat beim SK-Stamm sowohl im Jahr 2009, als auch 2013 nicht auf (Abb. 31).
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Abb. 31: Vergleich der Allelfrequenzen der Mutationen L9251 (CTT - ATT) und V419L (GTC - CTC) von
méannlichen (M) und weiblichen (W) Cimex lectularius des SK-Stamms aus 2009 (SKA) und der Nachkommen
dieses Stamms aus 2013 (SK). Multiple t-Tests mit anschlieender Sidak-Holm-Korrektur konnten fir beide
Polymorphismen keine signifikanten Unterschiede nach tiber drei Jahren Zucht feststellen. Die Punkte geben die
technischen Replikate der Pyrosequenzierungen jedes Stamms an, die Querlinie den Mittelwert und die Whisker
die Standardabweichung. * p < 0,05.

3.5 Genotypisierung einzelner C. lectularius

Von den Stimmen UBA, SK, OB, LB, AS, HO und CC sowie von den Bettwanzenproben B1,
B5, B6 und B8 wurde im Gegensatz zu den vorangegangen Versuchen die DNA einzelner
Bettwanzen isoliert, die Teilstlicke mit den potenziellen SNPs des Clvssc Gens amplifiziert
und mittels Pyrosequenzierung sequenziert (Tab. 8).

Die Ergebnisse zeigen, dass im sensiblen UBA-Stamm die Mutationen V419L und L9251 der
weiblichen (W) und ménnlichen (M) Bettwanzen nicht auftraten (homozygot nicht mutiert).

Des Weiteren wurden fir den Austausch L9251 in allen Feldstimmen mit Zuchterfolg sowie
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im CC-Stamm Bettwanzen mit homozygot nicht mutierten (HNM), homozygot mutierten
(HM) und heterozygoten (H) Genotypen detektiert. Von den 20 untersuchten Tieren des LB-
Stamms waren 16 HNM (7W/9M), 3 H (2W/1M) und ein Weibchen HM. Im HO-Stamm wa-
ren ein HNM Ménnchen, 17 H Bettwanzen (8W/9M) und 2 HM Weibchen. Der SK-Stamm
hatte 4 HNM Maénnchen, 14 H Tiere (L0W/4M) und 2 HM Ménnchen. Im OB-Stamm waren
pro Geschlecht jeweils 4 Bettwanzen HNM, 5 H und eine HM. Von den 20 untersuchten
Bettwanzen hatte der AS-Stamm je 9 HNM (4W/5M) und H (4W/5M) Tiere, sowie 2 HM
Weibchen. Im CC-Stamm waren 3 Méannchen HNM, 14 H (8W/6M) und 3 HM (2W/1M)
Bettwanzen. Zudem war er von allen untersuchten Stammen der einzige mit 3 heterozygoten
(2W/1M) Bettwanzen fur den Austausch V419L. Alle anderen Feldstdmme wiesen keine Al-
lele mit diesem Austausch auf und waren homozygot nicht mutiert. Von den Bettwanzenfeld-
populationen ohne Zuchtmoglichkeit (B1, B3, B5, B6 und B8) waren alle untersuchten Tiere
fiir den Austausch L9251 homozygot mutiert.

Tab. 8: Verschiedene Genotypen der kdr-Mutationen L9251 und V419L. Mittels Pyrosequenzierung wurden die
Teilstlicke mit den mdglichen SNPs des Clvssc Gens von weiblichen und mannlichen Cimex lectularius ver-
schiedener Feldstamme und des sensiblen UBA-Stamms sequenziert. Bei der Untersuchung der DNA einer ein-
zelnen Bettwanze wurden in der Tabelle das Geschlecht oder das Juvenilstadium eingetragen.

Homozygot

St nicr[l\tN Tl\ljlt]iert HeE\eAl;(/)'\sz]got Homoz[i//g?l\t/l r]nutlert
Population

V419L L9251 V419L L925I V419L L925I
UBA 10/10 10/10 0/0 0/0 0/0 0/0
LB 10/10 719 0/0 2/1 0/0 1/0
HO 10/10 0/1 0/0 8/9 0/0 2/0
SK 10/10 0/4 0/0 10/4 0/0 0/2
OB 10/10 4/4 0/0 5/5 0/0 1/1
AS 10/10 4/5 0/0 4/5 0/0 2/0
CcC 8/9 0/3 2/1 8/6 0/0 2/1
B1 M 0 0 0 0 M
B3 1/1 0/0 0/0 0/0 0/0 1/1
B5 w 0 0 0 0 w

B6 M/J4 0 0 0 M/J4
B8 w 0 0 0 w

Erlauterungen: W: Weibchen; M: Méannchen; J: Juvenilstadium.
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Die Ergebnisse zeigen, dass im sensiblen UBA-Stamm die Mutationen V419L und L9251 der
weiblichen (W) und méannlichen (M) Bettwanzen nicht auftraten (homozygot nicht mutiert).
Des Weiteren wurden fir den Austausch L925I in allen Feldstammen mit Zuchterfolg sowie
im CC-Stamm Bettwanzen mit homozygot nicht mutierten (HNM), homozygot mutierten
(HM) und heterozygoten (H) Genotypen detektiert. Von den 20 untersuchten Tieren des LB-
Stamms waren 16 HNM (7W/9M), 3 H (2W/1M) und ein Weibchen HM. Im HO-Stamm wa-
ren ein HNM Ménnchen, 17 H Bettwanzen (8W/9M) und 2 HM Weibchen. Der SK-Stamm
hatte 4 HNM Ménnchen, 14 H Tiere (10W/4M) und 2 HM Ménnchen. Im OB-Stamm waren
pro Geschlecht jeweils 4 Bettwanzen HNM, 5 H und eine HM. Von den 20 untersuchten
Bettwanzen hatte der AS-Stamm je 9 HNM (4W/5M) und H (4W/5M) Tiere, sowie 2 HM
Weibchen. Im CC-Stamm waren 3 Mé&nnchen HNM, 14 H (8W/6M) und 3 HM (2W/1M)
Bettwanzen. Zudem war er von allen untersuchten Stdmmen der einzige mit 3 heterozygoten
(2W/1M) Bettwanzen fur den Austausch V419L. Alle anderen Feldstamme wiesen keine Al-
lele mit diesem Austausch auf und waren homozygot nicht mutiert. Von den Bettwanzenfeld-
stimmen ohne Zuchtmdglichkeit waren alle untersuchten Tiere fur den Austausch L925I

homozygot mutiert.

Um zu Gberprufen, ob die in den Feldstéammen LB, HO; SK, OB, AS sowie im Laborstamm
CC nachgewiesene Mutation L925I und die im CC-Stamm nachgewiesene Mutation V419L
ohne Selektion durch Pyrethroide in der Laborzucht nachteilig und somit signifikant unterre-
prasentiert waren, wurde die Allelverteilung auf das Vorliegen eines Hardy-Weinberg-
Gleichgewichts untersucht. Aus den im Hardy-Weinberg-Package in R vorhandenen Berech-
nungsmethoden wurde aufgrund des geringen Stichprobenumfangs der ,,likelihood ratio* Test
favorisiert. Zwar unterschieden sich die p-Werte zwischen den einzelnen Tests innerhalb ei-
nes Stamms, das eigentliche Ergebnis blieb aber unabhéngig vom verwendeten Test gleich (s.
Anhang Punkt 8.1, Tab. 13). Aufgrund der niedrigen Anzahl von Untersuchten Individuen ist
jedoch zu beachten, dass die Teststarke der Analysen gering ist und nur eine Tendenz ange-
zeigt wird.
Die Mutation L925I in den Stammen LB (p = 0,226), SK (p =0,059), OB (p = 0,656), AS
(p =0,908) und CC (p = 0,070) sowie die Mutation V419L im CC-Stamm (p = 0,622) wiirden
ohne Pyrethroid-Selektion keinen signifikanten Nachteil darstellen. Beim HO-Stamm hinge-
gen waren die in der Population vorhandenen Genotypen signifikant vom Hardy-Weinberg
Gleichgewicht verschieden (p =0,001). Dabei waren die homozygot mutierten Individuen
deutlich unterreprésentiert.
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3.6 Bestimmung der RNA-Integritat: Detektion eines Hidden-
Break in der 28S rRNA von C. lectularius

Bei einigen Insekten wurde bereits beschrieben, dass die 28S-Einheit der rRNA in zwei etwa
gleichgroRRe Untereinheiten zerfallen kann (FUJIWARA und ISHIKAWA 1986; ISHIKAWA
und NEWBURGH 1972; MACHARIA et al. 2015; WINNEBECK et al. 2010). Bei der Integ-
ritatsmessung isolierter RNA in der vorliegenden Arbeit konnte dieser sogenannte Hidden-
Break in der 28S-Einheit der rRNA auch bei C. lectularius nachgewiesen werden (Abb. 32A).
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Abb. 32: Elektropherogramm-Beispiele zur Auswahl nicht degradierter RNA. A Elektropherogramm und digita-
le Gel-&hnliche Darstellung von isolierter Cimex lectularius-RNA ohne vorherige Hitzedenaturierung am Bei-
spiel des LB-Stamms (1 Ménnchen). Durch einen sog. Hidden-Break in der 28S-Einheit der rRNA wurden die
18S-Einheit sowie die beiden Untereinheiten 28Sa und 28SpB aufgrund dhnlicher elektrophoretischer Mobilitdt
bei ca. 1900 nt detektiert, was eine Berechnung der RIN unméglich machte. Bei ca. 160 nt wurde das von der
28S getrennte 5,8S rRNA-Molekil detektiert. Die visuelle Inspektion zur Auswahl nicht degradierter RNA er-
folgte nach Abbildung A und B-E. (T (B), GW (C), UBA (D) und SK (E)). Marker: Referenz zur Bestimmung
der RNA-Fragmentgrofie im Elektropherogramm; Leiter: Referenz zur Bestimmung der RNA-Fragmentgrofe in
der digitalen Gel-ahnlichen Darstellung.
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Das Phanomen trat sowohl mit als auch ohne die im Protokoll des verwendeten Agilent RNA
6000 Nano Kits empfohlene Hitzedenaturierung bei 70 °C auf, weshalb diese im Folgenden
bei keiner der Proben durchgefiihrt wurde. Aufgrund ihrer Grol3e zeigten die beiden Teilstu-
cke 28Sa und 28SP eine dem 18S rRNA-Molekiil ahnliche elektrophoretische Mobilitat. Da-
durch konnten im Bioanalyzer nicht wie blich zwei Peaks bei ca. 1900 nt fiir das 18S- und
4000 nt fir 28S- rRNA-Molekil generiert werden, sondern nur ein gemeinsamer rRNA-Peak
bei ca. 1900 nt (18S, 28Sa und 28Sp), wodurch die Berechnung der RIN unmdoglich war. Aus
diesem Grund musste die Qualitdt der RNA durch eine visuelle Inspektion der
Elektropherogramme und der digitalen Gelbilder bestimmt werden. Beim Zerfall der 28S-
Einheit wurde das an diese gebundene 5,8S-rRNA-Molekuil ebenfalls abgeldst. Als weiterer,
aber fur die Berechnung nicht relevanter Peak, wurde deshalb bei ca. 160 nt das von der 28S
getrennte 5,8S rRNA-Molekil detektiert. Abbildung 32 (B-E) zeigt Elektropherogramme iso-
lierter RNA von vier Stdimmen nach dessen Beispielen sich die visuelle Inspektion zur Aus-
wahl nicht degradierter RNA richtete. Alle in der mRNA-Expressionsanalyse verwendeten
RNA-Proben der neun untersuchen Bettwanzenstdmme sind im Anhang unter Punkt 8.2 (Abb.
58-63) abgebildet. Beispiele von Elektropherogrammen, dessen Proben aufgrund von nicht
nachweisbarer oder degradierter RNA aussortiert wurden, sind in Abbildung 33 zu sehen.
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Abb. 33: Elektropherogramm-Beispiele verworfener RNA-Proben. A-F Proben isolierter Cimex lectularius-
RNA wurden aufgrund von nicht nachweisbarer (A) oder degradierter RNA (B-F) nicht fir die mRNA-
Expressionsanalyse verwendet. FU: Fluoreszenz Units; nt: Nukleotide.
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3.7 RT-PCR Amplifikate der Referenz- und CYP-Gene

Durch den Einsatz der Primerpaare fur die Referenzgene rps16, rpl8 und rpl11 wurden je ein
100 bp, 112bp bzw. 134 bp langes cDNA-Molekil amplifiziert. Aus den vier Genen
cyp397al, cyp398al, cypdcml und cyp6dnl wurden Amplifikate der Langen 244 bp, 220 bp,
245 bp bzw. 219 bp (Abb. 34) produziert.

1 cyp6dnl: 219bp
2 cyp397al:  244bp
3cyp398al:  220bp
4 cyp4cml: 245bp
5 CIRpslé6: 100bp
6 CIRpl8: 112bp
7 CIRpl11: 134 bp

Abb. 34: PCR-Produkte der CYP- und Referenz-Gene. Durch den Einsatz der Primerpaare fir die Referenzgene
rpsl6, rpl8 und rplll und den vier Genen cyp397al, cyp398al, cypdcml und cyp6dnl wurden je ein 100 bp,
112 bp, 134 bp, 244 bp, 220 bp, 245 bp bzw. 219 bp langes cDNA-Molekil amplifiziert. Als Template dienten
fur diese PCR aufgereinigte Plasmid-DNAs mit cDNA-Inserts, die aus dem wirkstoffsensiblen UBA-Stamm
kloniert wurden.

Der Cq und die RFU samtlicher Amplifikationskurven der CYP-cDNA cyp4cml, cyp6dnl,
cyp397al, cyp398al und der Referenz-cDNA rpl8, rpll1, rpsl6 sind im Anhang unter Punkt
8.2 angegeben. Am Beispiel des UBA-Stamms sind in Abbildung 35 repréasentative Amplifi-
kationskurven eines Gens mit dem niedrigsten und dem hdchsten Cq-Wert dargestellt, alle

weiteren Amplifikationskurven lagen dazwischen.

Die Ergebnisse der Schmelzkurvenanalyse zeigen (Abb. 36), dass die Schmelztemperaturen
(Tm) der Referenz-cDNA rpl8, rpl11 sowie rpsl6 bei T, =80 °C, 83,6 °C bzw. 83,5 °C und
die der CYP cDNA cyp4cml, cyp6dnl, cyp397al sowie cyp398al bei T, =81,2 °C, 84,5 °C,
80,8 °C bzw. 82 °C liegen (Abb. 36). Abbildung 36 zeigt zudem, dass Verunreinigungen
durch genomische DNA oder Primer-Dimere ausgeschlossen werden konnten, da neben den
erwarteten Peaks der Schmelzkurven der RT-PCR-Amplifikate keine weiteren Peaks auftra-

ten.
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Abb. 35: gRT-PCR Amplifikationskurven der CYP-cDNA cyp4cml, cyp6dnl, cyp397al, cyp398al und der
Referenz-cDNA rpl8, rpl11, rps16 am Beispiel des UBA-Stamms. Dargestellt sind die Amplifikationskurven mit
dem jeweils niedrigsten und hochsten Cg-Wert. RFU: Relative Fluoreszenzeinheit.

20000 : :
— cfyp4cm 1
— ciyp6dnl
dyp397al E
150004 — czyp398al
— pi8 @
— plll :
E — réps 16
2 10000 :
=
¥ :
5000 ;
0 ' : : .
60 65 90 95 100

Temperatur [°C]|

Abb. 36: Peaks der Schmelzkurven der CYP-cDNA cyp4cml, cyp6dnl, cyp397al, cyp398al und der Referenz-
cDNA rpl8, rpl11, rps16 am Beispiel des UBA-Stamms aus reprasentativen qRT-PCRs. -d(RFU)/dT: erste ne-
gative Ableitung der Fluoreszenz in Abhéngigkeit zur Temperatur.
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3.8 Tauglichkeit der Referenzgene

Die Tauglichkeit der Referenzgene fir die relative Quantifizierung der mRNA-Expression der
vier untersuchten CYP-Gene wurde mit dem Excel-basierten Datenerfassungstool BestKeeper
Uberprift (Tab. 9 und 10). Die Ergebnisse der deskriptiven Statistik der drei untersuchten Re-
ferenzgene (n=3) mit jeweils 95 untersuchten Cg-Werten zeigen (Tab. 9), dass rpl8
+1,73fach, rpl11 +2,11fach und rps16 +1,93fach hoch bzw. herunter reguliert wurden. Somit
waren die Variationen der Expressionen der Cg-Werte (SD [+ Cq]) von rpl8 mit 0,82 am
niedrigsten und von rpl11 mit 1,12 am héchsten. Die Variation der Expression von rps16 lag
mit 0,99 dazwischen. Damit hatte der aus dem geometrischen Mittel der Cg-Werte der drei
Referenzgene kalkulierte BestKeeper Index eine SD [+ Cq] von 0,92 Zyklen. Da rpl11 hthere
Variationen in den Cg-Werten aufzeigte als die anderen beiden Referenzgene und damit die
maximal empfohlene SD [+ Cq] von 1 berschritten hatte, wurde eine zweite Berechnung
ohne rplll durchgefihrt. Durch den Ausschluss von rplll (n=2) sank die Variation des
BestKeeper Index auf eine SD [+ Cq] von 0,87 Zyklen.

Tab. 9: Deskriptive Statistik der drei Referenzgene rps16, rpl8 und rpl1l. Die Berechnung erfolgte auf Basis der
Cg-Werte von je einer Probe des Doppelansatzes (pro Gen und Bettwanze) mit dem Excel-basierten Datenerfas-
sungstool BestKeeper. Der BestKeeper-Index wurde mit denselben Parametern fir alle drei Referenzgene (rpl8,
rplll, rpsl6; n = 3) und ohne rplll (rpl8, rpsl6; n = 2) berechnet.

rpl8 rplll rpslé BestKeeper BestKeeper

Daten der Referenzgene (n = 3) (n=3) (n=2)
Anzahl 95 95 95 95 95
GM [Cq] 25,73 35,40 29,37 29,91 27,49
AM [C(q] 25,75 35,42 29,40 29,93 27,51
Min [Cq] 23,18 33,11 26,28 27,23 24,68
Max [Cq] 28,78 39,70 32,99 33,27 30,82
SD [£ Cq] 0,82 1,12 0,99 0,92 0,87
CV [% C(q] 3,17 3,16 3,35 3,08 3,17
Min [x-fach] -5,48 -3,14 -6,15 5,88 6,73
Max [x-fach] 7,72 8,63 8,39 9,29 9,59
SD [+ x-fach] +1,73 2,11 +1,93 11,84 +1,81

Erlauterungen: Anzahl: untersuchte Bettwanzenproben; GM [Cq]: Geometrisches Mittel der Cq-Werte; AM
[Cq]: Arithmetisches Mittel der Cq-Werte, Min [Cq] und Max [Cq]: Extrema der Cg-Werte; SD [+ Cq]: Stan-
dardabweichung der Cg-Werte; CV [% Cq]: Variationskoeffizient, angegeben als Prozentsatz der Cq-Werte;
Min [x-fach] und Max [x-fach]: Extrema der Expressionslevel, angegeben als ein Koeffizient der absoluten x-
fachen Uber- oder Unterregulation; SD [+ x-fach]: Standardabweichung des Koeffizienten der absoluten Regula-
tion.
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Die Korrelation der Referenzgene untereinander und zum BestKeeper Index wurde mit einer
paarweisen Korrelationsanalyse und einer anschlieRenden Regressionsanalyse berechnet (Tab.
10). Die Ergebnisse des Vergleichs der drei Referenzgene in der Korrelationsanalyse zeigen
zwischen rpl8 und rpll11, rpl8 und rps16 sowie rpl1l und rps16 mit r = 0,869, r = 0,870 bzw.
r=0,819 eine mit p =0,001 fur alle Berechnungen signifikante Korrelation untereinander
(Tab. 10 A). Beim Vergleich der drei Referenzgene mit dem BestKeeper Index bestand mit
r=0,962 fur rpl8, r = 0,942 fur rpl1l und r = 0,945 flr rps16 ebenfalls ein signifikanter Zu-
sammenhang (p = 0,001). Auch die Ergebnisse der Regressionsanalyse zeigen, dass fur rpl8
93 % und fur rpl11 sowie rpsl16 jeweils 89 % der Variationen durch das Modell erfasst wur-

den.

Tab. 10: Wiederholte paarweise Korrelationsanalyse der drei Referenzgene rps16, rpl8 und rpl1l. A innerhalb
der drei Referenzgene (RG) sowie zwischen dem BestKeeper-Index (n =3) und den Referenzgenen sowie B
ohne rplll innerhalb der zwei Referenzgene sowie zwischen dem BestKeeper- Index (n = 2) und den Referenz-
genen.

Paarweise Korrelationsanalyse Paarweise Korrelationsanalyse
A (n=3) i (n=2)
Vs. rpl8 rplll rpsl6 Vs. rpl8 rpsl6
rplll 0,869 - - rpsl6 0,870 -
p-Wert 0,001 - - p-Wert 0,001 -
rpsl6 0870 0,819 - - - -
p-Wert 0,001 0,001 - - - -
BestKeeper vs. rpl8 rplll rpsl6 BestKeeper vs. rpl8 rpsl6
r 0,962 0,942 0,945 r 0,966 0,968
p-Wert 0,001 0,001 0,001 p-Wert 0,001 0,001
Regressionsanalyse (n = 3) Regressionsanalyse (n = 2)
RG vs. BestKeeper (Index aus 3 RG) RG vs. BestKeeper (Index aus 2 RG)
rpl8 rplll rpsl6 rpl8 rpsl6
r 0,962 0,942 0,945 r 0,966 0,968
r’ 0,925 0,887 0,893 r? 0,933 0,937
Schnittpunkt [Cq] -0,115 1,385  -1,017 0,614  -0,726
Steigung [Cq] 0,864 1,137 1,016 0,914 1,095
SE [Cq] 10,284 +0,468 0,405 0,268 +0,311
p-Wert 0,001 0,001 0,001 p-Wert 0,001 0,001

Erlauterungen: r: Pearson Korrelationskoeffizient; r%: Determinationskoeffizient; SE: Standardfehler.
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Die Korrelationsanalyse ohne rpl1ll (n =2) zeigte mit r = 0,870 denselben signifikanten Zu-
sammenhang (p = 0,001) zwischen rpl8 und rps16 (Tab. 10 B) wie zuvor. Im Vergleich zur
Korrelationsanalyse mit allen drei Referenzgenen korrelierten rpl8 mit r = 0,966 und rps16
mit r = 0,968 in dieser Analyse etwas besser mit dem BestKeeper Index. Der p-Wert war mit
0,001 gleich geblieben. Auch die Ergebnisse der Regressionsanalyse zeigen mit 93,3 % fir
rpl8 und 93,7 % fiir rps16, dass in diesem Modell 0,8 % bzw. 4,4 % mehr Variationen erfasst
wurden.

Aufgrund der geringen Unterschiede zwischen beiden Modellen wurden fir die mRNA-

Expressionsanalyse alle drei Referenzgene verwendet.

3.9 Effizienz der gRT-PCR

Die genspezifischen PCR-Effizienzen wurden anhand verschiedener Verdinnungen von
Plasmid-Standards bestimmt, welche in jedem Lauf mit analysiert wurden. Die Amplifikati-
onskurven dieser Standards sind in Abbildung 37 am Beispiel des UBA-Stamms fiir das Gen
cyp397al dargestellt. Da die Cg-Werte von der Startkopienzahl in jeder Probe abhéngig wa-
ren, hatten Verdinnungen mit hohen Konzentrationen niedrige Cq-Werte und niedrige Kon-
zentrationen dementsprechend hohe Werte. Dadurch konnte das Gerét eine Regressionsgerade
generieren, in der die Cq-Werte Uber den logarithmisch transformierten Anfangskonzentratio-
nen der Verdinnungsreihe abgebildet wurden. Uber die Steigungen der linearen Funktionen
der Referenz- und CYP-Gene (Abb. 38) konnten mit Formel (a) die Effizienzen der Amplifi-
kationen berechnet werden. Mit Formel (b) wurden die prozentualen Effizienzen berechnet.

a) E = 10/5@gus) b)  E%=(E—1)x100
Die Effizienz bei der Amplifikation der Referenz-cDNA (Abb. 38) war bei rpl8 mit
E = 97,7 % am groBten, gefolgt von rps16 mit E = 80,3 % und bei rpll1l mit E = 64,7 % am
geringsten. Der Determinationskoeffizient zeigt auBerdem, dass fir rpl8 99,86 %, flr rps16
99,80 % und fiir rpl11 99,76 % der Variationen durch das Modell erfasst wurden. Zudem be-
steht innerhalb der Referenz-cDNA rpl8 mit r=0,9993 sowie rpsl6 und rplll mit je
r=0,9991 ein fast vollstdndig positiver linearer Zusammenhang zwischen den Cg-Werten
und den logarithmisch transformierten (Log) Kopienzahlen der Verdunnungsreihen.
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Abb. 37: Amplifikationskurven des Plasmid-Standards (4x106 bis 4 Kopien), und der negativen Reagenzien-
kontrolle (NTC) am Beispiel der CYP-cDNA cyp397al des wirkstoffsensiblen UBA-Stamms. RFU: Relative
Fluoreszenzeinheit.

Die Effizienz der Amplifikation der untersuchten CYP-cDNA (Abb. 38) war bei cyp397al
mit E = 96,9 % am grofiten und bei cyp4dcml mit E = 84,4 % am geringsten. Die Effizienzen
von cyp398al und cyp6dnl lagen mit E = 96,4 % und E = 90,6 % dazwischen. Bei cyp4dcml,
cyp398al, cyp6dnl bzw. cyp397al wurden 99,92 %, 99,74 %, 99,59 % bzw. 98,81 % der
Variationen durch das Modell erfasst. Innerhalb der CYP-cDNA cyp4cml mit r = 0,9996,
cyp398al mit r = 0,9987, cyp6dnl mit r = 0,9979 und cyp397al mit r = 0,9940 bestand eben-
falls ein annahernd vollstéandiger linearer Zusammenhang zwischen Cg-Werten und der Log-

Kopienzahl der Plasmid-Standards.
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Abb. 38: Regressionsgeraden der Plasmid-Standards der Referenzgene rpl8, rpl11 und rpsl6 sowie der CYP-
Gene cyp397al, cyp398al, cyp6dnl und cypdcml. Es wurden die Mittelwerte der Doppelanséatze mit der Stan-
dardabweichung und die 95 %-Konfidenzlinien (gepunktete Linie) am Beispiel des UBA-Stamms aufgetragen.
Fiir jedes Gen sind der Determinationskoeffizient (r°), die Effizienz (E) und die Geradengleichung angegeben.
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3.10Expression der mRNAs fur die Cytochrom P450-Gene
cyp397al, cyp398al, cypdcml und cyp6dnl

Zur Detektion erhohter Transkriptlevel der vier CYP-Gene cyp397al, cyp398al, cypdcml
und cyp6dnl wurde die RNA von je zehn mannlichen Bettwanzen der Stamme UBA, SK, AS,
OB, LB, HO, GW, T und CC einzeln isoliert, in cDNA umgeschrieben und mittels gRT-PCR
untersucht. In den Stammen HO, SK, AS, GW und T wurden fiir das CYP-Gen cyp397al dem
UBA-Stamm gegeniber signifikant erhbhte mRNA-Expressionslevel nachgewiesen. Der T-
Stamm wies als einziger Stamm einen signifikant erhohten Transkriptlevel fur cyp397al und
cyp398al auf. Sdmtliche Daten zu den mRNA-Expressionsanalysen befinden sich im Anhang
unter Punkt 8.3 (Tab. 14-20).

Die mRNA-Expressionsanalyse von den zehn untersuchten ménnlichen Bettwanzen pro
Stamm zeigt (Abb. 39), dass die durchschnittlichen Transkriptlevel des Gens cyp397al in den
finf Bettwanzenfeldstammen mit 7,1 fir den HO-Stamm (p =0,0421), 17,3 fiir den SK-
Stamm (p =0,0009), 17,5 fir den AS-Stamm (p =0,0011), 56 fur den GW-Stamm
(p < 0,0001) und mit 44,9 fir den T-Stamm (p < 0,0001) signifikant héher waren als im sen-
siblen UBA-Stamm mit 1,3. Die mRNA-Expressionslevel von cyp397al waren in den Stdm-
men CC, LB und OB mit 4,9 (p = 0,6584), 5,1 (p =0,6115) bzw. 5,3 (p = 0,3131) nicht signi-
fikant hoher als beim UBA-Stamm. Der durchschnittliche Transkriptlevel von cyp398al war
bei dem T-Stamm mit 4,9 (p = 0,0042) in Relation zum UBA-Stamm mit 1,4 signifikant ho-
her. Fur die anderen Feldstamme AS mit 1,3 (p > 0,9999), CC mit 0,5 (p = 0,102), GW mit
2,5 (p=0,8458), HO mit 1,8 (p >0,9999), LB mit 1,4 (p >0,9999), OB mit 1,2 (p >0,9999)
und SK mit 2 (p >0,9999) lagen die durchschnittlichen mRNA-Expressionslevel dieses Gens
nicht signifikant tber dem des UBA-Stamms. Die Unterschiede der Transkriptlevel des CYP
Gens cyp6dnl bei den Feldstaimmen AS mit 2,1 (p = 0,7452), CC mit 1,3 (p > 0,9999), GW
mit 2,3 (p = 0,8595), HO mit 1,1 (p >0,9999), LB (p =0,104) und OB (p = 0,2118) mit je-
weils 0,5, SK mit 0,9 (p > 0,9999) bzw. T mit 1,5 (p > 0,9999) und dem UBA-Stamm mit 1,1
waren ebenfalls nicht signifikant. Auch bei der Untersuchung das Gens cyp4cml gab es zwi-
schen den Feldstimmen AS mit 1,1 (p >0,9999), CC mit 0,5 (p =0,8463), GW mit 2,4
(p =0,8151), HO mit 0,8 (p > 0,9999), LB mit 0,6 (p > 0,9999), OB mit 0,9 (p > 0,9999), SK
mit 2,5 (p > 0,9999) bzw. T mit 1,6 (p = 0,7055) und dem sensiblen UBA-Stamm mit 1,1 im
Durchschnitt keinen signifikanten Unterschied zwischen den mRNA-Expressionslevel.
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Abb. 39: mRNA-Expression der CYP-Gene cyp397al, cyp398al, cyp6dnl und cypdcml relativ zu den Referenzgenen rpl8, rpl1l und rps16. Die Transkriptlevel der Feldstdimme
LB, HO, SK, OB, AS, GW und T, sowie des CC-Laborstamms wurden mit einer Kruskall-Wallis-Rangvarianzanalyse und dem Dunn Post-hoc-Test auf signifikante Unterschiede
(o = 0,05) relativ zum sensiblen UBA-Stamm (grau) untersucht.
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3.11Wirksamkeit von Kontaktinsektiziden gegen C. lectularius

Der Wahlversuch wurde als praxisnahes Testsystem fiir die Uberpriifung der Wirksamkeit
von Kontaktinsektiziden gegen Bettwanzen entwickelt. Die Priftiere werden von einer Reiz-
quelle aus einer Kombination von CO, und Warme angelockt und kénnen gemaf ihres natur-
lichen Verhaltens (iber mit Insektizid behandelte Oberflachen laufen. Im Rahmen dieser Ar-
beit wurde der Wahlversuch um ein neues Kastensystem erweitert. Im Gegensatz zum vorhe-
rigen Versuchsaufbau erlaubt es durch seine Konstruktion auch die Prufung unflexibler Prif-
oberflachen. Um die Funktionalitat des neuen Wahlversuchdesigns zu testen, wurde die Wirk-
samkeit der Kontaktinsektizide A (Alphacypermethrin) und B (Bendiocarb) auf den Priifober-
flachen Tapete, Teppich, Sperrholz und Hornitex® an jeweils 100 Bettwanzen im gleichen
Geschlechterverhdltnis in je drei Replikaten untersucht.

Zusammenhdange innerhalb der Wahl- und Zwangsversuche wurden mit der mid-p-Variante
des Exakten Vierfeldertafeltests nach Fisher berechnet (o = 0,05) und mittels der Bonferroni-
Holm-Prozedur korrigiert. Sdmtliche korrigierte p-Werte aus den Wahl- und Zwangsversu-
chen (UBA) befinden sich im Anhang unter den Punkten 8.4 und 8.5. Bei einigen Untersu-
chungen wurden zusétzlich die Einflusse der erklarenden Variablen (Stamm, Geschlecht, In-
sektizid, Prifoberflachen, Belagsalterung der Prifoberflachen, Kontrolltag und Einwirkzeit)
auf die Zielvariable (schwere Schadigung von C. lectularius) mittels bindrer logistischer Re-
gression berechnet. Samtliche relevante Werte befinden sich im Anhang unter den Punkten
8.4 und 8.5. Die Kontrollmortalitat lag in allen Versuchen unter 5 %, weshalb keine weiteren

Korrekturen vorgenommen werden mussten.

3.11.1Wirksamkeit von Insektizid A und B auf den sensiblen UBA-Stamm

im Wahlversuch

Im Wahlversuch zeigen die Ergebnisse der beiden Berechnungsvarianten, dass zum Zeitpunkt
7 d p.a. nach Betrieb der Versuchsanlagen mit Insektizid A unabhéngig von den Priufoberfla-
chen und der Belagsalterung signifikant mehr Bettwanzen schwer geschéadigt waren als nach
Betrieb mit Insektizid B. Zudem konnte unter der Verwendung von Insektizid A bei allen
Prufoberflachen zwischen den drei getesteten Belagsalterungen kein Unterschied in der Sché-
digungsrate von C. lectularius beobachtet werden. Unter der Verwendung von Insektizid B
konnten im Gegensatz zu Insektizid A keine Unterschiede in der Schadigungsrate zwischen
der Wirksamkeitskontrolle 24 h p.a. und 7 d p.a. festgestellt werden, unabhangig von der ver-
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wendeten Priifoberflache und deren Belagsalterung. Zudem konnten zwischen einigen Priif-
oberflachen Unterschiede in den Schédigungsraten beider Insektizide festgestellt werden. In
den Wahlversuchen waren aufferdem zum Zeitpunkt 7 d p.a. mehr Mannchen schwer gescha-
digt als Weibchen.

3.11.1.1 Berechnung mittels mid-p-Variante des Exakten Vierfeldertafeltests nach Fis-

her

In der Wirksamkeitskontrolle nach Betrieb der Versuchsanlagen mit Insektizid A auf Tapete
ohne (kB), mit einer (1WB) bzw. zwei Wochen (2WB) Belagsalterung (Abb. 40, Tapete) lag
die prozentuale schwere Schéadigung der gelaufenen Bettwanzen nach 24 h p.a. bei 99 %,
100 % und 96 %. An Tag 7 p.a. waren jeweils 100 % der Tiere schwer geschadigt. Zum Zeit-
punkt 24 h p.a. waren nach zwei Wochen Belagsalterung signifikant weniger (p = 0,0245)
Bettwanzen schwer geschédigt als 7 d p.a. Die Unterschiede zwischen den beiden Zeitpunkten
der Wirksamkeitskontrolle waren bei frisch eingespriihten und einer Woche gealterten Tape-
ten nicht signifikant (s. Anhang, Tab. 22).

Zudem zeigen die Ergebnisse, dass es in dieser und allen weiteren mit Insektizid A untersuch-
ten Versuchsanordnungen zwischen den Belagsalterungen innerhalb dieser Versuchsanord-
nungen zum Zeitpunkt 7 d p.a. keine signifikanten Unterschiede in der Anzahl schwer ge-
schadigter C. lectularius gab (s. Anhang, Tab. 21).

Eine Eiablage fand wéhrend der Wirksamkeitskontrollen zu keinem Zeitpunkt statt.

In der Wirksamkeitskontrolle nach Betrieb der Versuchsanlagen mit Insektizid B auf Tapete
gab es in dieser und allen weiteren mit Insektizid B untersuchten Versuchskombinationen
zwischen den Zeitpunkten 24 h p.a. und 7 d p.a. keine signifikanten Unterschiede in der An-
zahl schwer geschadigter C. lectularius des UBA-Stamms (s. Anhang, Tab. 22).

Bei Insektizid B auf Tapete (Abb. 40, Tapete) waren zum Zeitpunkt 7 d p.a. bei den Belagsal-
terungen kB 46 %, 1WB 47 % und 2WB 29 % der Tiere schwer geschadigt. Die Unterschiede
in der Anzahl schwer geschadigter C. lectularius zwischen keiner und einer bzw. zwei Wo-
chen Belagsalterung waren an Tag 7 p.a. nicht signifikant (s. Anhang, Tab. 21), wohingegen
der Unterschied zwischen einer und zwei Wochen Belagsalterung in der gleichen Versuchs-
anordnung mit 18 % weniger schwer geschadigten Tieren nach 2WB signifikant war
(p =0,0322).
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Bei Insektizid B waren im Vergleich zu Insektizid A auf Tapete zum Zeitpunkt 7 d p.a. bei
den Belagsalterungen kB 54 %, 1WB 28 % und 2WB 71 % weniger Tiere schwer geschadigt.
Die Unterschiede in der Anzahl schwer geschadigter C. lectularius waren mit p =0,000012
bei allen Belagsalterungen signifikant.

Zudem fand nach jedem Versuchsdurchlauf mit Insektizid B auf Tapete wahrend der Wirk-

samkeitskontrolle eine Eiablage statt.
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Abb. 40: Vergleich der Wirksamkeit der Insektizide A und B auf den Oberflachen Tapete, Teppich, Hornitex®
und Sperrholz gegen Cimex lectularius des sensiblen UBA-Stamms im Wahlversuch zum Zeitpunkt 7 d p.a.
Statistische Zusammenhénge wurden mit der mid-p-Variante des Exakten Tests nach Fisher untersucht und die
p-Werte mittels Bonferroni-Holm-Prozedur korrigiert. Die Kreise geben die biologischen Replikate an, die Quer-
linie den Mittelwert. * p < 0,05.

Nach Betrieb der Versuchsanlagen mit Insektizid A auf Teppich ohne und mit einwdchiger
Belagsalterung (Abb. 40, Teppich), waren am ersten Tag p.a. jeweils 100 % der gelaufenen C.
lectularius schwer geschadigt. Zum Zeitpunkt 7 d p.a. konnte flr beide Belagsalterungen eine
Wiedererholung von 2 % bzw. 4 % der Tiere beobachtet werden. Auf Teppich mit zweiwo-
chiger Belagsalterung waren zu den Zeitpunkten 24 h p.a. bzw. 7 d p.a. 97 % bzw. 98 % der
Bettwanzen schwer geschédigt. Die Unterschiede waren zwischen beiden Zeitpunkten in allen
drei Belagsalterungen nicht signifikant (s. Anhang, Tab. 22).
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Eine Eiablage fand wahrend der Wirksamkeitskontrollen zu keinem Zeitpunkt statt.

Bei der Versuchsanordnung Insektizid B auf Teppich (Abb. 40, Teppich) waren zum Zeit-
punkt 7 d p.a. bei kB 56 % und 1WB bzw. 2WB jeweils 9 % der Tiere schwer geschadigt. Die
Unterschiede in der Anzahl schwer geschédigter C. lectularius zwischen kB und 1WB bzw.
kB und 2WB waren an Tag 7 p.a. mit jeweils 47 % weniger schwer geschadigten Tieren bei
beiden signifikant (p = 0,000012). Bei einer und zwei Wochen Belagsalterung in der gleichen
Versuchsanordnung war die Anzahl schwer geschadigter Tiere zum Zeitpunkt 7 d p.a. gleich
(s. Anhang, Tab. 21).

Bei Insektizid B waren im Vergleich zu Insektizid A auf Teppich zum Zeitpunkt 7 d p.a. beli
den Belagsalterungen kB 44 % und 1WB bzw. 2WB jeweils 91 % weniger Tiere schwer ge-
schadigt. Die Unterschiede in der Anzahl schwer geschadigter C. lectularius waren mit
p = 0,000012 bei allen Belagsalterungen signifikant.

Zudem fand nach jedem Versuchsdurchlauf mit Insektizid B auf Teppich wéhrend der Wirk-

samkeitskontrolle eine Eiablage statt.

Waurde Insektizid A auf Hornitex® in der Versuchsanlage ohne, mit einer bzw. zwei Wochen
Belagsalterung verwendet (Abb. 40, Hornitex®), waren bei den Wirksamkeitskontrollen an
Tag 1 p.a. 100 %, 93 % bzw. 99 % und an Tag 7 p.a. 100 %, 96 % bzw. 100 % der gelaufenen
Bettwanzen schwer geschédigt. Die Unterschiede waren zwischen beiden Zeitpunkten in allen
drei Belagsalterungen nicht signifikant (s. Anhang, Tab. 22).

Im Gegensatz zu den Untersuchungen mit Insektizid A auf Tapete und Teppich, wurden in
einem der drei Replikate mit Insektizid A auf Hornitex® mit 1WB und bei allen Replikaten
bei 2WB Eier abgelegt.

Bei Insektizid B auf Hornitex® (Abb. 40, Hornitex®) waren zum Zeitpunkt 7 d p.a. bei den
Belagsalterungen kB 84 %, 1WB 64 % und 2WB 82 % der Tiere schwer geschadigt. Die Un-
terschiede in der Anzahl schwer geschédigter C. lectularius zwischen kB und 1WB sowie
1WB und 2WB waren an Tag 7 p.a. mit p = 0,000143 bzw. p = 0,0137 signifikant. Dahinge-
hend waren die Unterschiede zwischen kB und 2WB nicht signifikant (s. Anhang, Tab. 21).
Bei Insektizid B waren im Vergleich zu Insektizid A auf Hornitex® zum Zeitpunkt 7 d p.a. bei
den Belagsalterungen kB 16 %, 1WB 34 % und 2WB 18 % weniger Tiere schwer geschadigt.
Die Unterschiede in der Anzahl schwer geschédigter C. lectularius waren bei allen Belagsal-
terungen mit p = 0,000012 signifikant.
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Im Gegensatz zu den Untersuchungen mit Insektizid A auf Tapete und Teppich, wurden hier
nur in je einem der drei Replikate mit Insektizid B auf Hornitex® ohne und mit 1WB sowie

bei zwei Replikaten bei 2WB Eier abgelegt.

Nach Betrieb der Versuchsanlagen mit Insektizid A auf Sperrholz war die schwere Schadi-
gungsrate der gelaufenen Bettwanzen bei kB und 1WB (Abb. 40, Sperrholz) nach 7 d p.a.
jeweils 9 % und bei 2WB 15 % hoher als zum Zeitpunkt 24 h p.a. Die Unterschiede waren
zwischen beiden Zeitpunkten in allen drei Belagsalterungen fir kB mit p = 0,000038, 1WB
mit p = 0,0053 und 2WB mit p = 0,000064 signifikant.

Im Gegensatz zu den Untersuchungen mit Insektizid A auf Tapete und Teppich, wurden in
zwei der drei Replikate mit Insektizid A auf Sperrholz mit 1WB und bei allen Replikaten bei
2WB Eier abgelegt.

In der Wirksamkeitskontrolle nach Betrieb der Versuchsanlagen mit Insektizid B auf Sperr-
holz (Abb. 40, Sperrholz) waren an Tag 7 p.a. bei den Belagsalterungen kB 24 %, 1WB 29 %
und 2WB 9 % der Tiere schwer geschadigt. Die Unterschiede in der Anzahl schwer gescha-
digter C. lectularius zwischen kB und 1WB waren an Tag 7 p.a. nicht signifikant (s. Anhang,
Tab. 21). Wohingegen die Unterschiede zwischen kB und 2WB mit p = 0,0137 sowie 1WB
und 2WB mit p = 0,00013 signifikant waren.

Bei Insektizid B waren im Vergleich zu Insektizid A auf Sperrholz zum Zeitpunkt 7 d p.a. bei
den Belagsalterungen kB 76 % 1WB 68 % und 2WB 86 % weniger Tiere schwer geschadigt.
Die Unterschiede in der Anzahl schwer geschadigter C. lectularius waren mit p = 0,000012
bei allen Belagsalterungen signifikant.

Zudem fand nach jedem Versuchsdurchlauf mit Insektizid B auf Teppich wahrend der Wirk-

samkeitskontrolle eine Eiablage statt.

Vergleicht man die Anzahl schwer geschadigter C. lectularius nach Betrieb der Versuchsan-
lage mit Insektizid A auf Tapete und Teppich waren die Unterschiede zwischen den beiden
Oberflachen zum Zeitpunkt 7 d p.a. in allen drei Belagsalterungen nicht signifikant. Dies galt
ebenso fiir die Vergleiche zwischen den Oberflichen Tapete und Hornitex®, Teppich und
Sperrholz, bzw. Teppich und Hornitex® (s. Anhang, Tab. 21).

Die Unterschiede zwischen den beiden Oberflachen Tapete und Sperrholz bzw. Hornitex®
und Sperrholz mit Insektizid A waren ohne und mit einer Woche Belagsalterung nach 7 d p.a.
ebenfalls nicht signifikant (s. Anhang, Tab. 21). Nach zwei Wochen Belagsalterung war die

Anzahl schwer geschadigter Tiere am Tag 7 p.a. auf Sperrholz jeweils um 5 % niedriger als
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auf Tapete und Hornitex®. Die Unterschiede waren mit p = 0,0307 fiir Tapete und p = 0,0248
fur Hornitex® signifikant.

Vergleicht man die Anzahl schwer geschadigter C. lectularius nach Betrieb der Versuchsan-
lage mit Insektizid B auf Tapete und Teppich waren an Tag 7 p.a. bei kB zunédchst 10 % we-
niger Tiere auf der Prufoberflache Tapete schwer geschadigt, dagegen bei 1WB 38 % bzw.
2WB 20 % mehr Tiere auf Tapete schwer geschadigt. Die Unterschiede zwischen den beiden
Oberflachen Tapete und Teppich waren fur kB mit p =0,000012, 1IWB p = 0,000012 und
2WB p = 0,000076 signifikant.

Nach Betrieb der Versuchsanlagen mit Insektizid B auf Tapete und Hornitex® waren im Ver-
gleich zur Tapete an Tag 7 p.a. bei den Belagsalterungen kB 38 %, 1WB 17 % und 2WB
53 % mehr Tiere auf Hornitex® schwer geschadigt. Die Unterschiede waren fiir kB und 2WB
mit p = 0,000012 fir beide signifikant, fir 1WB nicht (s. Anhang, Tab. 21).

Beim Vergleich der Oberflachen Tapete und Sperrholz in der gleichen Versuchsanordnung
waren zum Zeitpunkt 7 d p.a. auf Tapete in den drei Belagsalterungen kB 22 %, 1WB 43 %
und 2WB 20 % mehr Bettwanzen schwer geschédigt als auf Sperrholz. Die Unterschiede wa-
ren fur kB mit p = 0,00026, 1WB p = 0,0202 und 2WB p = 0,00026 signifikant.

Vergleicht man die Anzahl schwer geschadigter C. lectularius nach Betrieb der Versuchsan-
lage mit Insektizid B auf Teppich und Hornitex® waren an Tag 7 p.a. bei den Belagsalterun-
gen kB 28 %, 1WB 55 % bzw. 2WB 73 % mehr Tiere auf Hornitex® schwer geschadigt. Die
Unterschiede zwischen den beiden Oberflachen waren fir alle drei Belagsalterungen mit
p = 0,000076 signifikant.

Nach Betrieb der Versuchsanlage mit Insektizid B auf Teppich und Sperrholz waren an Tag
7 p.a. bei den Belagsalterungen kB zunachst 32 % weniger, bei 1WB 20 % mehr Tiere auf
Sperrholz schwer geschadigt, und bei 2WB gab es mit jeweils 9 % schwer geschadigten C.
lectularius zwischen beiden Oberflachen keinen Unterschied (s. Anhang, Tab. 21). Die Unter-
schiede zwischen den beiden Oberflachen waren fur kB mit p =0,000012 und 1WB
p = 0,000018 signifikant.

Beim Vergleich der Oberflachen Sperrholz und Hornitex® in der gleichen Versuchsanordnung
waren zum Zeitpunkt 7 d p.a. auf Hornitex® in den drei Belagsalterungen kB 60 %, 1WB
35 % und 2WB 73 % mehr Bettwanzen schwer geschadigt als auf Sperrholz. Die Unterschie-
de waren fiir kB mit p = 0,00026, 1WB p = 0,0202 und 2WB mit p = 0,000012 signifikant.
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In allen mit Insektizid A untersuchten Versuchskombinationen gab es zum Zeitpunkt 7 d p.a.
keine signifikanten Unterschiede in der Anzahl schwer geschadigter weiblicher und mannli-
cher C. lectularius des UBA-Stamms (Bsp. Abb. 41 A; weitere siehe Anhang unter Punkt 8.7,
Abb. 66). Fur die mit Insektizid B untersuchten Versuchskombinationen gab es an Tag 7 p.a.
fur die Priifoberflichen Teppich, Hornitex® und Sperrholz in allen drei Belagsalterungen
ebenfalls keine signifikanten Unterschiede in der Anzahl schwer geschadigter weiblicher und
méannlicher C. lectularius des UBA-Stamms. Bei Insektizid B auf Tapete waren bei kB 29 %,
1IWB 44 % und 2WB 25 % mehr Méannchen schwer geschadigt als Weibchen. Die Unter-
schiede waren mit p = 0,0027, p = 0,000012 bzw. p = 0,02624 signifikant (Abb. 41 B; weitere
siehe Anhang unter Punkt 8.7, Abb. 68).

< s :
- 1004 ceo Ogo | 089 080 @ 080 ceo
'§ . 90_ : :
S 2 80-
§ = 70+
ST 604
S E 504
B2 404
=5 304 :
SN 204 © Weibchen :
¢ E :
& 2 1094 o  Minnchen :
5 L e e s
z keine i 1 Woche i 2 Wochen
2 . i
A Belagsalterungen von Insektizid A auf Tapete
= 100 bel |
— 4 o i i
§ 00 ] Weibchen *
5 s 80 Minnchen : o
3= . o
T= 704 -_
&~ 0o : : *
~ o~ 00+ —_— i : o
Y E 504 ' o
- - o (o]
g 404 T
T3 301 2 —
= N 4 o o o o
< 20 o
@ E i {o]e]
&z 101 E :
= N 04 fuvees e SR
z keine : 1 Woche :2 Wochen
2 . ‘
B Belagsalterungen von Insektizid B auf Tapete

Abb. 41: Vergleich der Anzahl schwer geschadigter weiblicher und ménnlicher Cimex lectularius im Wahlver-
such zum Zeitpunkt 7 d p.a. A unter der Verwendung von Insektizid A auf Tapete, B unter der Verwendung von
Insektizid B auf Tapete. Statistische Zusammenhdnge wurden mit der mid-p-Variante der Exakten Tests nach
Fisher untersucht und die p-Werte mittels Bonferroni-Holm-Prozedur korrigiert. Die Kreise geben die biologi-
schen Replikate an, die Querlinie den Mittelwert. * p < 0,05.
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3.11.1.2 Berechnung mittels bin&rer logistischer Regression

Far den Wahlversuch zur Wirksamkeitspriifung von Insektizid A und Insektizid B auf den
verschiedenen Priifoberflachen Tapete, Teppich, Hornitex® und Sperrholz, wurden zur weite-
ren statistischen Uberpriifung zwei generalisierte lineare Modelle mit dem Statistikprogramm
R berechnet. Das erste Modell wurde mit Interaktionen berechnet (s. Anhang, Tab. 24), das
zweite ohne (s. Anhang, Tab. 26). In beiden wurde der Einfluss der erklarenden Variablen
Insektizid, Prifoberflache, Belagsalterung, Geschlecht sowie Tag der Wirksamkeitskontrolle
auf die Zielvariable schwere Schadigung untersucht. Die jeweiligen Referenzkategorien die-
ser erklarenden Variablen waren Insektizid A, die Priifoberflache Hornitex®, keine Belagsal-
terung, Mannchen sowie der erste Tag der Wirksamkeitskontrolle. Dabei hat sich das Modell
mit Interaktionen, mit einem AIC von 6435,8, etwas besser an die vorliegenden Daten ange-

passt als das ohne Interaktionen mit einem AIC = 6793,2.

Die Effektkoeffizienten (,,odds ratios®, OR) beschreiben den Zusammenhang zwischen der
Zielgroflie schwere Schadigung und der Exposition von C. lectularius und sind fir das Modell
mit Interaktionen in Abbildung 42 dargestellt. Bei diesem Modell mit je einer Variable
(Haupteffekte, Abb. 42 A) war die Chance beim Vergleich der Insektizide, dass unter der
Verwendung von Insektizid B eine schwere Schadigung bei C. lectularius im Wahlversuch
eintrat um den Faktor 0,0088 (95 % KI: 0,0005-0,04, p = 0,0000027) signifikant geringer als
bei Insektizid A.

Beim Vergleich der verwendeten Oberflachen Sperrholz, Tapete und Teppich mit Hornitex®
war die Chance auf eine schwere Schadigung bei der Oberflache Sperrholz um den Faktor
0,039 (95 % KI: 0,002-0,2; p = 0,001604) signifikant geringer als bei Hornitex®. Der Unter-
schied zu Hornitex® war bei den Oberflachen Tapete (p = 0,302) und Teppich (p = 0,1344)
nicht signifikant. Zudem Uberlappen sich die Konfidenzintervalle der einzelnen OR der drei
gegen Hornitex® getesteten Priifoberflachen, d.h. dass keine dieser Oberflachen sich signifi-
kant in ihrem Einfluss auf die schwere Schadigung von C. lectularius unterscheiden. Die
Chance, dass eine schwere Schéadigung eintrat, war bei Oberflachen mit 1WB um den Faktor
0,048 (95 % KI: 0,003-0,2; p =0,003373) signifikant geringer als bei frisch behandelten
Oberflachen. Der Unterschied zwischen kB und 2WB war nicht signifikant (p = 0,566), eben-
so wenig wie zwischen 1WB und 2WB (Uberlappung der Konfidenzintervalle).

Zudem war die Chance auf schwere Schadigung fur Weibchen um den Faktor 0,59 (95 % KI:
0,5-0,7; p < 2x10%) signifikant geringer als fiir Mannchen.
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IB: Insektizid B

TA: Tapete
TE: Teppich

SH: Sperrholz

1WB: | Woche Belagsalterung

2WB: 2 Wochen Belagsalterung

Erklirende Variablen

W: Weibchen
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Abb. 42: Bindre logistische Regressionen der Ergebnisse aus den Wahlversuchen mit den Insektiziden A und B
auf den Priifoberflachen Tapete, Teppich, Sperrholz und Hornitex® gegen Cimex lectularius des wirkstoffsensib-
len UBA-Stamms. Untersucht wurden die Einflisse der erklarenden Variablen Insektizid, Prufoberflachen, Be-
lagsalterung der Prifoberflachen, Geschlecht und Tag der Wirksamkeitskontrolle auf die Zielvariable schwere
Schadigung von C. lectularius. Die jeweiligen Referenzkategorien der erklarenden Variablen waren Insektizid
A, die Priifoberflache Hornitex®, keine Belagsalterung, Mannchen sowie der erste Tag der Wirksamkeitskontrol-
le. Berechnet wurde ein Modell mit Interaktionen mit jeweils: A einer Variablen, B zwei Variablen, C drei Vari-
ablen; AIC: 6435,8. Die Punkte geben die logy, ,,0dds ratios* an, die Whisker das 95 % Konfidenzintervall.
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Der Effekt des Tags der Wirksamkeitskontrolle auf die Zielvariable ist ebenfalls signifikant.
Somit war die Chance auf eine schwere Schadigung am siebten Tag der Wirksamkeitskontrol-
le um den Faktor 1,23 (95 % KI: 1,089-1,396; p = 0,000967) hoher als am ersten Tag der

Wirksamkeitskontrolle.

Bei dem Modell mit Interaktion von je zwei Variablen (Interaktion, Abb. 42 B) haben die
Interaktionen mit Insektizid B auf den Priifoberflachen Tapete, Teppich oder Sperrholz mit
einer oder zwei Wochen Belagsalterung keinen signifikanten Einfluss auf die Zielvariable
schwere Schadigung. Die Interaktionen zwischen einer bzw. zwei Wochen Belagsalterung
und den Prifoberflachen Tapete (die Interaktion 1WB:TA konnte grafisch wegen zu breiter
Kl nicht dargestellt werden) bzw. Teppich hatten ebenfalls keinen signifikanten Einfluss auf
die Zielvariable. Allerdings hatte die Variable Sperrholz bei einer einwdchigen Belgasalte-
rung einen signifikanten positiven Einfluss auf die Zielvariable (OR = 12; 95 % KI: 2,18-230;
p =0,02).

Bei dem Modell mit Interaktion von je drei Variablen (Interaktion, Abb. 42 C) hatte nur die
Interaktion zwischen einer Woche Belagsalterung, Insektizid B und Teppich einen signifikant
negativen Einfluss auf die Zielvariable schwere Schadigung (OR =0,022; 95 % KI:
0,001-0,17; p = 0,0015). Die Interaktionen mit 1WB Insektizid B und Teppich sowie die In-
teraktionen mit IWB oder 2WB, Insektizid B und den Prufoberflachen Tapete und Sperrholz
hatten keinen signifikanten Einfluss (Die Interaktion 1WB:IB:TA konnte grafisch wegen zu

breiter KI nicht dargestellt werden.

Der ,,likelihood ratio* Test zeigt (s. Anhang Tab. 25), dass es nicht mdglich war einzelne Va-
riablen aus dem Modell zu entfernen. Die AIC der restringierten Modelle lagen bei der
Deletion des Geschlechts bei AIC =6503,2, dem Tag der Wirksamkeitskontrolle bei
AIC = 6444,7 sowie der Interaktion Belagsalterung, Mannchen und Prifoberflache bei
AIC =6453,9 und waren somit schlechter als im Gesamtmodell. Deshalb wurde Hy: die Mo-
delle mit der jeweiligen Deletion sind nicht schlechter als die mit allen Variablen, fur alle drei
Variablen mit p < 2,2x10™*®, p = 0,00095 bzw. p = 0,000047 abgelehnt, und das Gesamtmo-
dell beibehalten.

Im Modell ohne Interaktionen (Abb. 43) mit je einem Haupteffekt war beim Vergleich der
Insektizide die Chance, dass unter der Verwendung von Insektizid B eine schwere Schédi-
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gung bei den Bettwanzen im Wahlversuch eintrat wie beim ersten Modell signifikant geringer
(OR =0,0124; 95 % KI: 0,010-0,014, p < 2x10™°) als bei Insektizid A.

Vergleich man die verwendeten Oberflachen Sperrholz, Tapete und Teppich mit Hornitex®,
so waren die Chancen auf eine schwere Schéadigung im Gegensatz zum ersten Modell um den
Faktor 0,064 (95 % KI: 0,053-0,078), 0,228 (95 % KI: 0,190-0,272) bzw. 0,121 (95 % KI:
0,101-0,144) signifikant (fiir alle p < 2X10™°) geringer als bei Hornitex®. Zudem (iberlappen
sich die Konfidenzintervalle der einzelnen OR dieser drei gegen Hornitex® getesteten Priif-
oberflachen nicht, d.h., dass alle Oberflachen gegenuiber der anderen einen signifikanten Ein-
fluss auf die schwere Schadigung von C. lectularius haben.

Die Chance, dass eine schwere Schéadigung eintrat, war bei Oberflachen mit 1WB bzw. 2WB
um den Faktor 0,463 (95 % KI: 0,400-0,536) bzw. 0,342 (95 % KI: 0,293-0,397) signifikant
(filr beide p < 2X107™°) geringer als bei frisch behandelten Oberflachen. Der Unterschied zwi-
schen einer und zwei Wochen Belagsalterung war nicht signifikant (Uberlappung der
Konfidenzintervalle).

Wie beim Modell mit Interaktionen war die Chance auf schwere Schadigung um den Faktor
0,614 (95 % KI: 0,544-0,693; p < 2,66x10") fiir Weibchen signifikant niedriger als fiir

Mannchen.

IB- g ® IB: Insektizid B
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'GE: 1WBA PO ® IWB: | Woche Belagsalterung
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Abb. 43: Binare logistische Regression der Ergebnisse aus den Wahlversuchen mit den Insektiziden A und B auf
den Priifoberflachen Tapete, Teppich, Hornitex® und Sperrholz gegen Cimex lectularius des wirkstoffsensiblen
UBA-Stamm. Untersucht wurden die Einflusse der erklérenden Variablen Insektizid, Prifoberflachen, Belagsal-
terung der Prifoberflachen, Geschlecht und Tag der Wirksamkeitskontrolle auf die Zielvariable schwere Schédi-
gung von C. lectularius. Die jeweiligen Referenzkategorien der erklarenden Variablen waren Insektizid A, die
Prifoberflache Hornitex®, keine Belagsalterung, Méannchen sowie der erste Tag der Wirksamkeitskontrolle.
Berechnet wurde ein Modell ohne Interaktionen; AIC: 6793,2. Die Punkte geben die l0g;o ,,0odds ratios* an, die
Whisker das 95 % Konfidenzintervall.
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Der Effekt des Tags der Wirksamkeitskontrolle auf die Zielvariable ist ebenfalls signifikant
und wie im ersten Model die einzige Variable mit einem positiven Einfluss. Somit war die
Chance auf eine schwere Schadigung am siebten Tag der Wirksamkeitskontrolle um den Fak-
tor 1,21 (95 % KI: 1,076-1,369; p = 0,00164) hoher als am ersten Tag der Wirksamkeitskon-

trolle.

Auch bei diesem Modell hat der ,,likelihood ratio* Test gezeigt (s. Anhang, Tab. 27), dass es
nicht moglich war einzelne Variablen aus dem Modell zu entfernen. Die AIC der restringier-
ten Modelle lagen bei der Deletion des Geschlechts bei 6854,74 (p < 1,881X10™"), der Belag-
salterung bei 7008,9 (p<2,2X10%°), dem Tag der Wirksamkeitskontrolle bei 6801,2
(p = 0,001615), der Mannchen bei 11855,7 (p < 2,2X10%), sowie der Belagsalterung bei
7828,4 (p < 2,2X10™*®) und waren somit deutlich schlechter als im Gesamtmodell. Das heift,
auch hier wurden die Null Hypothesen (Modelle mit der jeweiligen Deletion nicht schlechter
als mit allen Variablen) fir alle Variablen abgelehnt und das Gesamtmodell beibehalten.

3.11.2Wirksamkeit von Insektizid A auf den AS-Feldstamm im Wahlver-
such

Der AS-Stamm zeigte im Vergleich zu den anderen untersuchten Stammen im 24-Well-
Filterkontakt-Biotest die niedrigste Suszeptibilitdt gegenuber Deltamethrin. Deshalb sollte
auch im Wahlversuch die Wirksamkeit von Insektizid A in der vom Hersteller empfohlenen
Aufwandmenge unter praxisdhnlichen Bedingungen gegen den AS-Stamm untersucht werden.
Beide Berechnungsvarianten fir die Ergebnisse des Wahlversuchs zeigen, dass zum Zeitpunkt
7 d p.a. signifikant weniger Tiere des AS-Stamms schwer geschadigt waren als des UBA-

Stamms.

3.11.2.1 Berechnung mittels mid-p-Variante des Exakten Vierfeldertafeltests nach Fis-
her

In der Wirksamkeitskontrolle nach Betrieb der Versuchsanlagen mit Insektizid A auf Tapete

ohne, mit 1WB bzw. 2WB war die prozentuale schwere Schadigung der gelaufenen Bettwan-

zen des AS-Feldstamms nach 24 h p.a. um 23 %, 39 % und 36 % geringer als beim sensiblen

UBA-Stamm mit 100 % schwer geschédigten Tieren. An Tag 7 p.a. waren bei denselben Un-

tersuchungen beim AS-Feldstamm ohne Belagsalterung 26 %, mit 1WB 50 % und mit 2WB

42 % weniger Tiere schwer geschadigt.
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Zwischen den Zeitpunkten 24 h p.a. und 7 d p.a. gab es in allen Belagsalterungen keine signi-
fikanten Unterschiede in der Anzahl schwer geschédigter C. lectularius des AS-Feldstamms
(s. Anhang, Tab. 23).

Vergleicht man die Anzahl schwer geschéadigter Bettwanzen der beiden Stdimme zum Zeit-
punkt 7 dp.a. miteinander, waren in allen drei Belagsalterungen die Unterschiede mit
p = 0,0000021 signifikant (Abb. 44).

Zudem fand beim AS-Stamm im Gegensatz zum UBA-Stamm nach jedem Versuchsdurchlauf

wéhrend der Wirksamkeitskontrolle eine Eiablage statt.
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Abb. 44: Vergleich der Wirksamkeit des Insektizids A auf der Oberflache Tapete gegen Cimex lectularius des
sensiblen UBA-Stamms und des AS-Feldstamms im Wahlversuch zum Zeitpunkt 7 d p.a. Statistische Zusam-
menhange wurden mit der mid-p-Variante der Exakten Tests nach Fisher untersucht und die p-Werte mittels
Bonferroni-Holm-Prozedur Kkorrigiert. Die Kreise geben die biologischen Replikate an, die Querlinie den Mit-
telwert. * p < 0,05.

Die Unterschiede in der Anzahl schwer geschédigter C. lectularius des AS-Feldstamms zwi-
schen kB und 1WB sowie kB und 2WB waren an Tag 7 p.a. mit 24 % bei 1WB (p = 0,00026)
bzw. 16 % bei 2WB (p = 0,0124) weniger schwer geschadigten Tieren signifikant. Zwischen
1WB und 2WB in der gleichen Versuchsanordnung war die Anzahl schwer geschadigter Tiere
zum Zeitpunkt 7 d p.a. nicht signifikant (s. Anhang, Tab. 23).
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Bei den Untersuchungen mit dem AS-Feldstamm gab es, wie beim UBA-Stamm auch, zum
Zeitpunkt 7 d p.a. keine signifikanten Unterschiede in der Anzahl schwer geschadigter weibli-
cher und méannlicher C. lectularius (s. Anhang Tab. 23; ergdnzende Abb. s. Anhang unter
Punkt 8.6, Abb. 64).

3.11.2.2 Berechnung mittels binarer logistischer Regression

Fur die Wahlversuche zur Wirksamkeitspriifung von Insektizid A auf der Prifoberflache Ta-
pete gegen den sensiblen UBA-Stamm im Vergleich zum AS-Feldstamm wurden zwei gene-
ralisierte lineare Modelle ohne Interaktionen berechnet (s. Anhang, Tab. 28 und 29). Dabei
wurde der Einfluss der erklarenden Variablen Stamm, Belagsalterung, Geschlecht sowie der
Tag der Wirksamkeitskontrolle auf die Zielvariable schwere Schadigung untersucht (Abb.
45). Die jeweiligen Referenzkategorien dieser erklarenden Variablen waren der wirkstoffsen-
sible UBA-Stamm, keine Belagsalterung, M&nnchen sowie der erste Tag der Wirksamkeits-
kontrolle.

Die Chance beim Vergleich der beiden Stamme, dass unter der Verwendung von Insektizid A
eine schwere Schadigung bei Tieren des AS-Feldstamms im Wahlversuch eintrat, war um den
Faktor 0,0148 (95 % KI: 0,00821-0,0246, p < 2X10™°) signifikant geringer als beim sensiblen
UBA-Stamm.

Innerhalb dieses Modells war auch die Chance, dass eine schwere Schadigung eintrat, bei
Oberflachen mit 1WB bzw. 2WB um den Faktor 0,469 (95 % KI: 0,339-0,647; p = 4,47X10°°)
bzw. 0,466 (95 % KI: 0,349-0,621; p = 2,08X107") signifikant geringer als bei frisch behan-
delten Oberflachen. Der Unterschied zwischen einer und zwei Wochen Belagsalterung war
nicht signifikant (Uberlappung der Konfidenzintervalle).

Die erklarenden Variablen Geschlecht und Tag der Wirksamkeitskontrolle hatten innerhalb
dieses Modells keinen signifikanten Einfluss auf die Zielvariable schwere Schéadigung (Abb.
45 A). Das berechnete Modell hat das AIC 1554,3. Die Deletion des Tags der Wirksamkeits-
kontrolle verbessert das AIC auf 1552,8. Im ,likelihood ratio* Test war dieses restringierte
Modell nicht signifikant besser (p = 0,229) als das Modell, in dem der Tag der Wirksamkeits-
kontrolle berticksichtigt wurde (Abb. 45 B). Weitere Deletionen und Interaktionen haben das
AIC ebenfalls nicht signifikant verandert.
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Abb. 45: Binére logistische Regression der Ergebnisse aus den Wahlversuchen mit Insektizid A auf der Priif-
oberflache Tapete gegen Cimex lectularius des AS-Feldstamms im Vergleich zum wirkstoffsensiblen UBA-
Stamm. Untersucht wurden die Einflusse der erklarenden Variablen Stamm, Belagsalterung der Prifoberflachen,
Geschlecht und Tag der Wirksamkeitskontrolle auf die Zielvariable schwere Schadigung von C. lectularius. Die
jeweiligen Referenzkategorien dieser erklarenden Variablen waren der wirkstoffsensible UBA-Stamm, keine
Belagsalterung, Ménnchen sowie der erste Tag der Wirksamkeitskontrolle. Es wurden zwei Modelle ohne Inter-
aktionen berechnet: das erste Modell mit allen Variablen (AIC: 1554,3), das zweite ohne die Variable 7 Tage
post Applikation (AIC: 1552,8). Im , likelihood ratio“ Test ist der Unterschied zwischen den beiden Modellen
nicht signifikant (p =0,23). Die Punkte geben die log;, ,odds ratios“ an, die Whisker das 95 %
Konfidenzintervall.

3.11.3Wirksamkeit von Insektizid A gegen den AS-Feldstamm im UBA-
Zwangsversuch

Wie unter 3.11.2 beschrieben sollte auch im UBA-Zwangsversuch die Wirksamkeit von In-
sektizid A in der vom Hersteller empfohlenen Aufwandmenge unter praxisdhnlichen Bedin-
gungen gegen den AS-Stamm untersucht werden. Beide Berechnungsvarianten fiir die Ergeb-

nisse des UBA-Zwangsversuchs zeigen, dass es zum Zeitpunkt 7 d p.a. keinen signifikanten
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Unterschied in der Schadigungsrate zwischen Bettwanzen des AS-Stamms und des UBA-
Stamms gab.

3.11.3.1 Berechnung mittels mid-p-Variante des Exakten Vierfeldertafeltests nach Fis-
her

In den Wirksamkeitskontrollen der UBA-Zwangsversuche mit Insektizid A auf Tapete ohne
Belagsalterung mit den verschiedenen Einwirkzeiten 2 h, 4 h und 24 h lag die prozentuale
schwere Schadigungsrate der eingesetzten Bettwanzen des AS-Feldstamms 24 hp.a. bei
72 %, 92 % und 89 %. An Tag 7 p.a. waren bei denselben Untersuchungen am AS-Feldstamm
nach den Einwirkzeiten 2 h 94 %, 4 h 89 % und 24 h 92 % der Tiere schwer geschédigt (Abb.
46).
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Abb. 46: Vergleich der Wirksamkeit des Insektizids A auf der Oberflache Tapete gegen Cimex lectularius des
sensiblen UBA-Stamms und des AS-Feldstamms im UBA-Zwangsversuch zum Zeitpunkt 7 d p.a. Statistische
Zusammenhédnge wurden mit der mid-p-Variante der Exakten Tests nach Fisher untersucht und die p-Werte
mittels Bonferroni-Holm-Prozedur korrigiert. Die Kreise geben die biologischen Replikate an, die Querlinie den
Mittelwert. * p < 0,05.

In der gleichen Versuchsanordnung im Zwangskontakt auf Tapete mit einer Woche Belagsal-
terung waren bei den Einwirkzeiten 2 h, 4 h und 24 h, 24 h p.a. 53 %, 78 % bzw. 92 % und
7 dp.a. 86 % und jeweils 94 % der Tiere schwer geschadigt. Im Zwangskontakt auf Tapete
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mit zwei Wochen Belagsalterung waren zum Zeitpunkt 24 h p.a. zu den Einwirkzeiten 2 h
67 %, 4 h 81 % und 24 h 92 % und an Tag 7 p.a. nach 2 h und 4 h 92 % und nach 24 h 89 %
der eingesetzten Bettwanzen des AS-Feldstamms schwer geschadigt.

Im Vergleich dazu lag die Anzahl schwer geschédigter C. lectularius des UBA-Stamms in
samtlichen bisher beschriebenen UBA-Zwangsversuchen bei 100 %.

Vergleicht man die Schadigungsraten der Bettwanzen zwischen den Zeitpunkten 24 h p.a. und
7 d p.a., gab es in allen mit Insektizid A auf Tapete untersuchten Versuchskombinationen kei-
ne signifikanten Unterschiede in der Schadigungsrate von C. lectularius sowohl beim UBA-
Stamm als auch beim AS-Feldstamm (s. Anhang, Tab. 30).

Beim UBA-Stamm fand zudem wie im Wahlversuch keine Eiablage wahrend der Wirksam-
keitskontrollen statt. Auch beim AS-Stamm wurden in der Wirksamkeitskontrolle nur in ei-
nem Replikat mit Bettwanzen auf Insektizid A mit einwochiger Belagsalterung auf Tapete
und 4 h Dauerkontakt Eier abgelegt.

Auch beim Vergleich der Anzahl schwer geschédigter Bettwanzen zwischen den beiden
Stammen zum Zeitpunkt 7 d p.a. konnten fir die drei Einwirkzeiten und die drei Belagsalte-
rungen keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden (s. Anhang, Tab. 31).

Zudem gab es sowohl fiir den UBA- als auch fiir den AS-Stamm in allen mit Insektizid A auf
Tapete untersuchten Versuchskombinationen zum Zeitpunkt 7 d p.a. keine signifikanten Un-
terschiede in der Anzahl schwer geschadigter weiblicher und mannlicher C. lectularius (siehe
Anhang Tab. 32).

Beim Vergleich sdmtlicher Einwirkzeiten und Belagsalterungen untereinander konnten eben-
falls fur beide Stdmme keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden (s. Anhang Tab.
31).

3.11.3.2 Berechnung mittels binarer logistischer Regression

Fur die UBA-Zwangsversuche zur Wirksamkeitspriufung von Insektizid A auf der Prufober-
flache Tapete gegen den sensiblen UBA-Stamm im Vergleich zum AS-Feldstamm wurde
ebenfalls ein generalisiertes lineares Modell ohne Interaktionen berechnet (s. Anhang, Tab.
33). In diesem Modell wurden die Variablen Geschlecht und Belagsalterung, da sie bereits bei
der mid-p-Variante des Exakten Tests nach Fisher keinen signifikanten Einfluss auf die Ziel-
variable hatten, entfernt (s. Anhang, Tab. 34). Somit blieben die Variablen Stamm, Tag der
Wirksamkeitskontrolle und Einwirkzeit (EWZ) (brig (Abb. 47). Die EWZ wurde in diesem
Modell nicht wie die anderen Variablen faktorisiert, sondern als metrische Variable verwen-

det. Die jeweiligen Referenzkategorien der erkldrenden Variablen waren der wirkstoffsensible
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UBA-Stamm und der erste Tag der Wirksamkeitskontrolle. Das AIC dieses Modells lag bei
499,7.
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Abb. 47: Binére logistische Regression der Ergebnisse aus den UBA-Zwangsversuchen mit Insektizid A auf der
Prufoberflache Tapete gegen Cimex lectularius des AS-Feldstamms im Vergleich zum wirkstoffsensiblen UBA-
Stamm. Untersucht wurden die Einfliisse der erklarenden Variablen Stamm (Abbildung aufgrund von zu breiter
Konfidenzintervalle nicht méglich), Einwirkzeit (metrische Variable) und Tag der Wirksamkeitskontrolle auf die
Zielvariable schwere Schédigung von C. lectularius. Die jeweiligen Referenzkategorien dieser erklarenden Vari-
ablen waren der wirkstoffsensible UBA-Stamm und der erste Tag der Wirksamkeitskontrolle. Es wurde ein Mo-
dell ohne Interaktionen berechnet. AIC 499,7. Die Punkte geben den logyg ,,0dds ratio* an, die Whisker das 95 %
Konfidenzintervall.

Beim Vergleich der beiden Stdmme unter der Verwendung von Insektizid A hatten der AS-
Feldstamm und der UBA-Stamm anders als im Wahlversuch im UBA-Zwangsversuch keinen
signifikant unterschiedlichen Einfluss (OR: 7,35, 95 % Kl: 2,09x10*8-154,4, p = 0,97798)
auf die Zielvariable schwere Schadigung. Eine Abbildung war aufgrund der enormen
Konfidenzintervalle nicht mdglich.

Der Einfluss der EWZ auf die Zielvariable war hingegen signifikant (p = 0,00229) und posi-
tiv. Somit nahm die Chance, dass eine schwere Schadigung eintrat pro Stunde um den Faktor
1,042 (95 % KI: 1,016-1,072) zu.

Der Effekt des Tags der Wirksamkeitskontrolle auf die Zielvariable war ebenfalls signifikant,
d.h. die Chance auf eine schwere Schadigung war am siebten Tag der Wirksamkeitskontrolle
um den Faktor 2,64 (95 % KI: 1,642-4,346; p = 0,0000872) hoher als am ersten Tag der

Wirksamkeitskontrolle.

118



Ergebnisse

3.12Blutfltterung

3.12.1Vergleich der Fitterung am Kaninchen und der artifiziellen FUtte-
rung mit Kaninchenblut

Um die Methode der artifiziellen Blutfutterung mit der herkdmmlichen Futterungsmethode
am Kaninchen zu vergleichen wurden Bettwanzen parallel am Kaninchen (je 1000 Bettwan-
zen pro Stadium in jeweils 10 Replikaten mit 100 Juvenilen (J) der Stadien 1-5 und 10 Repli-
katen mit je 50 Weibchen und 50 Ménnchen) und artifiziell mit Kaninchenblut (je 200-300
Bettwanzen pro Stadium in jeweils zwei bis drei Replikaten mit je 100 Juvenilen (J) der Sta-
dien 1-5 und drei Replikaten mit je 50 Weibchen und 50 Méannchen) gefuttert. Die durch-
schnittliche Anzahl gesogener Bettwanzen (%) und die durchschnittlich aufgenommene
Blutmenge der Replikate (g) sowie deren Standardabweichungen (SD) wurden dokumentiert
(Abb. 48 und 49).
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Abb. 48: Anzahl (%) der einzelnen gesogenen Cimex lectularius-Stadien bei der konventionellen Fiitterung am
Kaninchen und der artifiziellen Kaninchenblutfutterung. Gefiittert wurden je 100 Bettwanzen. Statistische Zu-
sammenhange wurden mittels multiplen t-Tests untersucht (ungepaart; o = 0,05; p-Werte mittels Bonferroni-
Holm-Prozedur korrigiert). Die Kreise geben die biologischen Replikate an, die Querlinien den Mittelwert und
die Whisker die Standardabweichung. * p < 0,05.
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Die Untersuchungen zeigen, dass die Mortalitatsrate innerhalb der Zuchtansétze je nach gefiit-
tertem Bettwanzenstadium und damit auch der Zuchterfolg sowohl von der Blutsorte als auch
von dessen Frische abhangig sind.

In den vorliegenden Untersuchungen hat bei der artifiziellen Fltterung mit konserviertem
Kaninchenblut mit Ausnahme der J3 und J4 eine der Fitterung am Kaninchen vergleichbare
Anzahl an Bettwanzen Blut gesogen. Insgesamt haben die Wanzen jedoch immer weniger, die

J1 und J3 sogar signifikant weniger Blut gesogen.

Die Ergebnisse aus der Futterung am Kaninchen zeigen, dass von den je 100 untersuchten
Bettwanzenstadien durchschnittlich zwischen 96 % (J1; SD: 3,63 %) und 100 % (J3; SD:
0,63 %) Blut gesogen haben (Abb. 48). Die durchschnittlich aufgenommene Blutmenge am
Kaninchen hat sich mit jedem Entwicklungsstadium erhéht. Sie war bei den J1 mit 0,003 g
(SD: 0,007 g) am geringsten und mit 0,48 g (SD: 0,146 g) bei den Adulten am hochsten (Abb.
49).
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Abb. 49: Vergleich der von je 100 Cimex lectularius aufgenommenen Blutmenge (g) bei der konventionellen
Futterung am Kaninchen und der artifiziellen Kaninchenblutfitterung. Statistische Zusammenhénge wurden
mittels multiplen t-Tests untersucht (ungepaart; o = 0,05; p-Werte mittels Bonferroni-Holm-Prozedur korrigiert).
Die Kreise geben die biologischen Replikate an, die Querlinien den Mittelwert und die Whisker die Standardab-
weichung. * p < 0,05.
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Die Ergebnisse der artifiziellen Futterung mit Kaninchenblut zeigen, dass durchschnittlich
zwischen 95 % (J1; SD: 0,58 %) und 98 % (J5; SD: 0,00 %; Adulte; SD: 1,53 %) der gefutter-
ten Bettwanzenstadien Blut gesogen haben (Abb. 49). Bei der in vitro-Futterung konnte nur
fur J3 und J4 ein signifikanter Unterschied zur in vivo-Fltterung festgestellt werden (J3:
p = 0,0014; J4: p = 0,0013; jeweils n=100) (Abb. 48).

Die durchschnittlich aufgenommene Kaninchenblutmenge hat sich bei der in vitro-Fitterung,
wie bei der in vivo-Fitterung, mit jedem Entwicklungsstadium erhéht. Sie war bei den J1 mit
0,006 g (SD: 0,002 g) am geringsten und bei den Adulten mit 0,343 g (SD: 0,035 g) am
hdchsten (Abb. 52). VVon den je 100 untersuchten J1 und J3 haben bei der artifiziellen Fitte-
rung mit durchschnittlich 0,027 g bzw. 0,11 g signifikant (p = 0,000092 bzw. p = 0,0029) we-

niger Blut aufgenommen im Vergleich zur in vivo- Fltterung am Kaninchen (Abb. 49).

3.12.2Vergleich der Attraktivitat verschiedener Blutsorten gegentber der
Futterung am Kaninchen

Zur Uberpriifung der Attraktivitit verschiedener Blutsorten zur artifiziellen Fiitterung, wurden
die durchschnittliche Anzahl gesogener Bettwanzen (Abb. 50) und die durchschnittlich aufge-
nommenen Blutmengen (Abb. 51) von je 100 Bettwanzen (50 Weibchen und 50 Mannchen)
mit denen der Fiitterung am Kaninchen verglichen. Alle Bettwanzen hatten zuvor sechs Fiitte-
rungen am Kaninchen erhalten. Dementsprechend wurden sie zum siebten Mal am Kaninchen
oder zum ersten Mal artifiziell mit konserviertem Kaninchenblut, defibriniertem Schweine-
blut, Rinderblut, Schafsblut oder verdorbenem Schweineblut (Blut mit violett-schwarzer Far-
bung und intensivem Faulnisgeruch durch unsachgeméle Lagerung offenkundig verdorben, s.
2.2.7.4) gefittert.

Die Ergebnisse zeigen, dass es keinen signifikanten Unterschied in der Attraktivitat zwischen
der in vitro-Fitterung mit konserviertem Kaninchenblut oder defibriniertem Rinderblut und
der in vivo-Futterung am Kaninchen gab. Defibriniertes Schafsblut und offensichtlich verdor-
benes defibriniertes Schweineblut waren die fur Bettwanzen unattraktivsten Blutsorten und
defibriniertes Schweineblut die attraktivste.

Bei der Fitterung am Kaninchen haben von 100 Bettwanzen durchschnittlich 92 % (SD:
11,047) gesogen und dabei durchschnittlich 0,417 g (SD: 0,157 g) Blut aufgenommen.

Nach der artifiziellen Fltterung mit konserviertem Kaninchenblut haben von 100 adulten
Bettwanzen durchschnittlich 98 % (SD: 1,528 %) gesogen und dabei durchschnittlich 0,343 g
(SD: 0,035 g) Blut gesogen.
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Es gab zwischen der Futterung am Kaninchen und der Membranfiitterung mit konserviertem
Kaninchenblut sowohl in der Anzahl gesogener C. lectularius als auch in den aufgenomme-
nen Blutmengen keinen signifikanten Unterschied (p = 0,5791 bzw. p =0,5781) (Abb. 50 und
51).

Zwischen der Futterung am Kaninchen und der Membranfitterung mit frischem defibrinier-
tem Schweineblut (95 %, SD: 1,643 %) war der Unterschied in der Anzahl gesogener Bett-
wanzen ebenfalls nicht signifikant (p = 0,9182). Allerdings haben Bettwanzen mit durch-
schnittlich 0,684 g (SD: 0,055 g) signifikant (p < 0,0001) mehr Schweineblut an der Membran
gesogen als am Kaninchen (Abb. 50 und 51).
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Abb. 50: Vergleich der Anzahl (%) gesogener adulter Cimex lectularius zwischen der 7. Futterung am Kanin-
chen und der ersten (zuvor 6 Fiutterungen am Kaninchen) artifiziellen Futterung mit konserviertem Kaninchen-
blut, defibriniertem frischen Schweineblut, Rinderblut, Schafsblut und offensichtlich verdorbenem Schweineblut
(violett). Die Mittelwerte aus der Anzahl gesogener Tiere der artifiziellen Futterung wurden mit den entspre-
chenden Mittelwerten der Fiitterung am Kaninchen mittels parametrischer One-Way ANOVA und Dunnett’s
Post-hoc-Test verglichen und auf signifikante Unterschiede (o = 0,05) untersucht. Die Kreise geben die biologi-
schen Replikate an, die Querlinien den Mittelwert und die Whisker die Standardabweichung. * p < 0,05.
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Bei der artifiziellen Futterung mit defibriniertem Rinderblut, defibriniertem Schafsblut und
offensichtlich verdorbenem defibriniertem Schweineblut, haben nur durchschnittlich 51 %
(SD: 7,226 %), 36 % (SD: 9,324 %) bzw. 3 % (SD: 3,141) der 100 Bettwanzen gesogen. Im
Gegensatz zur Futterung am Kaninchen haben an diesen Blutsorten mit 41 %, 56 % bzw.
89 % signifikant weniger (fiir alle p < 0,0001) Wanzen Blut gesogen (Abb. 50).

2 0.8+ .
T
=
§ 0.7+ o
O
S 0.6
2
S 0.5+
=0
@ 0 . 4 -1 o-c yo
g —0 _9'( b o
S - _{,_ o) o-
E 0.3 [o) oFo
o= I S
o (o]

E 02 Qoe
g *
2 0.1+ o %_
20
=
< 0.0+

L 1 Ll Ll L Ll

» ot ob o AL

o™ ™ e R A S0
o . ¢! e i\
\L"A “C N \ L \"
W™ e KA ae! S
s ek & <&
wor &
adt

getestete Blutsorten

Abb. 51: Vergleich der aufgenommen Blutmenge (g) von je 100 adulten Cimex lectularius zwischen der 7. Fit-
terung am Kaninchen und der ersten (zuvor 6 Fitterungen am Kaninchen) artifiziellen Futterung mit konservier-
tem Kaninchenblut, defibriniertem frischen Schweineblut, Rinderblut, Schafsblut und offensichtlich verdorbe-
nem Schweineblut (violett). Die Mittelwerte aus der aufgenommenen Blutmenge bei der artifiziellen Futterung
wurden mit den entsprechenden Mittelwerten der Fitterung am Kaninchen mittels parametrischer One-Way
ANOVA und Dunnett’s Post-hoc-Test verglichen und auf signifikante Unterschiede (a = 0,05) untersucht. Die
Kreise geben die biologischen Replikate an, die Querlinien den Mittelwert und die Whisker die Standardabwei-
chung. * p < 0,05.

Zudem haben Bettwanzen bei der artifiziellen Fiitterung mit Schafsblut und offensichtlich
verdorbenem Schweineblut mit 0,256 g (SD: 0,045 g) bzw. 0,066 g (SD: 0,032 g) eine signi-
fikant geringere Blutmenge (p = 0,0014 bzw. p < 0,0001) an der Membran aufgenommen als

am Kaninchen. Die Unterschiede zwischen den aufgenommen Blutmengen in der artifiziellen
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Futterung mit defibriniertem Rinderblut (0,0357 g, SD: 0,039 g) und der Fltterung am Kanin-
chen waren hingegen nicht signifikant (p = 0,4702) (Abb. 51).

3.12.3Parallele Aufzucht von Bettwanzen des UBA-Stamms am Kaninchen
und mittels artifizieller Ftterung mit defibriniertem Rinderblut

Da defibriniertes Rinderblut bereits zur Fitterung der Mucken in der Gliedertierzucht des FG
IV 1.4 verwendet wurde, und die aufgenommene Blutmenge von je 100 C. lectularius nicht
signifikant schlechter war als am Kaninchen, wurde damit ein erster Zuchtversuch unternom-
men. Die Tierzahlen zu den jeweiligen Fltterungszeitpunkten aus der Zucht mittels artifiziel-
ler Fltterung mit defibriniertem Rinderblut (Nachkommen aus acht Replikaten mit je 50
Ménnchen und 50 Weibchen) und der zum Vergleich durchgefuhrten klassischen Fitterung
am Kaninchen (Nachkommen aus sieben Replikaten mit je 50 Mannchen und 50 Weibchen)
sind fur sdmtliche Replikate der jeweiligen Fltterungsmethode in Abbildung 52 dargestelit.
Die durchschnittliche Anzahl der Nachkommen aus je 100 adulten Bettwanzen zum Zeitpunkt
der ersten und siebten Fitterung (Abb. 53) wurde innerhalb des jeweiligen Versuchsansatzes
mit einem gepaarten t-Test (a) berechnet. Die gleichen Unterschiede zwischen den beiden
Versuchsansdtzen mit den beiden Fitterungsmethoden wurden mit zwei ungepaarten t-Tests
(b) berechnet und die p-Werte mit dem Sidak-Bonferroni Post-Hoc-Test korrigiert.

Die Ergebnisse des Aufzuchtversuchs mit defibriniertem Rinderblut zeigen, dass je 100 adulte
Bettwanzen signifikant weniger Eier abgelegt haben und die Mortalitatsrate insgesamt hoher
war als nach der in vivo-Futterung am Kaninchen. Die Aufzucht mit defibriniertem Rinderblut
musste nach der ersten Generation aufgrund von insgesamt zu geringen Tierzahlen zum Zeit-

punkt der siebten Futterung abgebrochen werden.

Eine Woche nach der siebten Fiitterung am Kaninchen haben 100 adulte Bettwanzen pro Rep-
likat durchschnittlich 372 (SD: 69) Eier produziert (Gesamtzahlen s. Anhang Abb. 68 A). Von
diesen Nachkommen waren nach sieben Fitterungen am Kaninchen noch im Durchschnitt
333 (SD: 60) Bettwanzen pro Replikat vital. Die Bettwanzenanzahl zum Zeitpunkt der ersten
Fitterung am Kaninchen war mit p = 0,0003 signifikant geringer als bei der siebten (Abb. 53).
Von diesen durchschnittlich 333 Tieren waren im Durchschnitt 304 (SD: 43) adult. Davon
waren 165 (SD: 28) mannlich und 139 (SD: 19) weiblich. Die Weibchen jedes Replikats die-
ser nachsten Generation haben eine Woche nach der letzten Futterung durchschnittlich 572
(SD: 146) Eier abgelegt.
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Abb. 52: Vergleich der Anzahl der zu den jeweiligen Futterungszeitpunkten vorhandenen Cimex lectularius bei
der Fitterung am Kaninchen (7 Replikate) und der artifiziellen Futterung mit defibriniertem Rinderblut (8 Repli-
kate). Der Nachschlupf wurde von je 100 adulten Bettwanzen pro Replikat nach sieben Futterungen (7. Fltte-
rung am Kaninchen und 1. artifizielle Futterung mit Rinderblut) abgenommen.

Nach der ersten Membranfutterung mit Rinderblut (zuvor sechs Futterungen am Kaninchen),
haben 100 adulte Bettwanzen pro Replikat im Durchschnitt 192 (SD: 33) Eier produziert (Ge-
samtzahlen siehe Anhang Abb. 68 B). VVon diesen Nachkommen waren nach der siebten arti-
fiziellen Fltterung mit Rinderblut pro Replikat durchschnittlich 16 (SD: 8) Bettwanzen ubrig.
Dies entsprach einer Mortalitétsrate von 92 %. Der Unterschied in der Bettwanzenanzahl zwi-
schen der ersten und siebten Fltterung war mit p = 0,0002 wie bei der Fitterung am Kanin-
chen signifikant (Abb. 53).

Am Kaninchen erfolgt die Abnahme der Eiablage fiir die nachste Generation tblicherweise
nach der siebten Fitterung. Da von den durchschnittlich ibrig gebliebenen 16 Tieren pro Rep-

likat alle noch juvenil waren, konnte keine Eiablage erfolgen.
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Abb. 53: Vergleich der Anzahl der zur ersten und letzten Fltterung vorhandenen Cimex lectularius bei der Ftte-
rung am Kaninchen (7 Replikate) und der artifiziellen Futterung mit defibriniertem Rinderblut (8 Replikate).
Signifikante Unterschiede zwischen der durchschnittlichen Anzahl der Nachkommen aus je 100 (50 Weibchen
und 50 Mannchen) adulten Bettwanzen, zum Zeitpunkt der ersten und siebten Fitterung, wurden innerhalb der
jeweiligen Teilpopulationen mit einem gepaarten t-Test (a) berechnet. Die gleichen Unterschiede zwischen den
beiden Teilpopulationen mit den beiden Fitterungsmethoden wurden mit zwei ungepaarten t-Tests (b) berechnet
und die p-Werte mit dem Sidak-Bonferroni Post-Hoc-Test korrigiert. Die Punkte geben die biologischen Repli-
kate an, die Querlinien den Mittelwert und die Whisker die Standardabweichung.

Die Unterschiede zwischen der durchschnittlichen Anzahl der Nachkommen aus je 100 adul-
ten Bettwanzen, zum Zeitpunkt der ersten und siebten Fitterung, waren zwischen den beiden
Futterungsmethoden mit p = 0,000017 bzw. p = 0,0000000013 signifikant (Abb. 53).

Ebenso waren nach der siebten Futterung am Kaninchen signifikant mehr Méannchen
(p = 3,5x10™%) und Weibchen (p = 2,35x10™"") vorhanden und es wurden signifikant mehr
Eier abgelegt (p = 2,06x10®) als bei der artifiziellen Fitterung mit Rinderblut. Die durch-
schnittliche Anzahl von Juvenilen war nach sieben Fitterungen bei beiden Methoden nicht
signifikant unterschiedlich (p = 0,1557) (Abb. 54).

Aufgrund von zu geringen Tierzahlen musste die artifizielle Fltterung mit defibriniertem

Rinderblut abgebrochen werden.
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Abb. 54: Vergleich der Anzahl vorhandener ménnlicher und weiblicher Cimex lectularius, Juvenilstadien und
Eier bei der Futterung am Kaninchen (7 Replikate) und der artifiziellen Fitterung mit defibriniertem Rinderblut
(8 Replikate) zum Zeitpunkt der letzten Fitterung. Signifikante Unterschiede in den durchschnittlichen Tierzah-
len aus beiden Methoden wurden mit multiplen ungepaarten t-Test (b) berechnet und die p-Werte mit dem
Sidak-Bonferroni Post-Hoc-Test korrigiert. Die Punkte geben die biologischen Replikate an, die Querlinien den
Mittelwert und die Whisker die Standardabweichung. * p < 0,05.

3.12.4 Aufzucht von Bettwanzen des UBA-Stamms mittels artifizieller Fit-
terung mit defibriniertem Schweine- und Schafsblut

Die Vorversuche zur Uberpriifung der Attraktivitat verschiedener Blutsorten zur artifiziellen
Futterung haben gezeigt, defibriniertem Schweineblut die fir Bettwanzen attraktivste Blutsor-
te war. Aus diesem Grund wurden zwei Versuchsansatze (A:1320 und B: 2148 Tiere) mit
adulten Bettwanzen in jeweils sechs Petrischalen ohne definierte Anfangstierzahlen wie in der
Bettwanzenzucht ublich, artifiziell geflttert (Abb. 55). Ein Vergleich mit der Zucht durch
Futterung am Kaninchen erfolgte hier nicht mehr. Die Umstellung auf Membranfutterung
erfolgte bei beiden Versuchsansatzen sieben Tage nach der sechsten Blutmahlzeit am Kanin-
chen. Eine Woche spater wurden die Eiablagen abgenommen und wiederum eine Woche spé-
ter der Nachschlupf (J1) an Schweineblut gefittert. Die Mortalitat innerhalb der Versuchsan-
sdtze und Generationen wurde wochentlich dokumentiert. Aufgrund von Lieferschwierigkei-

ten und der daraus resultierenden ungenugenden Kuhlung des Schweinebluts wurde Blut ver-
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schiedener Qualitét geliefert (s. 2.2.7.4). Offensichtlich verdorbenes Blut wurde fur die Futte-
rung nicht mehr verwendet wodurch diese ausgesetzt werden mussten. Die Gesamttierzahlen
sind im Anhang in Abb. 69 angegeben.

Die Ergebnisse zeigen, dass die Aufzucht mit defibriniertem Schweineblut im Gegensatz zur
Futterung mit defibriniertem Rinderblut bei dem ersten Versuchsansatz bis zur dritten Genera-

tion und dem zweiten Versuchsansatz bis zur zweiten Generation gelang.

Bei Generation 1 Versuchsansatz A (G1(A)) wurden die sechste, neunte und zehnte Futterung
wegen offensichtlich verdorbenen Bluts um eine Woche verschoben. Fur die sechste bis achte
Futterung musste unsachgemél gelagertes Schweineblut ohne offensichtlichen Qualitatsver-
lust verwendet werden. Da eine visuelle Inspektion auf eine ungeniigende Anzahl von Adul-
ten deutete, konnte die erste Eiablage fir die zweite Generation nicht wie tblich nach der
siebten Fitterung, sondern erst nach der achten Futterung abgenommen werden (G2-E1(A):
219 Tiere). Aufgrund von geringen Tierzahlen wurden nach der neunten Fiitterung erneut Eier
abgenommen (G2-E2(A): 591 Tiere. Nach insgesamt zehn Ftterungen lag die Mortalitat der
Bettwanzen von G1(A) bei 19 %. Wegen weiterer Lieferschwierigkeiten konnte die erste Fut-
terung von G2-E1(A) erst eine Woche verspétet erfolgen. Zwei Wochen nach der ersten Ft-
terung von G2-E1(A) begann parallel die Fiitterung von G2-E2(A). Deshalb erfolgte die Fit-
terung am selben Blut. Die flnfte, siebte und elfte Futterung von G2-E1(A) bzw. die dritte,
fiinfte und neunte Fitterung von G2-E2(A) erfolgte mit unsachgemal gelagertem Schweine-
blut ohne offensichtlichen Qualitatsverlust. Aufgrund von zu wenigen Adulten erfolgte die
Eiabnahme bei G2-E1(A) erst nach der zehnten Fiitterung, bei G2-E2(A) bereits nach der ach-
ten. Die Eiabnahme erfolgte somit zum gleichen Zeitpunkt und konnte zusammengelegt wer-
den (G3(A): 1079 Tiere). Nach insgesamt elf Fiitterungen von G2-E1(A) und neun Ftterun-
gen von G2-E2(A), lagen die Mortalitatsraten bei 31 % bzw. 14 %. Die erste Futterung dieser
dritten Generation (G3(A)) erfolgte direkt mit unsachgemal? gelagertem Schweineblut ohne
offensichtlichen Qualitatsverlust. Eine Woche spater waren 50 % der gesogenen J1 tot. Nach
drei weiteren Fltterungen mit frischnem Schweineblut lag die Mortalitatsrate gegenuber der
Anfangstierzahl von G3(A) bei insgesamt 53 %. Um den Versuch aufgrund weiterer Liefer-
schwierigkeiten des Schweinebluts nicht abzubrechen wurde versucht die bisherige Zucht auf
Schafsblut umzustellen. Obwohl das Blut immer frisch geliefert wurde, konnte die Abnahme
der Eiablage aufgrund von zu wenig Adulten erst nach der elften Fitterung erfolgen. Die

Mortalitatsrate lag gegenliber der Anfangstierzahl von G3(A) zu diesem Zeitpunkt bei 79 %.
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Da Generation G4(A) nur aus 23 Bettwanzen bestand, wurde dieser Zuchtversuch abgebro-

chen.

Parallel zur Fltterung der Wanzen von G2-E1(A) wurde die erste Generation der zweiten
Teilpopulation B (G1(B)) an demselben Schweineblut gefuttert. Deshalb wurden auch hier die
Bettwanzen wahrend der dritten, funften und neunten Futterung mit unsachgemaR gelagertem
Schweineblut gefittert (Abb. 57). Nach der achten Fiitterung wurde die erste Eiablage (G2-
E1(B): 447 Tiere) abgenommen und nach der neunten Fitterung (G2-E2(B): 669 Tiere) die
zweite. Die zweite Generation von Versuchsansatz B G2-E1(B) wurde parallel mit demselben
Blut wie die dritte Generation von Versuchsansatz A (G3(A)) gefuttert. Wie bei G3(A) war
die Mortalitat der gesogenen J1 mit 66 % sehr hoch. G2-E2(B) wurde zwei Wochen spater
parallel zu G2-E1(B) am selben Blut gefiittert. Da das Blut der flinften und sechsten Futterung
von G2-E1(B) und parallel bei G2-E2(B) das Blut der dritten und vierten Fitterung offen-
sichtlich verdorben geliefert wurde, wurden die weiteren Futterungen ebenfalls mit Schafsblut
durchgefuhrt. Nach insgesamt zehn Fitterungen von G2-E1(B) und acht Fitterungen von G2-
E2(B) lagen die Mortalitatsraten bei 88 % bzw. 71 %. Eine Eiabnahme konnte aufgrund der
zu geringen Anzahl adulter Bettwanzen in beiden Versuchsansédtzen nicht erfolgen. Der
Zuchtversuch musste ebenfalls abgebrochen werden.

Um herauszufinden, ob die spontane Umstellung von Schweineblut auf Schafsblut innerhalb
einer Generation fr die htheren Mortalitatsraten bei der Fltterung mit Schafsblut verantwort-
lich war, oder ob es an der Attraktivitat und Vertréglichkeit des Schafsblutes an sich lag, wur-
den drei Replikate (insg. 384 Tiere) (s. Anhang, Abb. 68C) in einem dritten Versuchsansatz C
nur an Schafsblut gefuttert. Die Umstellung auf die artifizielle Fltterung mit Schafsblut er-
folgte auch hier bei der siebten Fiitterung der Adulten (zuvor sechs Fltterungen am Kanin-
chen). Eine Woche spater wurde die erste Eiablage (G1-E1(C): 308 Tiere) abgenommen. Zum
Erhalt von mehr Nachkommen wurde nach einer weiteren Fitterung eine zweite (G1-E2(C):
167 Tiere) Eiablage abgenommen. Die Futterungen erfolgten um eine Woche versetzt parallel
am selben Blut (Abb. 55). Nach insgesamt neun Ftterungen lag die Mortalitatsrate von G1-
E1(C) bei 73 %. Bei G1-E2(C) waren bei der Mortalitatskontrolle vor der achten Futterung

alle Bettwanzen tot. Dadurch musste auch dieser Zuchtversuch abgebrochen werden.
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Abb. 55: Zuchtversuche von Cimex lectularius mittels artifizieller Flitterung unter der Verwendung von Schwei-
neblut bei den Teilpopulationen A und B und unter der Verwendung von Schafsblut, mit jeweils verschiedenen
Generationen (G) aus ein bis zwei Eiablagen (E1+E2). Rot gepunktete Linien markieren die Fitterung mit un-
sachgemél gelagertem Schweineblut ohne offensichtlichen Qualitatsverlust, blaue Flachen markieren innerhalb
einer Generation den Ubergang zur artifiziellen Fiitterung mit Schafsblut, da kein Schweineblut mehr geliefert
wurde.
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Abb. 56: Vergleich der Tierzahlen [%] der zu den jeweiligen Futterungszeitpunkten vorhandenen Cimex lectula-
rius der jeweils ersten Generation bei der Fiitterung am Kaninchen (7 Replikate) und den artifiziellen Fltterun-
gen mit defibriniertem Schweineblut (6 Replikate), Rinderblut (8 Replikate) und Schafsblut (3 Replikate).

Zum Vergleich des Zuchterfolgs der beiden Fitterungsmethoden wurden die prozentualen
Tierzahlen zu den jeweiligen Fltterungszeitpunkten der jeweils ersten Generation der Fitte-
rung am Kaninchen (7 Replikate) und den artifiziellen Futterungen mit defibriniertem
Schweineblut (6 Replikate), Rinderblut (8 Replikate) und Schafsblut (3 Replikate) in Abbil-
dung 56 dargestellt. Nach der siebten Futterung waren bei der Filtterung am Kaninchen mit
90 % und der artifiziellen Fitterung mit Schweineblut mit 99 % fast alle der eingesetzten
Bettwanzen noch am Leben. Bei den artifiziellen Fitterungen mit defibriniertem Schafsblut
waren mit 36 % und Rinderblut mit 8 % lebenden Bettwanzen, deutlich mehr als die Halfte
der eingesetzten Tiere tot.

3.13Ergebnisse der deutschlandweiten Umfrage zur Erfassung

der aktuellen Bettwanzensituation

In den Jahren 2011 bis 2013 wurde deutschlandweit eine Umfrage zur aktuellen Bettwanzen-
situation durchgefuhrt. Von den 329 Schédlingsbekdmpfungsunternehmen (SBK), denen der
,,Fragenkatalog zur aktuellen Bettwanzensituation in Deutschland* in den Jahren 2011 bis

131



Ergebnisse

2014 zugeschickt oder online angeboten wurde, haben insgesamt 26 Firmen den Fragebogen
beantwortet. Finf dieser Firmen fuhrten keine Bettwanzenbekampfungen durch. Somit konn-
ten die Antworten von 21 Firmen aus neun Bundeslandern fur die Jahre 2008, 2009 und 2010
ausgewertet werden. Davon je vier aus Sachsen sowie Nordrhein-Westfahlen, je drei aus Ber-
lin sowie Niedersachsen, jeweils zwei aus Baden-Wirttemberg sowie Bayern und je eine aus
Brandenburg, Rheinland- Pfalz sowie aus dem Saarland. Aufgrund der wenigen Antworten
erschien eine statistische Auswertung der Ergebnisse nicht sinnvoll. Dennoch kann man in
Abbildung 57 die Tendenz erkennen, dass die Anzahl der Bettwanzenbekdmpfungen pro
Schédlingsbekdmpfungsunternehmen und Jahr vor allem in den privaten Haushalten aber
auch in den 6ffentlichen Einrichtungen gestiegen sind.

In medizinischen Einrichtungen wurden insgesamt nur sehr selten Bekdmpfungen durchge-
fuhrt und die Zahlen sind von 2008-2010 gleich geblieben. In den Stadten Berlin, Hurth und
Dusseldorf wurden innerhalb dieser drei Jahre die meisten Bekampfungen pro SB durchge-
fuhrt.

Von den 21 SBK haben 13 Firmen berichtet, dass sie zur Tilgung eines Bettwanzenbefalls
zwischen einer bis funf Bekampfungen benétigten. Die anderen SBK haben diesbeziglich
nichts angegeben. Zudem haben 15 der 21 SBK Angaben zu ihrer Methode der Bettwanzen-
bekadmpfung gemacht. Diese wurden in Tabelle 11 zusammengefasst.

Tab. 11: Von den Schadlingsbekdmpfern verwendete Wirkstoffe und Methoden zu Bettwanzenbek&mpfung.

SBK Pyrethroid Carbamat Pyrolle Organophosphat Hitze  Kalte
1 + + - - - -
2 + - - - - -
3 - - - - + -
4 + + - - - -
5 + - - - + -
6 + - - - + -
7 + - - - - +
8 + - + - - -
9 - + +
10 + - - - - -
11 + - - + - -
12 - + - - - -
13 + + - - - -
14 + - - - - -
15 + - + - - -
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Vier der 21 SBK hatten Probleme bei der Bek&mpfung unter der Verwendung von Pyrethroi-
den und eine davon auch bei der Verwendung des Wirkstoffs Bendiocarb, jeweils in verschie-

denen Formulierungen, was ein Hinweis auf das VVorhandensein von Resistenzen sein kénnte.
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Abb. 57: Anzahl der Bettwanzenbekampfungen pro Schadlingsbekampfer (SB) pro Jahr in privaten Haushalten,
offentlichen Einrichtungen und medizinischen Einrichtungen.
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4 Diskussion

Die Bettwanze C. lectularius war in industrialisierten Landern vor allem zu Kriegszeiten
(BOASE 2008) ein weit verbreiteter hdmatophager Ektoparasit und Lastling. Die Globalisie-
rung, die vermehrte Reisetétigkeit der Menschen, der nationale und internationale Handel mit
Gebrauchtwaren sowie eine eingeschrankte Auswahl an derzeit verfugbaren Wirkstoffen sind
mit daflr verantwortlich, dass die Bettwanze seit den 1990er Jahren wieder weltweit auftritt
(DAVIS et al. 2009; KOLB et al. 2009; PINTO et al. 2007). Als Hauptgrund fur die Ausbrei-
tung der Bettwanzen in den letzten Jahren wird die Entstehung von Resistenzen gegen die
Wirkstoffe Pyrethroide genannt (DAVIES ET AL. 2012; MAMIDALA ET AL. 2011A;
MAMIDALA ET AL. 2012; ROMERO ET AL. 2007; SEONG ET AL. 2010; YOON ET AL. 2008;
ZHU ET AL. 2010A; ZHU ET AL. 20108), wobei jedoch aus Deutschland bisher keine wissen-
schaftlichen Daten Uber die Verbreitung resistenter Bettwanzen und deren Resistenzstatus
vorliegen. Dies ist die erste Arbeit, in der bei C. lectularius-Feldstimmen in Deutschland mit-
tels Filterkontakt-Biotests erhohte Resistenzindizes (R;) ermittelt werden. Darlber hinaus
wurden hier erstmals mit Hilfe verschiedener molekularbiologischer Methoden sowohl die
potentiell kdr-verursachenden Mutationen V419L und L9251 als auch erhohte Transkriptlevel

von zwei P450-Enzymen nachgewiesen.

4.1 Aufzucht von Bettwanzenfeldpopulationen

Im Zeitraum von 2008 bis 2013 wurden in Berlin an 20 Befallsorten Bettwanzen eingesam-
melt, oder diese wurden von Schédlingsbekdmpfern bereitgestellt. Fir den 24B wurden je-
weils 600 ménnliche Bettwanzen benétigt. Diese hohen Tierzahlen konnten lediglich bei der
Aufzucht der fiinf Feldstdmme HO, LB, SK, OB, AS in einem Zeitraum von mindestens ei-
nem Jahr erreicht werden. Bei zehn Feldpopulationen (B1-B10) konnte dagegen entweder
aufgrund von zu geringen Tierzahlen oder der Abgabe bereits toter Bettwanzen kein
Aufzuchtversuch erfolgen.

Auch die Aufzucht des T-, GW-, RS-, LBII- und des LBIII-Feldstamms sowie des Bayer CC-
Laborstamms blieb trotz hoher Anfangstierzahlen erfolglos. Daflr verantwortlich kénnten
Fitnessnachteile durch mdglicherweise vorhandene Insektizid-Resistenzen sein, wie es bereits
fiir andere Insekten nachgewiesen wurde (BRITO et al. 2013; CARRIERE et al. 1994; DINIZ
et al. 2014; ROUSH und PLAPP 1982; ROUSH und MCKENZIE 1987; ROY et al. 2010).

Der Resistenzindex (R;) der Feldstamme ohne Zuchterfolg und der Populationen konnte aller-
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dings aufgrund unzureichender Tierzahlen nicht untersucht werden, so dass hier in Bezug auf
die untersuchten Bettwanzen eine konkrete Aussage nicht maglich ist. Der molekulare Nach-
weis von potentiellen Pyrethroid-Resistenzmechanismen mit auffallend starker Auspragung in
den untersuchten Stammen ohne Zuchterfolg weist aber auf eine vorhandene Pyrethroid-
Resistenz hin (s. 4.3.2). Dies wiederspricht jedoch den Vermutungen von POLANCO et al.
(2011b), dass C. lectularius bei der Idee, dass sich erbliche Resistenzmechanismen nachteilig
auf die Fitness der Tiere auswirken konnten, eine Ausnahme bildet. Sie konnten nachweisen,
dass Bettwanzen des hoch Pyrethroid-resistenten Richmond-Stamms im Gegensatz zu einem
suszeptiblen Stamm eine héhere Uberlebensrate sowie eine kiirzere Entwicklungsdauer vom

Ei bis zum adulten Tier aufwiesen.

Eine andere Untersuchung von POLANCO et al. (2011a) zeigt, dass multiple traumatische
Inseminationen die Fertilitat der weiblichen Bettwanzen herabsetzten. Ein Geschlechterver-
héltnis zu Gunsten der Mannchen erhoht die Haufigkeit der Paarungen wodurch die Eiablage-
rate pro Weibchen verringert wird. Da das Geschlechterverhaltnis vor der Aufzucht der Bett-
wanzenfeldstdamme in dieser Arbeit nicht Gberprift wurde, kdnnte dies ein weiterer Grund fiir

die erfolglose Aufzucht der oben genannten Feldstamme sein.

4.2 Beurteilung des 24-Well-Filterkontakt-Biotests

Der in dieser Arbeit angewandte 24-Well-Filterkontakt-Biotest (24B) (adaptiert von
ROMERQO et al. (2007)) ist durch die parallele Untersuchung einer groen Anzahl von Bett-
wanzen eine schnelle Methode, um Wirkstoffresistenzen in Feldstdmmen zu detektieren. Er
wurde angesichts groRer Schwankungen in den Ergebnissen des zuvor im UBA etablierten
Petrischalen-Filterkontakt-Biotests (PB) eingefiihrt. Als Ursache fur die groRere Streuung der
Versuchsergebnisse in den PB-Versuchen wurde zundchst das natiirliche Aggregationsverhal-
ten von C. lectularius (MARX 1955; SILJANDER et al. 2008) gesehen. Es konnte beobachtet
werden, dass die Tiere nach dem Einsetzen in die Petrischalen fur kurze Zeit auf dem Filter-
papier herumliefen und anschlielend aggregierten. In solchen Bettwanzenaggregaten hatten
einige Tiere wenig bis keinen Kontakt mehr zu der mit Wirkstoff behandelten Oberflache. Im
Gegensatz zum PB war im 24B durch den Einsatz einzelner Bettwanzen eine Aggregation der
Tiere unmdglich. Der direkte Vergleich der beiden Biotestmethoden unter Verwendung von
Deltamethrin hat zwar gezeigt, dass die Methode keinen signifikanten Einfluss auf die letale
Schédigung von ménnlichen Bettwanzen hatte, was vermutlich dem schnellen Knockdown-

Effekt des Wirkstoffs geschuldet ist. Bei dem Einsatz weniger schnell wirkender Wirkstoffe
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konnte allerdings die schnelle Aggregation der Bettwanzen Schwankungen in der Schadigung
einzelner Tiere verursachen, und daher bleibt es sinnvoll, die Tiere getrennt voneinander in

den Versuch einzubringen.

Eine weitere Erklarung fur die Schwankungen im PB konnte die Verwendung beider Ge-
schlechter sein. BUSVINE (1958) konnte in Versuchen mit DDT und Dieldrin beobachten,
dass weibliche C. lectularius sensibler auf diese Wirkstoffe reagierten als mannliche. Grund-
satzlich kénnte davon ausgegangen werden, dass die durchschnittlich gréReren und schwere-
ren Weibchen weniger anfallig gegen die verwendeten Insektizide sind. Allerdings kann die
wiederholte traumatische Insemination vor Versuchsbeginn Verletzungen und Schwachungen
verursacht haben, was wiederum Schwankungen in der Schadigung einzelner Weibchen nach
sich gezogen haben kann. Verschiedene Untersuchungen bestétigen, dass haufiges Paaren die
Fitness der Weibchen herabsetzt (REINHARDT und SIVA-JOTHY 2007; SIVA-JOTHY
2006; STUTT und SIVA-JOTHY 2001). Auch das Geschlechterverhéltnis in den Zuchtpetri-
schalen, in welchen ménnliche und weibliche Wanzen gehalten wurden, kann einen Einfluss
auf die Paarungshaufigkeit und damit auf die Fitness der Weibchen gehabt haben. So ist die
Wabhrscheinlichkeit, dass Weibchen haufig begattet werden, in einer Petrischale mit einer gro-
Reren Anzahl von Mannchen hoher (BENOIT 2011; BENOIT et al. 2012; POLANCO et al.
2011a).
Da die Verletzungen durch traumatische Insemination mit bloBem Auge nicht erkennbar sind,
ist eine Unterscheidung von begatteten und unbegatteten Weibchen vor Versuchsbeginn nicht
moglich gewesen. Die randomisierte Auswahl der Versuchstiere kdnnte zu Folge gehabt ha-
ben, dass Tiere unterschiedlich anfélligen Zustands, z.B. sich frisch vor Versuchsbeginn ver-
paarte Weibchen oder Uber einem langeren Zeitraum nicht begattete Weibchen, eingesetzt
wurden.
In den Untersuchungen am UBA-Feldstamm im PB starben beispielsweise die Weibchen bei
einer signifikant geringeren Deltamethrin-Konzentration als die Mé&nnchen, wahrend dies bei
Einsatz der Tiere des SK-Stamms genau umgekehrt war. Aufgrund der durch Verletzungen
bedingten intergeschlechtlichen und bei Weibchen auch intrageschlechtlichen zu beobachten-
den Schwankungen ist es daher sinnvoll, voneinander getrennt eingesetzte, méannliche Tiere
zur Uberpriifung des Resistenzstaus von Bettwanzenpopulationen zu verwenden. AuRerdem
konnen die geschlechtsabhdngigen Unterschiede in den Mortalitatsraten nicht unerhebliche
Auswirkungen auf die Versuchsergebnisse haben. So lag der R; im SK-Stamm von beiden
Geschlechtern zusammen bei R; = 13,4, der von Weibchen allein war mit R; = 21,11 jedoch
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mehr als doppelt so hoch wie der der M&nnchen mit R; = 8,46. Im Hinblick auf die Festlegung
eines R; (s. 4.3.1), bei dem ein Bettwanzenstamm als resistent einzustufen ist, ist es daher
empfehlenswert, auch die Verwendung des Geschlechts der Tiere festzulegen, mit denen ein

standardisierter Test durchgefihrt wird.

4.3 Nachweis von Pyrethroid-Resistenzen bei der Bettwanze
C. lectularius in Deutschland

4.3.1 Detektion von Toleranzen in den Feldstammen gegen den Wirkstoff
Deltamethrin

Die Untersuchungen im 24B haben gezeigt, dass die Unterschiede in den ECso-Werten fiir
Deltamethrin zwischen dem wirkstoffsensiblen UBA-Stamm und den funf Feldstammen mit
erfolgreicher Aufzucht (LB, HO, SK, OB und AS) statistisch hoch signifikant waren. Zudem
konnte eine letale Schadigung von 100 % bei der hochsten Konzentration von 0,1 pg/pl (bzw.
7,81 pg/cm?) bei den Tieren des UBA-Stamms, nicht aber bei den Bettwanzen dieser Feld-
stdimme erreicht werden. Zu den resultierenden Resistenzindizes von R; =4,3 bis R; = 20,6
(Tab. 12) ist anzumerken, dass diese im Vergleich zu Berichten aus den USA mit Resistenz-
indizes von beispielsweise anndhernd 5.200 (ADELMAN et al. 2011) und 12.800 (ROMERO
et al. 2007) oder Australien mit 432.000 (LILLY et al. 2009) wesentlich niedriger waren.

Ein Grund fir die um mehrere GréRenordnungen niedrigeren R; der in Berlin gesammelten
Feldstdmme konnten Unterschiede in den Aufzuchtzeiten der Bettwanzen zwischen dieser
und den anderen Untersuchungen sein. ROMERO et al. (2007) haben Uberwiegend ihre ge-
sammelten Bettwanzen direkt im 24B eingesetzt. ADELMAN et al. (2011) konnten parallel
den hochresistenten Richmond-Stamm bereits nach einem halben Jahr Aufzucht im Biotest
auf Pyrethroid-Resistenz untersuchen. Dahingegen erfolgte die Aufzucht der funf in dieser
Arbeit im 24B untersuchten Feldstdmme bis zum Erhalt von ausreichenden Tierzahlen (ber
einen Zeitraum von mindestens einem Jahr im Labor ohne Selektionsdruck durch Wirkstoffe.
Es ist moglich, dass sich der R; in diesem Zeitraum durch den fehlenden Selektionsdruck ver-
ringert hat.

Resistente Bettwanzen konnten ohne Selektionsdruck durch Insektizid-Exposition einen Se-
lektionsnachteil aufgrund der bereits unter 4.1 diskutierten Fitnessnachteile haben. Dadurch
kdnnten Resistenzen verursachende Mechanismen mit der Zeit verloren gegangen sein. Diese
Annahme wird durch Untersuchungen im 24B mit dem SK-Stamm unterstitzt, bei welchem

der R; in einem Zeitraum von Uber drei Jahren (2009-2012) bei fehlender Insektizid-
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Exposition um mehr als das 16fache gesunken ist. ZHU et al. (2013) haben ebenfalls festge-
stellt, dass der R; des Cinl-Stamms (urspriinglicher Stamm des CC-Stamms von Bayer in die-
ser Arbeit) bei einer Aufzucht im Labor ohne Selektionsdruck bei fehlender Wirkstoffexposi-
tion in einem Zeitraum von etwa funf Jahren von einem R; > 10.000 auf einen R; = 51 gesun-
ken ist. Ahnliches konnten POLANCO et al. (2011b) beim Kramer-Stamm beobachten. Der
R; dieses Stamms lag nach einem halben Jahr Zucht ohne Wirkstoffexposition im Juni 2006
bei 339,6 und sank bei der erneuten Untersuchung im Februar 2011 auf einen Wert von
Ri = 3,83.

Ein weiterer Grund fur die im Vergleich mit anderen Studien niedrigen R; in dieser Arbeit
konnte die Tatsache sein, dass nur die R; von Stammen mit Zuchterfolg im Labor des UBA
evaluiert werden konnten. Die Aufzucht ausreichender Tierzahlen fiir den 24B der Feldstdm-
me T, GW, RS, LBII, LBIIl und des CC-Stamms sowie der Feldpopulationen B1-10 blieb
maoglicherweise auf Grund von Fitnessnachteilen bedingt durch vorhandene Resistenzen (s.
Punkt 4.1) ohne Erfolg. Das wirde zur Folge haben, dass die Auswahl der untersuchten
Stamme nicht zuféllig erfolgte, sondern die R; selektiv in Stammen mit hoherer Suszeptibilitat

gegeniiber Deltamethrin bestimmt wurden.

Dass auch methodische Unterschiede in den Resistenzuntersuchungen einen Einfluss auf die
letale Schéadigung der Bettwanzen und damit auch auf die resultierenden R; der Stdmme haben
kénnen, zeigen die Untersuchungen von KOGANEMARU et al. (2013). Der R; des Pyreth-
roid-resistenten Richmond-Stamms stieg von 5.200 auf > 200.000 durch Umstellung der Me-
thode von direkter Injektion in den Wanzenkorper auf die topikale Applikation. Auch LILLY
et al. (2009) haben den R; von 432.000 mittel der topikalen Applikation nachgewiesen.
KOGANEMARU et al. (2013) haben in diesem Stamm erhéhte Transkriptlevel von Genen,
die kutikulére Proteine kodieren, nachgewiesen und vermuten deshalb, dass die unterschiedli-
chen R; durch ein vermindertes Eindringen der Insektizide bedingt sind. Der Einfluss solcher
Modifikationen in der Lipidschicht der Kutikula auf die R; der in dieser Arbeit untersuchten

Bettwanzenstdamme wurde nicht untersucht und kann deshalb nicht ausgeschlossen werden.

Die Diskrepanzen zwischen den R; der Bettwanzenfeldstdmme aus Deutschland und denen
aus anderen Landern konnten auch die tatsachliche Resistenzsituation wiederspiegeln. Sollte
dies der Fall sein, kdnnten die niedrigen R; in Deutschland als ein Resultat aus abweichenden
Bekédmpfungsstrategien der einzelnen Lander oder sogar aus der unsachgemaélien

Insektizidausbringung bei Bettwanzenbekdmpfungen gesehen werden, welche eine Resistenz-
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entwicklung begunstigen. So gibt es zwar seit einigen Jahren Dokumente mit Empfehlungen
zur korrekten Durchflihrung einer Bettwanzenbekdmpfung (BLOOM et al. 2010; DOGGETT
2013; KILLGERM 2012; NPMA 2011), jedoch keine Vergleichsdaten tber die tatséchliche

Bekampfungsroutine in den einzelnen Léndern.

Der R; reprasentiert das Mal flir Resistenz eines Stamms oder einer Population und dient vor
allem als Vergleichswert zwischen verschiedenen Stdmmen und Stadien. Trotzdem wurde
bisher auf internationaler Ebene nicht geklart, welchen R; ein Bettwanzenstamm aufweisen
muss, um als resistent definiert zu werden.
Eine Insektizid-Resistenz ist allgemein definiert als die Heritabilitat der durch stédndige
Insektizidexposition selektierten Merkmale die zu einer geringeren Suszeptibilitat von Insek-
ten gegenuber Insektiziden und damit zu einer unzureichenden Tilgung dieser Insekten in der
Praxis fuhrt (ONSTAD 2014; SAWICKI 1987).
Ergénzend dazu hat die United States Environmental Protection Agency (EPA) 2012 in einem
Entwurf einer Richtlinie zum Testen von Insektiziden gegen Bettwanzen im Laborversuch
(Draft Product Performance Test Guidelines, OCSPP 810.3900: Laboratory Testing Methods
for Bed Bug Pesticide Products) eine resistente Bettwanzenpopulation dadurch definiert,
,,dass die Mehrheit der Bettwanzen einer Population fahig ist, eine in einer wirkstoffsensiblen
Population letale Dosis zu iiberleben®. Weiterhin heif}t es, ,,dass ein R;j >100 charakteristisch
fiir einen resistenten Stamm ist®.
Obwohl bei allen funf im 24B getesteten Bettwanzenfeldstdmmen bei der hchsten Konzent-
ration nie eine letale Schadigungsrate von 100 % erreicht wurde, wére nach dieser Definition
keiner der Stdmme resistent gegenliber Deltamethrin. Dies impliziert, dass Tiere dieser
Stamme ebenso wie der wirkstoffsensible UBA-Stamm in einer praxisnahen Bekampfungssi-
tuation unter der Verwendung von Pyrethroiden vollstandig getilgt wiirden.
Der AS-Feldstamm (R; = 20,6) wurde jedoch unter praxisnahen Bedingungen im in dieser
Arbeit weiterentwickelten Wahlversuch als simulated use-Test (s. 4.5.1) im Gegensatz zum
UBA-Stamm nicht getilgt. Daher ist die Definition einer resistenten Bettwanzenpopulation
der EPA und des darin empfohlene Grenzwerts von R; > 100 kritisch zu betrachten, da offen-
sichtlich bereits bei Bettwanzenpopulationen mit deutlich geringeren R; eine Tilgung nicht
erreicht werden kann.
In der Praxis konnte die unzureichende Tilgung von Bettwanzenpopulationen mit resistenten
Individuen eine Weiterverbreitung der Tiere erleichtern und zur weiteren Selektion resistenter
Bettwanzen innerhalb dieser Population fihren (POTTER 2005). Daher wird die allgemeine
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Definition einer Insektizid-Resistenz an dieser Stelle favorisiert, und der AS-Feldstamm kann
aufgrund der vorliegenden Untersuchungsergebnisse als Pyrethroid-resistent eingestuft wer-
den. Demnach misste der Grenzwert flir die Definition eines Pyrethroid-resistenten Bettwan-

zenfeldstamms unter der Verwendung des 24B bereits bei einem R; > 20 liegen.

4.3.2 Nachweis potentieller Resistenzmechanismen auf molekularer Ebene

Eine physiologische Pyrethroid-Resistenz konnte nur fir den AS-Stamm nachgewiesen wer-
den (s. 4.5.1). Das Vorhandensein von potentiellen Resistenzmechanismen in mehreren mole-
kularbiologisch untersuchten Feldstimmen und -populationen lasst jedoch die Vermutung zu,
dass bei einer Bekd&mpfung mit pyrethroiden Insektiziden eine Tilgung ebenfalls ausbleiben
konnte. In Tabelle 12 sind sdmtliche Ergebnisse der Untersuchungen zur Detektion von Py-
rethroid-Resistenzen und der sechs potentiellen Resistenzmechanismen in den einzelnen Feld-

stdmmen und Populationen zusammengefasst.

Fur eine dauerhaft erfolgreiche Bekdmpfungsstrategie sowie ein adaquates Resistenzmana-
gement, vor allem bei Infestationen, die ganze Hauserkomplexe betreffen, ist ein in wenigen
Tagen auswertbarer Nachweis von Pyrethroid-Resistenzen in Bettwanzen unerldsslich
(STANLEY 2014). Im Rahmen dieser Arbeit konnte, wie auch schon in anderen Untersu-
chungen (KNOLHOFF und ONSTAD 2014; ZHU et al. 2013), gezeigt werden, dass wenn die
fiir Resistenzen verantwortlichen Mutationen bekannt sind, die Pyrosequenzierung als Metho-
de der quantitativen und qualitativen Sequenzierung von SNPs und die gRT-PCR zur Quanti-
fizierung der mRNA-Expression fremdstoffmetabolisierender Enzyme zum Monitoring von
Bettwanzen Feldpopulationen geeignet sind. Es ist vorstellbar, dass mit Hilfe dieser Methoden
von Schadlingsbek&dmpfern als resistent beurteilte Bettwanzen innerhalb kirzester Zeit im
Labor untersucht werden koénnen, und die Bek&mpfungsstrategie aufgrund der Ergebnisse

angepasst werden kann.
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Tab. 12: Potentielle Resistenzmechanismen die in den jeweils zehn Cimex lectularius-Feldstimmen und
-populationen sowie im CC-Laborstamm detektiert wurden. Angegeben sind die prozentualen Allelfrequenzen
von je 100 mannlichen und weiblichen Bettwanzen, sowie die heterozygoten und homozygoten Bettwanzen der
Mutation L9251 (vom CC-Stamm auch von V419L). Mutierte Tiere, die nur wéhrend der Genotypisierung der
Einzeltiere und nicht bei der Untersuchung der Allelfrequenzen detektiert wurden, sind mit einem * gekenn-
zeichnet. Zudem sind nur die dem wirkstoffsensiblen UBA-Stamm gegeniber signifikant erhdhten mRNA-
Expressionslevel der untersuchten Feldstimme angegeben.

Allelfrequenzen Genotvoen MRNA-Expressionslevel der
(0) -
FS/FP [%6] ngéﬁ’ CYP-Gene Ri
V419L L9251 cyp397al cyp398al cypdcml cyp6dnl

UBA - - OH/O0HM - - - - -

LB - 31/30 3H/1HM - - - - 4,3
HO - - 17H/2 HM* 7.1 - - - 4,9
SK - 39/44 14H/2HM 17,3 - - - 7,2
OB - 60/59 10H/2HM - - - - 10,9
AS - 67/51 9H/2 HM 17,5 - - - 20,6
GW - 100/99 n.a. 56 - - - n.a.
T - - n.a. 44,9 49 - - n.a.

14H/3HM

CC - 32/76 3 H (VA19L)* - - - - n.a.
RS 96/40 100/100 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
LBII - 98 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
LBIII - 100 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
Bl - n.a. 1 HM n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
B2 - 100/100 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
B3 - 100/100 2 HM n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
B4 - 79/92 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
B5 - 100/100 1 HM n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
B6 - n.a. 2 HM n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
B7 - 100 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
B8 - 100 1 HM/ n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
B9 - 100/100 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
B10 - - n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.

Erlauterungen: R;: Resistenzindex; H: heterozygot; HM: homozygot; FS: Feldstdimme; FP: Feldpopulationen.

Mittels der Pyrosequenzierung konnten die Allelfrequenzen der potentiellen kdr-Mutationen
V419L und L925I in gepoolten Proben der 20 Feldstdamme und -populationen sowie des CC-
Stamms bestimmt werden. Weder in Bettwanzen des UBA-Stamms noch in Tieren aus den
Feldstdmmen T und B10 konnte eine der beiden Mutationen detektiert werden. Bettwanzen
von 17 der 20 deutschen Stamme und Populationen wiesen nur die Mutation L9251 auf, und
in Bettwanzen des RS-Feldstamms sowie des CC-Stamms konnten beide Mutationen nach-
gewiesen werden. Die Ergebnisse bestatigen die Existenz von beiden Mutationen in Bettwan-

zenpopulationen aus Deutschland. VVon den funf Feldstammen mit Zuchterfolg wiesen die drei
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Stamme AS, OB und SK mit dem jeweils hochsten R; auch die hdchsten Allelfrequenzen von
L9251 auf (Tab. 12). Fur den AS-Stamm wurde im Wahlversuch unter Praxisbedingungen
bereits gezeigt, dass dieser resistent gegenuber Pyrethroiden ist. Dies ist ein weiterer Hinweis
darauf, dass die Mutation L9251 fir eine Pyrethroid-Resistenz bzw. eine verminderte
Suszeptibilitat gegenlber Pyrethroiden bei Bettwanzen verantwortlich sein konnte.

Die Mutation V419L trat nur in Kombination mit der Mutation L9251 bei den Stdimmen RS
und CC auf. Die Mutation V419L war damit deutlich unterreprasentiert. Dieses Ergebnis wird
von verschiedenen Studien aus den USA und Australien bestatigt (ADELMAN et al. 2011,
DANG et al. 2014b; ZHU et al. 2010b; ZHU et al. 2013).

In der Genotypisierung von acht Feldstammen (je 20 einzelne Bettwanzen im gleichen Ge-
schlechterverhaltnis) in dieser Arbeit wurden fur den Austausch L9251 sowohl heterozygote
als auch homozygote Individuen nachgewiesen. So konnte flir den in dieser Arbeit als ,,py-
rethroid-resistent™ charakterisierten AS-Stamm gezeigt werden, dass in 10 % der untersuchten
Bettwanzen die Mutation homozygot und in 45 % der Félle heterozygot vorlag. Es konnte
aber nicht geklart werden, ob das Auftreten des Austausches L9251 in heterozygoter Form
eine Erhdhung des R; zu Folge hat, oder ob das Allel dazu in homozygoter Form vorliegen
muss. Vier der im Pool untersuchten Feldstdmme ohne Zuchterfolg (GW, RS, LBII, LBIII)
sowie sechs Bettwanzenpopulationen (B2, B3, B5, B7, B8, B9) wiesen fur L925I
Allelfrequenzen im Bereich von 100 % auf (Tab. 12). Damit mussten die Stamme fast ganz-
lich aus homozygot mutierten Individuen bestehen. Die Ermittlung des R; im Biotest war aber
aufgrund von Zuchtschwierigkeiten nicht moglich, so dass eine Aussage uber den Resistenz-
status dieser Populationen nicht mdglich ist.

ROMERO et al. (2007) vermuten auf Grund von Kreuzungsstudien, die sie mit wirkstoffsen-
siblen und Pyrethroid-resistenten Bettwanzenstammen durchgefuhrt haben, dass das oder die
fur die Resistenz verantwortlichen Gene unvollstdndig dominant vererbt werden. Dariiber
hinaus gibt es in der Literatur keine konkreten Informationen dazu, welcher Erbgang der kdr-

vermittelten Pyrethroid-Resistenz bei den Bettwanzen zugrunde liegt.

Die Ergebnisse der Bestimmung der Allelfrequenzen und der Genotypisierung des HO-
Feldstamms waren im Gegensatz zu den anderen Feldstdmmen widerspriichlich (Tab. 12). Im
24-Well-Filterkontakt-Biotest waren die ECsp-Werte fiir Deltamethrin im HO-Stamm zwar
signifikant hoher als beim wirkstoffsensiblen UBA-Stamm. Allerdings gab es in der letalen

Schadigung bei der hochsten Konzentration keinen Unterschied, und bei der Untersuchung
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der Allelfrequenzen konnten die beiden Mutationen V419L und L925I nicht nachgewiesen
werden. Umso Uberraschender war die Detektion fir L9251 heterozygot und homozygot mu-
tierter Bettwanzen (17 heterozygote und 2 homozygote von insgesamt 20 Individuen) bei der
Genotypisierung einzelner Tiere. Da die Bettwanzen aus demselben Vorrat eingefrorener
Wanzen stammten wie diejenigen fur die Genotypisierung, ist eine Verwechselung von
Stammen schwer vorstellbar. Innerhalb dieser Arbeit konnte keine weitere Erklarung fir die

Diskrepanzen in diesen Versuchsergebnissen gefunden werden.

Die mRNA-Expression der CYP-Gene cyp397al, cyp398al, cyp4cml und cyp6dnl, die
nachweislich fur die bei Bettwanzen verminderte Suszeptibilitat gegenlber Pyrethroiden ver-
antwortlich sind (ZHU et al. 2013), wurde mittels gRT-PCR an acht Feldstdammen untersucht.
In insgesamt flnf der acht untersuchten Feldstimme (HO, SK, AS, GW und T) wurden flr
das CYP-Gen cyp397al ein dem UBA-Stamm gegenuber signifikant erhohter mRNA-
Expressionslevel nachgewiesen (Tab. 12). Untersuchungen von ADELMAN et al. (2011) zei-
gen ebenfalls, dass der Transkriptlevel dieses CYP-Gens in Pyrethroid-resistenten Bettwan-
zenstammen stark erhoht (> 36fach) ist. Der T-Stamm wies als einziger Stamm einen signifi-
kant erhohten Transkriptlevel fur ein zweites CYP-Gen auf (cyp398al). Ein erhohter mRNA-
Transkriptlevel geht nicht zwangslaufig mit einer erhdhten Expression von Proteinen einher
(FEYEREISEN 2005; PITTENDRIGH et al. 2014b), aber die Tatsache, dass die mMRNA-
Expressionslevel der vier untersuchten CYP-Gene beim wirkstoffsensiblen UBA-
Referenzstamm nicht erhoht waren, l&sst zumindest fur die CYP-Gene cyp397al und
cyp398al vermuten, dass diese mit einer moglichen Pyrethroid-Resistenz in den untersuchten
Bettwanzenfeldstdimmen in Verbindung stehen.

Bei der Betrachtung sdmtlicher Ergebnisse dieser Feldstimme ist ein Zusammenhang zwi-
schen den detektierten potentiellen Resistenzmechanismen und den resultierenden R; erkenn-
bar. Die Allelfrequenzen der Mutation L9251 lagen in beiden Geschlechtern der Feldstimme
AS und OB bei knapp 60 %. Der um das 17fache erhohte mRNA-Expressionslevel des CYP-
Gens cyp397al im AS-Stamm konnte als zusatzlicher Resistenzmechanismus flr den fast
doppelt so hohen R; des AS-Stamms im Vergleich zum OB-Stamm verantwortlich sein. Der
MRNA-Expressionslevel des CYP-Gens cyp397al war auch im SK-Stamm um das 17fache
erhoht. Allerdings war die Mutation L9251 hier nur in einer Frequenz von 39 % der unter-
suchten Bettwanzenmannchen vorhanden, was den deutlich niedrigeren R; im Vergleich zum

AS-Stamm ebenfalls erklaren konnte. Beim LB-Feldstamm war der Transkriptlevel von kei-
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nem der CYP-Gene erhoht und die Allelfrequenz von L9251 lag nur bei 31 % (Wert flr die

Ménnchen), was auch in diesem Fall den vergleichsweise niedrigen R; erklaren kénnte.

Der T-Stamm wies den hoéchsten mRNA-Expressionslevel des CYP-Gens cyp397al auf.
Auch der Level des CYP-Gens cyp398al war leicht erhoht, aber es konnte keine der beiden
kdr-Mutationen nachgewiesen werden. Die Ermittlung des R; im 24B, welcher Hinweise ins-
besondere auf die Rolle des CYP-Gens cyp397al in der Pyrethroidresistenz hatte geben kon-
nen, war aufgrund der erfolglosen Aufzucht des T-Stamms jedoch nicht moéglich. Die Tiere
des T-Stamms wurden am Befallsort wiederholt von den Wohnungsmietern mit einem
pyrethroidhaltigen Spray fur den Haushaltsbedarf behandelt. Solch ein Spray ist aufgrund der
darin enthaltenen geringen Wirkstoffmenge fiir eine Bettwanzenbekdampfung ungeeignet. Der
wiederholte Kontakt der Wanzen mit subletalen Pyrethroid-Dosen kdnnte aber die Selektion
von Tieren mit einem erhohten Transkriptlevel der CYP-Gene cyp397al und cyp398al, die
potentielle fremdstoffmetabolisierende P450-Enzyme kodieren, begiinstigt haben. Unter der
Annahme, dass die hier vergleichsweise stark erhéhte Expression von cyp397al einen Ein-
fluss auf die Pyrethroid-Suszeptibilitat der Bettwanzen hat, konnte dies ein weiterer Nachweis
fur die Hypothese sein, dass resistenzbedingte Nachteile in der Fitness der Tiere verantwort-
lich fur die erfolglose Anzucht einiger Stamme sein konnten (s. 4.1).

Bei dem Cinl-Stamm, der 2007 in Cincinnati (Ohio) gesammelt wurde und aus dem der in
dieser Arbeit untersucht CC-Stamm entstanden ist, konnten ZHU et al. (2010b) keine der bei-
den kdr-Mutationen nachweisen. Der hohe R; dieses Stamms wurde mit dem Vorhandensein
signifikant erhohter Transkriptlevel von den vier auch in dieser Arbeit untersuchten CYP-
Genen begrundet (ZHU et al. 2013). Die von ZHU et al. 2013 nachgewiesenen relativen
Transkriptlevel lagen von cyp397al und cyp4cml bei > 2,5 sowie bei cyp398al und cyp6dnl
zwischen 1,5-2,5. In dieser Arbeit lagen die Transkriptlevel bei Bettwanzen des CC-Stamms
der CYP-Gene cyp397al mit 4,9, cyp398al und cyp4cml jeweils mit 0,5 sowie cyp6dnl mit
1,3 nur knapp unter denen von ZHU et al. (2013). Im Gegensatz zu ihren Ergebnissen waren
die Transkriptlevel der CYP-Gene relativ zum wirkstoffsensiblen UBA-Stamm nicht erhoht,
jedoch konnten beide kdr-Mutationen detektiert werden. Die molekularen Untersuchungen
zur Detektion dieser beiden Mutationen wurden in dieser Arbeit mit je 100 ménnlichen und
weiblichen gepoolten C. lectularius durchgefihrt. ZHU et al. (2013) haben ihre Untersuchun-
gen mit nur drei gepoolten Bettwanzen im Doppelansatz durchgefuhrt und so moglicherweise

durch Zufall Tiere ohne die Mutation untersucht.
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Im CC- und RS-Stamm lagen zudem beide kdr-Mutationen vor. Bisher gibt es in der Literatur
keine Angaben dartber, ob das gleichzeitige Vorkommen beider Mutationen bei Bettwanzen
die Suszeptibilitat gegenlber Pyrethroiden stérker herabsetzt als das VVorhandensein nur einer
Mutation, und ob sie bei fehlendem Selektionsdruck durch Insektizid-Exposition die Fitness
der Tiere beeinflussen. Im Rahmen dieser Arbeit war es ebenfalls nicht méglich, den R; im
Filterkontakt-Biotest zu ermitteln, da beim CC- und RS-Stamm die Aufzucht nicht mdglich
war. Es ist jedoch bekannt, dass die Population des RS-Stamms am Befallsort trotz des wie-
derholten sachgerechten Einsatzes von Pyrethroiden vom Schadlingsbekdampfer nicht getilgt
werden konnte und somit per Definition Pyrethroid-resistent ist (s. 4.3.1). Dies weist ebenfalls
darauf hin, dass mindestens eine der beiden Mutationen an der Pyrethroid-Resistenz bei Bett-
wanzen beteiligt ist.

Die kurze Infestationsdauer des RS-Stamms von weniger als einem halben Jahr, die Ein-
schleppung durch einen Gast aus Nordamerika und keinerlei Bek&mpfung vor Ort weisen
darauf hin, dass die Resistenzmechanismen vermutlich zuvor erworben wurden. Gleiches
konnte auch fir den GW-Stamm und die Population B7 mit Allelfrequenzen fiir L9251 im
Bereich von 100 %, die in einem Hotel bzw. einer Ferienwohnung mit internationalen Gésten
gesammelt wurden, gelten.

Die erfolglose Aufzucht des RS-Stamms in Zusammenhang mit hohen Allelfrequenzen fir
beide kdr-Mutationen unterstreicht ebenfalls die oben angefiihrte Hypothese, dass eine Resis-
tenz Fitnessnachteile mit sich bringt. Allerdings zeigte die Untersuchung der Allelverteilung
auf das Vorliegen eines Hardy-Weinberg-Gleichgewichts dass die Mutation L9251 in den
Stammen LB, SK, OB, AS und CC sowie die Mutation V419L im CC-Stamm ohne Pyreth-
roid-Selektion keinen signifikanten Nachteil darstellen wirden. Es konnte allerdings im Rah-
men dieser Arbeit nicht untersucht werden, ob die katalytische Aktivitat und strukturelle An-
derungen weiterer P450-Enzyme oder anderer fremdstoffmetabolisierender Enzyme wie
Esterasen und Glutathion-S-Transferasen sowie weitere Mutationen im Clvssc-Gen ebenfalls

die Suszeptibilitat und die Fitness dieser Bettwanzenfeldstimme beeinflussen kénnen.

Ein Zusammenhang zwischen insektiziden Behandlungen vor Ort und den detektierten poten-
tiellen Resistenzmechanismen konnte bei den funf im Biotest untersuchten Feldstdmmen im
Rahmen dieser Arbeit nicht hergestellt werden. An keinem der Befallsorte, von denen die
Feldstdmme stammten, wurde vor dem Einsammeln der Bettwanzen eine Behandlung mit
Pyrethroiden durchgefiihrt. Der Zeitpunkt, an dem die jeweiligen Populationen das letzte Mal
mit Pyrethroiden in Kontakt gekommen sind, lasst sich aus der Dauer der Infestation vor dem
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Entdecken des Befalls abschétzen. Diese betrug zwischen einem und hochstens funf Jahren (s.
Tab. 2). Dennoch konnten Resistenzmechanismen nachgewiesen und zumindest beim AS-
Stamm mit einer physiologischen Pyrethroid-Resistenz in Verbindung gebracht werden. Dies
spricht daftr, dass diese Mechanismen bereits vorher an einem anderen Befallsort erworben
wurden, und sich durch Verschleppung resistenter Wanzen auch an dem aktuell untersuchten
Befallsort verbreitet haben. Entsprechend dieser Zeitdauer ist es daher nicht tUberraschend,
dass die Resistenzen verursachende Mutationen ohne Selektionsdruck durch Wirkstoffe teil-
weise aus dem Genpool der jeweiligen Populationen verloren gegangen sind (ZHU et al.
2013).

Die beiden Stamme LBII und LBIII stammten aus Sozialwohnungen, wo im gesamten Hau-
serblock aufgrund von immer wiederkehrenden Bettwanzenbefall in einem Zeitraum von finf
Jahren wiederholt Schadlingsbekdmpfungen durchgefiihrt wurden. Da einige der Bewohner
die Kosten einer professionellen Schadlingsbek&mpfung nicht tragen konnten, wurde entwe-
der gar nicht bekdmpft oder eigene Bekdmpfungsversuche mit unzureichend wirksamen Mit-
teln unternommen. Dies fiihrt in vielen Fallen zu Reinfestationen, da Bettwanzen in andere
Wohnungen abwandern oder sich der Befall durch die Mitnahme falsch entsorgter infestierter
Mobelstiicke ausbreitet (DOGGETT et al. 2012). Da beide Stamme Allelfrequenzen im Be-
reich von 100 % fir die Mutation L9251 aufwiesen, liegt hier die Vermutung nahe, dass unzu-
reichende Bekampfungsmalnahmen zur Selektion von Tieren mit diesem potentiellen Resis-

tenzmechanismus beigetragen haben.

Von weiteren Stdimmen ohne Zuchtmdglichkeit war es aufgrund der geringen untersuchten
Tierzahlen und den liickenhaften Angaben von Befallsorten nicht moglich, einen Zusammen-
hang zwischen insektiziden Behandlungen vor Ort und den detektierten potentiellen Resis-

tenzmechanismen herzustellen.

Grundsétzlich ist anhand der in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse davon auszugehen, dass die
Pyrethroid-Resistenz bei der Bettwanze C. lectularius auf unterschiedlichen Mechanismen,
wie der kdr-Mutation und der Hochregulierung von unterschiedlichen Cytochromoxidasen
(cyp397al und cyp398al) basiert. Es ist auch wahrscheinlich, dass weitere, in dieser Arbeit
nicht untersuchte Mechanismen einen Einfluss auf die Pyrethroid-Suszeptibilitat haben (ZHU
et al. 2013).
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4.4 Detektion des Hidden-Break in der 28S rRNA von C. lectula-
rius

Fur Insekten der Ordnungen Diptera, Hymenoptera, Lepidoptera und Hemiptera wurde bereits
beschrieben, dass die 28S-Einheit der rRNA unter denaturierenden Bedingungen in zwei etwa
gleichgroRe Untereinheiten mit ahnlicher elektrophoretischer Mobilitdt zerfallen kann
(FUJIWARA und ISHIKAWA 1986; ISHIKAWA und NEWBURGH 1972; MACHARIA et
al. 2015; WINNEBECK et al. 2010). Im Rahmen dieser Arbeit wurde bei der Integritatsmes-
sung samtlicher RNA-Proben auch bei C. lectularius ein Hidden-Break in der 28S-Einheit der
rRNA nachgewiesen. Im Gegensatz zu den anderen Untersuchungen trat das Phd&nomen so-
wohl mit als auch ohne Hitzedenaturierung bei 70 °C auf. Dies spricht daftr, dass die 28S
rRNA bereits wahrend der RNA-Isolation zerfallen ist. Molekulare Mechanismen bei der Ent-
stehung des Hidden-Break sowie dessen biologischer Sinn sind, obwohl einige Versuche un-
ternommen wurden (OGINO et al. 1990), bis heute nicht gekléart.

Die Qualitat der verwendeten RNA kann nachweislich die Genauigkeit von Expressionsana-
lysen beeinflussen (FLEIGE und PFAFFL 2006). Eine verlassliche Qualitatskontrolle ist des-
halb sehr wichtig. Die standardisierte Qualitatskontrolle von RNA mittels RIN ist fiir Orga-
nismen mit einem Hidden Break wie der Bettwanze ungeeignet. Die bei der Kapillar-
Elektrophorese generierten Elektropherogramme konnten dennoch die Qualitatskontrolle der
RNA fir die mMRNA-Expressionsanalyse der CYP-Gene in dieser Arbeit gegentiber der klassi-
schen Gelelektrophorese, bei der die Qualitdt der RNA allein durch die visuelle Inspektion

von Gelbildern bestimmt wird, verbessern.

4.5 Beurteilung des erweiterten Wahlversuchsdesigns

Bei der Durchfiihrung der Wahlversuche stand nicht die Wirksamkeitsprifung verschiedener
Insektizide auf unterschiedlichen Oberflachen im Vordergrund. Vielmehr sollte durch den
Erhalt differenzierter Ergebnisse die realistische Simulation von Praxisbedingungen im Wahl-
versuch  verifiziert werden. Ein solches Testdesign entspricht den fur die
Biozidproduktzulassung geforderten simulated use—Tests (EUROPEAN UNION 2012).

Der Wahlversuch wurde bereits in der dieser Arbeit vorangegangenen Diplomarbeit als proba-
tes praxisnahes Testsystem fir die Uberpriifung der Wirksamkeit von Kontaktinsektiziden
gegen Bettwanzen eingestuft (unverdffentlichte Daten). Im Rahmen dieser Arbeit wurde der
Wahlversuch um ein neues Plexiglaskastensystem flir die aufgrund des damaligen Versuchs-

designs nicht mdgliche Prufung unflexibler praxisrelevanter Prifoberflachen erweitert. Da bei
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einer Schédlingsbekdmpfung neben der Behandlung von Tapeten vor allem Mdbelstiicke und
Boden behandelt werden, ist die Wirksamkeitskontrolle von Insektiziden auf starren Materia-
lien wie Holz sehr wichtig. In dem urspringlichen Aufbau der Wahlversuchsanlage wurden
Prifoberflachen in enge Plexiglasrohre eingeklebt. Durch die Modifikation des Wahlversuchs
wurde das Einbringen der Prifoberflachen insgesamt deutlich einfacher.

Um sédmtliche Zusammenhdnge und mogliche Einflisse verschiedener Faktoren auf die
schwere Schadigung der Bettwanzen innerhalb der Wahlversuche zu erfassen, wurden die
Ergebnisse mit der mid-p-Variante des Exakten Vierfeldertafeltests nach Fisher und ergan-
zend mittels bindrer logistischer Regression ausgewertet. Unterschiede in den Ergebnissen
zwischen den beiden Berechnungsmethoden basieren vor allem darauf, dass bei der Berech-
nung der mid-p-Variante lediglich ein Vergleich von zwei unterschiedlichen Versuchen mog-
lich ist. Bei der binaren logistischen Regression werden hingegen sdmtliche Daten aus allen
Versuchen in der Auswertung beruicksichtigt. Wie wichtig die Betrachtung der Gesamtdaten-
lage sein kann, zeigt sich am Beispiel der geschlechtsspezifischen Unterschiede in der Sché-
digungsrate der Bettwanzen in den Wahlversuchen. Bei der Berechnung der mid-p-Variante
waren nur in einem Versuchsdurchlauf des Wahlversuchs mit dem UBA-Stamm unter der
Verwendung von Insektizid B auf Tapete zum Zeitpunkt 7 d p.a. mehr Mannchen schwer ge-
schadigt als Weibchen, in allen anderen Wahlversuchen gab es mit dieser Auswertungsme-
thode keinen Unterschied zwischen den Geschlechtern. Die Ergebnisse aus der Berechnung
mittels bindrer logistischer Regression der Wahlversuche mit dem UBA-Stamm besagen hin-
gegen, dass die Wahrscheinlichkeit einer schweren Schadigung fiir Weibchen im Wahlver-
such mit dem UBA-Stamm signifikant geringer war als fur Mannchen. Die Detektion dieser
Unterschiede war vermutlich aufgrund der hohen Tierzahlen, die in diese statistische Auswer-
tung einbezogen wurde, moglich.

Im Gegensatz zu den mittels der bindren logistischen Regression berechneten
Konfidenzintervalle (KI) des Effektkoeffizienten beim Vergleich der Geschlechter wiesen die
Einfllsse der anderen erklarenden Variablen sehr breite KI auf und waren demnach mit einem
groRen Fehler behaftet. Die Aussagekraft moglicher Einfllsse ist dadurch nicht sehr grof3 und
eine getrennte Betrachtung der Ergebnisse mittels mid-p-Variante wird sinnvoll. Nachteile der
jeweiligen Berechnungsmethoden kodnnen durch die jeweiligen Vorteile der jeweils anderen
Methode ausgeglichen werden. Aus diesem Grund sollten immer beide Berechnungsmetho-

den verwendet werden.
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Zur Uberpriifung des neuen Kastensystems der Wahlversuchsanlage wurden aufgrund ihrer
unterschiedlichen Eigenschaften und Wirkmechanismen die Kontaktinsektizide A
(Alphacypermethrin, Pyrethroid) und B (Bendiocarb, Carbamat) verwendet. Im Wahlversuch
zeigen die Ergebnisse der beiden Berechnungsvarianten (mid-p-Variante und binare logisti-
sche Regression), dass zum Zeitpunkt 7 d p.a. nach Betrieb der Versuchsanlagen mit Insekti-
zid A unabhéangig von den Prifoberflachen und der Belagsalterung signifikant mehr Bettwan-
zen schwer geschadigt waren, als nach Betrieb mit Insektizid B. Zudem waren die Ergebnisse
der Wirksamkeitskontrollen der einzelnen Replikate mit Insektizid B grofieren Schwankungen
unterlegen. Die inkonsistenten Ergebnisse von Insektizid B lassen vermuten, dass der Einfluss
der Expositionszeit bei Insektizid B hoher ist als bei Insektizid A. Da die Expositionsdauer im
Wahlversuch anders als im UBA-Zwangsversuch vom natirlichen Laufverhalten wirtsuchen-
der Bettwanzen abhangt, weist die Streuung der Ergebnisse nicht auf eine schlechte Reprodu-
zierbarkeit der Daten hin, sondern bildet die realistischen Bedingungen ab.

Um einen Eindruck vom Laufverhalten der Bettwanzen in der Wahlversuchsanlage zu erhal-
ten wurden einige Vorversuche ohne Insektizidausbringung durchgefiihrt und die Wanzen
beobachtet. Dabei wurde die Verweildauer auf der Expositionsoberflache nicht weiter quanti-
fiziert, allerdings konnten verschiedene Verhaltensweisen beim Uberqueren der 20 cm langen
Oberflache beobachtet werden. Einige der Wanzen haben ohne Unterbrechung die Oberflache
schnell und geradeaus Uberquert. Andere Tiere sind eher im Zickzack tber die Oberflache
gelaufen. Auch das mehrfache Uberqueren der Oberflache konnte beobachtet werden. Zudem
blieben in seltenen Féllen Wanzen bis zum Versuchsende auf der Oberflache sitzen. ES muss
angenommen werden, dass solche Verhaltensunterschiede auch unter realen Bedingungen
auftreten, die erhebliche Unterschiede in der Expositionsdauer zur Folge haben. Bei dem di-
rekten Uberqueren der Priifoberflachen bendtigen Bettwanzen bei einer Laufgeschwindigkeit
von ca. 1,4 cm/s (OLSON et al. 2008) nur ca. 14 s, wahrend eine Wanze, die im Zickzack
uber die Oberflache lauft oder dort verweilt, erheblich langer Insektizid-exponiert ist. Es kann
davon ausgegangen werden, dass die beobachtbare Verhaltensvariabilitat auch bei praktischen
Bekampfungssituationen vorkommt. Das schnelle Uberqueren der behandelten Oberflache,
und damit eine sehr kurze Expositionsdauer, stellt fur die Bewertung der Wirksamkeit eines
Insektizids den worst case dar, der in einem Zwangsversuch bei Einwirkzeiten im Sekunden-
bereich rein technisch kaum darstellbar ist. Zudem kann der Wahlversuch auch die mégliche
Wirkung des Insektizids auf das Verhalten der Wanzen, zum Beispiel durch repellierende

Effekte, abbilden. Es ist bei Betrachtung der offenbar moglichen sehr kurzen Einwirkzeiten
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von Insektiziden gegen Bettwanzen unter Nicht-Zwangsbedingungen fraglich, in wie weit
Zwangsversuche, bei denen die Expositionsdauer mindestens im Minutenbereich liegen,
Uberhaupt eine realistische Simulation der Insektizidanwendung ermdglichen. Dies wird in
den hier vorgestellten Versuchen vor allem fir Insektizid B deutlich, da hier offenbar die kur-
ze Expositionsdauer im Wahlversuch die Mortalitatsraten beeinflusst hat.

Die Oberflacheneigenschaften von Substraten, auf denen Insektizide zur Bettwanzenbekamp-
fung ausgebracht werden, beeinflussen aufgrund ihrer unterschiedlichen sorptiven Eigen-
schaften deren praktische Wirksamkeit. Auch dies ist vor allem vor dem Hintergrund magli-
cher sehr kurzer Expositionszeitraume von Bedeutung: bei beiden getesteten Insektiziden war,
auf sorptiven Oberflachen (Sperrholz, Tapete und Teppich) die Zahl der Uberlebenden Bett-
wanzen hoher als auf einem unsorptiven Substrat (Hornitex®). Durch die starke Sorptionskraft
der Priufoberflache Sperrholz erfolgte selbst unter der Verwendung des hochwirksamen Insek-
tizid A eine Tilgung der Bettwanzen nur auf frisch behandeltem Sperrholz.

Auf der Teppichoberflache konnte sogar bei keiner der untersuchten Belagsalterungen eine
Tilgung erreicht werden. Der Grund hierfur ist vermutlich die enorme Oberflachenvergrolie-
rung des Teppichs, wodurch das aufgespriihte Insektizid zwischen die einzelnen Fasern drin-
gen konnte. Da die Wanzen nur mit einem kleinen Teil der Gesamtoberflache beim Uberque-
ren in Kontakt kamen, konnten sie im Vergleich zum Teppich auf Tapete und Hornitex® mit
einer hdheren Dosis des Insektizids in Kontakt gekommen sein.

Aufgrund der unzureichenden Wirksamkeit von Insektizid B werden die unterschiedlichen
Sorptionseigenschaften der getesteten Prifoberflachen und der Einfluss der Expositionsdauer
noch deutlicher.

Der bislang verwendete UBA-Zwangsversuch kann die prinzipielle Wirksamkeit eines Insek-
tizids nachweisen, ist aber aufgrund der geringen Tierzahl und der statischen und maoglicher-
weise unrealistisch langen Einwirkzeiten nur begrenzt fir eine Beurteilung der Wirksamkeit
eines Insektizides unter Praxisbedingungen geeignet. Im Wahlversuch kann die Wirksamkeit
von Kontaktinsektiziden gegen Bettwanzen im Gegensatz zum UBA-Zwangsversuch unter
der Berucksichtigung natirlicher Verhaltensweisen und deren mogliche Einflisse auf die
Wirksamkeit ermittelt und beurteilt werden. Auch wenn der Wahlversuch die Untersuchung
der Wirksamkeit eines Insektizids in der Praxis nicht ersetzen kann, konnten Abweichungen
in der Wirksamkeit von Insektiziden zwischen Labor- und realen Bedingungen verringert

werden.
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Deshalb sollten Wirksamkeitsuntersuchungen von Insektiziden im Wahlversuch erganzend zu

denen im UBA-Zwangsversuch erfolgen.
4.5.1 Nachweis einer physiologischen Resistenz beim AS-Stamm

Da der AS-Stamm im Filterkontaktbiotest den hochsten R; aufwies, wurde im Wahlversuch
die Wirksamkeit von Insektizid A in der vom Hersteller empfohlenen Aufwandmenge auf
Tapete unter praxisdhnlichen Bedingungen getestet.

Sowohl die Berechnungen der mid-p-Variante als auch die binére logistische Regression be-
statigten, dass im Wahlversuch signifikant weniger Tiere des AS-Stamms als des UBA-
Stamms schwer geschadigt waren. Bei einwdchiger Belagsalterung von Insektizid A (Pyreth-
roid) auf Tapete haben durchschnittlich 50 % der Tiere bis zum Zeitpunkt 7 d p.a. Uberlebt.
AuBRerdem fand nach jedem Versuch mit dem AS-Stamm in der Phase der Wirksamkeitsbe-

wertung im Gegensatz zum UBA-Stamm eine Eiablage statt.

Die Suzeptibilitat des AS-Stamms gegenuber dem hier eingesetzten Pyrethroid fuhrte im
Wahlversuch unter Praxisbedingungen zu einer unzureichenden Tilgung. Anhand dieser Er-
gebnisse ist davon auszugehen, dass bei dem AS-Stamm eine Pyrethroid-Resistenz vorliegt,
und somit eine Bekdmpfung unter der Verwendung von Pyrethroiden nicht erfolgreich ware.
Unter Praxisbedingungen koénnte dies zu einer Selektion resistenter Bettwanzen und zu deren

Weiterverbreitung beitragen.

Im UBA-Zwangsversuch hingegen konnten mit Insektizid A auf Tapete bei keiner Belagsalte-
rung und keinem Berechnungsmodell signifikante Unterschiede in der Anzahl schwer gescha-
digter C. lectularius zwischen dem UBA- und dem AS-Stamm ermittelt werden. Es wurden
bewusst sehr lange EWZ von 2 h, 4 h und 24 h ausgewéhlt, um die nach 818 IfSG vorgesehe-
ne Tilgung der Tiere 7 d p.a. sicher erreichen zu kdnnen. Diese trat jedoch selbst nach einem
Dauerkontakt der Tiere von 24 h nicht ein.

Ein Grund flr die Diskrepanzen zwischen beiden Versuchsmodellen kénnten die dem Wahl-
versuch (n =100 Bettwanzen) gegeniber deutlich geringeren Tierzahlen im UBA-
Zwangsversuch (n =12 Bettwanzen) sein. Dadurch wurde die Teststarke der statistischen
Tests herabsetzt und mdgliche Unterschiede blieben unentdeckt. Dies wiirde bedeuten, dass
die Wirksamkeitsprifung eines Insektizids an einem Feldstamm im UBA-Zwangsversuch

maoglicherweise nicht hinreichend aussagekréftig ist.

151



Diskussion

4.6 Artifizielle Blutftitterung von C. lectularius

Die Zucht der Bettwanze C. lectularius im Labor ist Voraussetzung fir die Wirksamkeitspru-
fung von Bekadmpfungsmitteln. Die Aufnahme von Blut ist fir Bettwanzen essentiell und
muss daher auch im Labor mdglich sein. In der Zucht des UBA werden Bettwanzen an Ka-
ninchen (s. 2.1.1.1) gefittert. Um eine Labortierhaltung zu vermeiden und auf die fiir die Ka-
ninchen sehr belastende Prozedur im Sinne des Tierschutzes zu verzichten, wurde im Rahmen
dieser Arbeit eine Anlage zur artifiziellen Bettwanzenfutterung mit verschiedenen Blutsorten
erprobt. Fir den Erhalt kleiner Bettwanzenzuchten ist die Membranfltterung bereits eine
etablierte Futterungsmethode (z.B. MONTES et al. 2002, ROMERO et al. 2007; YOON et al.
2008; ZHU et al. 2013). Fur Massenzuchten, wie die des FG IV 1.4 im UBA, bei welcher
tausende von Bettwanzen gehalten werden, wurde eine solche Methode noch nicht beschrie-
ben. Im Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, dass eine artifizielle Fltterung von mehr als
2000 Bettwanzen parallel moglich ist. Eine Aufzucht tber mehr als drei Generationen hinweg

konnte jedoch nicht erreicht werden.

4.6.1 Beurteilung des Versuchsaufbaus der Blutfiitterungsanlage

Die in dieser Arbeit verwendete und von der Firma Eurofins konstruierte Blutfiitterungsanlage
wurde nach MONTES et al. (2002) adaptiert. Da die Bettwanzen in der Massenzucht des
UBA nach Entwicklungsstadien und Alter getrennt in Petrischalen gehalten werden, wurde
die Anlage dahingehend angepasst, dass eine Verwendung der ublichen Fitterungsgefale
(Wanzengléaschen) weiterhin mdglich war. Dazu wurden die Fitterungseinheiten um 180 °
gedreht, so dass die Offnung des Glaszylinders nach oben zeigte. Dadurch konnten die Wan-
zenglaschen mit der Gaze nach unten auf die mit Blut geftllte und mit Parafilm abgedeckte
Offnung aufgesetzt werden. Bereits die ersten Versuche der artifiziellen Fiitterung mit kon-
serviertem Kaninchenblut haben gezeigt, dass samtliche Bettwanzenstadien den doppelt ge-

dehnten Parafilm durchstechen und Blut saugen konnten.

Die Handhabung der Blutfutterungsanlage ist insgesamt einfach, kdnnte aber durch weitere
Modifikationen noch verbessert werden. Die grofiten Probleme an der nach oben gerichteten
Offnung stellen das Absinken der Erythrozyten im Blut sowie die Bildung von Luftblaschen
an der Unterseite der Membran dar. Wé&hrend der Versuche wurde das Problem dahingehend
geldst, dass das Blut nach jeder Fitterung durch mehrmaliges Aufziehen und Entleeren der
Spritze durchmischt wurde. Nach drei Fitterungen an einer Membran reichte dies allerdings
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nicht mehr aus, und es bildete sich eine ca. 1 mm dicke Plasmaphase. Obwohl die Wanzen
trotzdem sogen, konnte eine Hautung und Eiablage anschlieBend nicht beobachtet werden.
Daher wurde nach den drei Fitterungen die Membran entfernt, das Blut in der Vertiefung der
Glaszylinder gerihrt, anschlielend mehrmals mit der Spritze durchmischt und eine neue
Membran aufgezogen. Diese Prozedur kostet Zeit und ist bei einer Verwendung von mehreren
Futterungseinheiten sehr aufwendig. Eine mogliche Losung ware, auch das Blut ahnlich wie
den zur Temperierung der Anlage notwendigen Wasserkreislauf mit Hilfe einer Pumpe im
System zirkulieren zu lassen (TAKANO-LEE et al. 2003).

Die Blut- und Wassertemperatur von 40 °C - 41 °C verursachte eine starke Dehnung und das
ReiRen der Parafilmmembran. Dieses Problem konnte durch das Erganzen einer weiteren La-

ge Parafilm am Rand der oberen Offnung behoben werden.

4.6.2 Unterschiede in der Attraktivitat verschiedener Blutsorten

Bei der Wahl der Blutsorte wurde neben der Attraktivitat und Vertraglichkeit darauf geachtet,
dass das Blut nicht von Tieren stammte, denen die Labortierhaltung durch die Umstellung auf
eine artifizielle Futterung im Sinne des Tierschutzes eigentlich erspart werden sollte. Somit
wurden Blutsorten von Grolitieren gegenuber dem von Kleintieren bevorzugt. Das in dieser
Arbeit untersuchte Rinder-, Schweine- und Schafsblut stammte von Schlachttieren, bei denen
die Blutabnahme direkt vor der Schlachtung erfolgte. Obwohl das Ziel der Untersuchung war,
Kaninchen als lebenden Wirt fir die Bettwanzen zu ersetzen, wurde auch Kaninchenblut fur
die in vitro-Fitterung getestet. Ziel war hierbei, die moglichen Auswirkungen der in vitro-
Futterung im Vergleich zur in vivo-Fltterung auf die Saugraten der Bettwanzen zu Uberpri-

fen.

Die artifizielle Fltterung mit konserviertem Kaninchenblut hat gezeigt, dass mit Ausnahme
der J3 und J4 eine der Fitterung am Kaninchen vergleichbare Anzahl an Tieren Blut gesogen
hat. Ungeachtet dessen haben die Wanzen im Vergleich zur in vivo-Fltterung stets weniger,
die J1 und J3 sogar signifikant weniger Blut gesogen. Die Ursache fir die signifikanten Un-
terschiede in den Saugraten und der aufgenommen Blutmenge bei diesen Juvenilstadien ist
unklar. Da die J2 nicht signifikant weniger Blut gesogen haben und insgesamt alle Bettwan-
zenstadien in der in vitro-Futterung mit Kaninchenblut weniger als bei der in vivo-Fltterung
gesogen haben, kann ein Einfluss der Membranbeschaffenheit auf das Saugverhalten der ver-

schiedenen Entwicklungsstadien ausgeschlossen werden.
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Auch das als Konservierungsmittel verwendete Formalin oder das als Antikoagulans einge-
setzte Citrat im Kaninchenblut kdnnten einen Einfluss auf die Attraktivitdt haben. MONTES
et al. (2002) konnten Unterschiede in den Saugraten bei der Futterung mit Blutsorten ausma-
chen, deren Koagulation durch unterschiedliche Methoden verhindert wurde. Bettwanzen zo-
gen in der genannten Untersuchung heparinisiertes Blut dem defibrinierten vor. Uber den Ein-
fluss von Citrat und Formalin auf die Saugraten von Bettwanzen gegeniber anderen
Antikoagulantien oder Konservierungsmitteln ist bisher nichts bekannt.

Insgesamt deuten die Futterungsversuche mit konserviertem Kaninchenblut darauf hin, dass
die in vitro-Fltterung von Bettwanzen grundsatzlich eine geeignete Methode darstellt, auch
wenn verglichen mit der in vivo-Methode die von den Bettwanzen aufgenommenen Blutmen-
gen etwas geringer sind.

Beim Vergleich der drei anderen Blutsorten stellte sich heraus, dass defibriniertes Schafsblut
die fur Bettwanzen unattraktivste Blutsorte war. Auch in den Untersuchungen von MONTES
et al. (2002) war defibriniertes Lammblut fur Wanzen bei der artifiziellen Fltterung am we-
nigsten attraktiv. Rinderblut war in dieser Arbeit &hnlich attraktiv wie Kaninchenblut in der in
vivo und in vitro Fitterung. Die im Vergleich zur Futterung am Kaninchen mit Abstand at-
traktivste Blutsorte war defibriniertes Schweineblut. Im Vergleich zur Futterung am lebenden
Kaninchen haben die adulten Bettwanzen 64 % mehr defibriniertes Schweineblut aufgenom-
men. Die Blutsorte kann demnach einen positiven oder negativen Einfluss auf die Saugrate
und Menge an aufgenommenem Blut haben.

Ein groRRes Problem bei den hier vorgestellten Untersuchungen war jedoch, dass sich wéhrend
des gesamten Untersuchungszeitraums die Lieferungen des defibrinierten Schweinebluts wie-
derholt verzogerten (s. 2.2.7.4). Uberwiegend konnte kein offensichtlicher Unterschied zu
dem pinktlich gelieferten und somit sachgemaR gelagertem Blut festgestellt werden. In Ein-
zelfallen wurde offenkundig verdorbenes Schweineblut geliefert. Um die mdglichen Abwei-
chungen durch Futterung von verdorbenem Blut mit zu erfassen wurden auch diese Blutchar-
gen in die Untersuchung mit einbezogen. Im Vergleich der Saugraten war das in der Blutfutte-
rungsanlage angebotene aufgrund unsachgeméfer Lagerung offensichtlich verdorbene defib-
rinierte Schweineblut von allen getesteten Blutsorten am wenigsten attraktiv. Dies spricht
dafiir, dass nicht nur die angebotene Blutsorte, sondern auch deren Qualitat entscheidend fir
den Erfolg einer artifiziellen Fitterung von C. lectularius ist. AAK et al. (2014) konnten bei
der artifiziellen Ftterung von Bettwanzen mit heparinisiertem Menschenblut ebenfalls fest-

stellen, dass die Qualitat des Blutes einen Einfluss auf die Saugrate und die aufgenommene
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Blutmenge hatte. Sie vermuteten, dass neben physikalischen Veranderungen des Blutes auch
der Geschmack einen Einfluss haben konnte. Dies deckt sich mit der Annahme von
ROMERO und SCHAL (2014), dass verschiedene Phagostimulantien und auch der Ge-
schmack der angebotenen Nahrung bei Insekten mit stechend-saugenden Mundwerkzeugen
uber Chemorezeptoren im Nahrungskanal wahrgenommen werden konnen. Daflir sprechen
auch ihre Beobachtungen, bei denen C. lectularius und Cimex hemipterus (tropische Bettwan-
ze) eine kleine Menge Blut vor dem eigentlichen Saugakt moglicherweise zum Vorkosten
aufnehmen. Diese Beobachtungen wurden auch wahrend der Fltterung der Bettwanzen an
weniger attraktiven Blutsorten wie defibriniertem Schafsblut und verdorbenem Schweineblut
in der vorliegenden Arbeit gemacht. Bei relativ attraktiven Blutsorten liefen die Wanzen nach
dem Aufsetzen auf die Membran zundchst herum, stachen den Saugrussel an einer praferier-
ten Stelle in die Membran ein und blieben bis zur Vollendung der Blutaufnahme dort sitzen.
Bei den weniger attraktiven Blutsorten zogen die Wanzen kurz nach dem Einstechen den
Saugrissel wieder heraus und suchten anschlieBend die Oberflache der Membran nach einer
offenbar geeigneteren Blutquelle ab, wobei sie ihren Saugrissel immer wieder hineinstachen.
Bei der anschlieBenden visuellen Inspektion der Tiere konnten nur sehr geringe Mengen an
Blut im Darm entdeckt werden.

4.6.3 Versuch der Aufzucht von Bettwanzen des UBA-Stamms mit den de-
fibrinierten Blutsorten Rinderblut, Schweineblut und Schafsblut

Das Vorhaben, einen durch artifizielle Fitterung gehaltenen Bettwanzenstamm zu etablieren,
der parallel zu dem in der Gliedertierzucht des UBA seit Jahren an die Fltterung am Kanin-
chen adaptierten und etablierten Bettwanzenstamm gehalten wird, konnte im Rahmen dieser

Arbeit nicht realisiert werden.

Die Aufzucht mit defibriniertem Rinderblut musste bereits nach der ersten Generation auf-
grund von insgesamt zu geringen Tierzahlen zum Zeitpunkt der siebten Fitterung abgebro-
chen werden. Die Auswertung der Ergebnisse ergab, dass die durchschnittliche Anzahl der
Nachkommen nach der Fitterung mit defibriniertem Rinderblut, im Vergleich mit der in vivo-
Futterung am Kaninchen signifikant geringer war. Einflisse unterschiedlicher Blutsorten auf
die Eiablagerate konnten auch MONTES et al. (2002) bei ihren Versuchen feststellen.

Im Gegensatz zur Futterung mit defibriniertem Rinderblut gelang die Aufzucht der Bettwan-

zen mit defibriniertem Schweineblut im ersten Ansatz bis zur dritten Generation, im zweiten
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Ansatz nur bis zur zweiten Generation. Danach mussten auch hier die Versuche abgebrochen

werden, allerdings aufgrund der bereits unter 4.6.2 diskutierten Lieferprobleme.

Die Anzahl der Bettwanzen nahm bei der Aufzucht mit defibriniertem Rinderblut von der
ersten bis zur siebten Futterung mit einer Mortalitatsrate von 92 % signifikant ab. Zwar konn-
te eine geringe Mortalitatsrate von 5-10 % auch bei den Tieren, die an Kaninchen gefttert
wurden, beziehungsweise defibriniertes Schweineblut erhielten, festgestellt werden. Diese
Verluste ergaben sich vermutlich aus der nattirlichen Mortalitat und durch das Verletzen eini-
ger Bettwanzen wahrend der Vor- und Nachbereitungen der Futterungen, und wurden als tole-
rabel eingestuft.

BARBARIN et al. (2012) konnten in ihren Versuchen feststellen, dass die Mortalitit von C.
lectularius stark von der angebotenen Blutsorte abhéngig ist. Dies zeigt sich auch in der vor-
liegenden Arbeit bei der Fltterung mit defibriniertem Rinderblut durch die signifikante Ab-
nahme der Tieranzahl, verursacht durch eine geringe Eiablage und eine erhohte Mortalitét.

Ein vergleichbarer Einbruch der Bettwanzenpopulation konnte auch bei der artifiziellen Futte-
rung mit defibriniertem Schafsblut beobachtet werden. So waren bei der ersten Generation
nach neun Futterungen nur noch 27 % der Wanzen am Leben und bei der zweiten Generation
sogar alle Wanzen bereits nach der achten Fitterung tot. Es ist allerdings einschrankend zu
bemerken, dass der Ansatz zuvor mit Schweineblut gefuttert worden war. Es bleibt daher un-
klar, ob die Qualitat des zuvor gefutterten Schweineblutes, das defibrinierte Schafsblut an sich

oder beide Faktoren dafiir verantwortlich waren.

Bei der Aufzucht mit defibriniertem Schweineblut hingegen war die Mortalitatsrate von der
Qualitat des Blutes abhangig. In Ermangelung einer anderen Schweineblutquelle musste in
den Zuchtversuchen das unsachgemal gelagerte Schweineblut, bei welchem kein offensichtli-
cher Qualitéatsverlust festgestellt werden konnte, verwendet werden. Bei der Aufzucht von
Bettwanzen des UBA-Stamms mit diesem Blut konnte beobachtet werden, dass die Mortalitét
der Bettwanzen mit einer Ausnahme jedes Mal anstieg. Der héchste Anstieg in der Mortalitét
nach der Fltterung dieses Schweinebluts von mehr als 50 % konnte nach der Ftterung der J1
aus den Generationen G3(A) und G2E1(B) beobachtet werden. Dies weist darauf hin, dass die
unsachgemalle Lagerung einen Einfluss auf die Qualitat des nach sensorischer Beurteilung
durch die Versuchsdurchfiihrende frisch wirkenden, defibrinierten Schweinebluts hatte, der

im Laufe der Untersuchungen allerdings nicht erfasst werden konnte. Die frisch geschlipften
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J1 sind diesem unsachgemal’ gelagerten Blut gegenuber offenbar besonders anféllig, was sich

in der Mortalitatsrate von 50 % widerspiegelt.

Aufgrund des Einflusses der artifiziellen Fltterung mit defibriniertem Rinderblut auf die Ei-
ablage- und Mortalitatsraten von C. lectularius ist auch eine Einflussnahme auf die Entwick-
lungsdauer der einzelnen Stadien und damit auf den gesamten Entwicklungszyklus wahr-
scheinlich. Die Datenlage dazu ist jedoch aufgrund der verschiedenen verwendeten Fitte-
rungsmethoden und Blutsorten nicht eindeutig. Wahrend MONTES et al. (2002) sowie AAK
et al. (2014) keine Unterschiede in der Entwicklungsdauer von Bettwanzen, die artifiziell oder
an einem Wirbeltierwirt gefuttert wurden, festgestellt haben, konnten BARBARIN et al.
(2012) in einigen Juvenilstadien, die artifiziell mit Kaninchenblut gefuttert wurden, eine ver-
zbgerte Entwicklung nachweisen. Im Rahmen dieser Arbeit konnte ebenfalls nicht geklart
werden, ob die geringe Anzahl von Adulten zum Zeitpunkt der siebten Futterung mit defibri-
niertem Rinderblut allein auf die hohe Mortalitatsrate oder auch auf VVerzdgerungen innerhalb
der Entwicklung der Juvenilstadien zurickzufiihren war.

Gleiches gilt fir die Aufzucht von mit defibriniertem Schweineblut gefiitterten Bettwanzen.
Die Eiabnahme konnte auch hier nie, wie bei der Fltterung am Kaninchen tblich, nach der
siebten Fltterung erfolgen, sondern frihestens nach der achten. Es gilt allerdings zu kléren,
ob dies durch die Qualitat der Blutchargen bedingt war oder defibriniertes Schweineblut an

sich die Entwicklung verzdgern kann.

Vergleicht man die Tierzahlen der ersten Generationen nach artifizieller Futterung mit defib-
riniertem Rinderblut, Schweineblut und Schafsblut mit denen nach der Futterung am Kanin-
chen, wird auf den ersten Blick klar, dass von den getesteten Blutsorten defibriniertes
Schweineblut fir weitere Untersuchungen am geeignetsten scheint. Viele Faktoren wie die
zelluléren Bestandteile des Blutes, der Hamatokritwert, im Blut enthaltene Enzyme und ande-
re Proteine, Salze, der Glucose- und der Cholesterolgehalt, verschiedene Anorganika,
Blutgase, der osmotische Druck verschiedener lonenverbindungen und Faktoren der Blutkoa-
gulation konnten einen Einfluss auf die Vertraglichkeit des Blutes haben (LEHANE 2005;
ROMERO und SCHAL 2014). Im Rahmen dieser Arbeit konnte nicht geklart werden, welche
dieser Faktoren die Attraktivitat und Vertraglichkeit von Schweineblut fiir Bettwanzen ge-
genuber den anderen Blutsorten erhoht hat.
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4.7 Erfassung der aktuellen Bettwanzensituation in Deutschland

Der ,,Fragenkatalog zur aktuellen Bettwanzensituation in Deutschland* sollte Daten sowohl
zur Haufigkeit und Ausbreitung, zu angewandten Bekdmpfungsmethoden und deren Erfolg,
als auch zum Resistenzstatus der Wanzenstamme liefern. Von den 329 befragten SBK haben
in einem Zeitraum von vier Jahren nur knapp 8 % den Fragenkatalog beantwortet, von denen
funf Firmen keine Bettwanzenbekdmpfungen durchgefiihrt hatten. Somit konnten die Antwor-
ten von knapp 6 %, d.h. 21 Antworten ausgewertet werden. Eine statistische Auswertung der
Ergebnisse war aufgrund der zu geringen Anzahl an Antworten nicht méglich. Trotz aller
Bemuhungen konnten daher keine statistisch validen Daten zur aktuellen Verbreitungssituati-

on der Bettwanzen C. lectularius in Deutschland erfasst werden.

Ahnlich geringe Beteiligungswerte gab es auch bei einer 2011 durchgefiinrten Umfrage der
National Pest Management Association (NPMA) dem gréfiten Schéadlingsbekampferverband
in den USA. Von 4.540 befragten Schadlingsbekdmpfungsunternehmen nahmen ebenfalls nur
9 % (415 Antworten) an der Datenerhebung teil (POTTER et al. 2011). Im Jahr 2013 wurde
die Umfrage wiederholt, wobei die Anzahl an Antworten auf 251 sank. Wie schwierig es ist
selbst innerhalb eines Berufsverbandes geniigend Antworten zu erhalten zeigt die Tatsache,
dass von den 4.540 Befragten 3.882 NPMA Mitglieder waren. Der Erhalt valider Daten kénn-
te vermutlich uber eine Meldepflicht erfolgen.

Es ist dennoch moglich bei Auswertung der 21 verwertbaren Antworten der Befragung vor
allem in den privaten Haushalten aber auch in den 6ffentlichen Einrichtungen eine steigende
Tendenz in der Anzahl der Bekdmpfungen pro SBK und Jahr zu erkennen. In medizinischen
Einrichtungen konnte hingegen kein Anstieg in der Zahl der Bek&mpfungen beobachtet wer-
den. Diese Tendenzen decken sich mit den Ergebnissen aus Umfragen anderer Lander
(BOASE 2001; BOASE 2008; DOGGETT et al. 2004; DOGGETT und RUSSEL 2008;
POTTER et al. 2011; RICHARDS et al. 2009).

Die Abfrage der von den SBK zur Bettwanzenbekdmpfung verwendeten Methoden hat erge-
ben, dass Pyrethroide am hdufigsten eingesetzt werden (11 von 15 SBK). Nur eines von 15
SBK hat gar keine Insektizide eingesetzt. In fast allen im Rahmen dieser Arbeit untersuchten
Bettwanzenfeldstdmmen und -populationen wurden Resistenzmechanismen, die mit Pyreth-
roid-Resistenz in Verbindung gebracht werden, detektiert (Tab. 12). Dies lasst die Vermutung

zu, dass die hauptsachliche Verwendung von Pyrethroiden ebenso wie in anderen L&ndern
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auch in Deutschland die Entwicklung solcher Pyrethroid-Resistenzen und dementsprechend
auch die Verbreitung resistenter Bettwanzenstamme fordern konnte.

In Amerika werden in den letzten Jahren aufgrund der weiten Verbreitung hoch Pyrethroid-
resistenter Bettwanzenpopulationen vor allem Insektizide mit anderen Wirkstoffen verwendet
(POTTER et al. 2011). Es ist anzunehmen, dass auch die intensive Nutzung dieser Wirkstoff-
gruppen in den néachsten Jahren zur Resistenzentwicklung bei Bettwanzen fihrt. Um dem ent-
gegenzuwirken ist ein gutes Insektizid-Resistenz-Management unerlédsslich (ONSTAD 2014).
Die Rotation von Wirkstoffen und der Einsatz alternativer Mittel wie Diatomeenerde zur me-
chanischen Zerstérung der Lipidschicht die dem Schutz der Bettwanzen vor Austrocknung
dient oder Verfahren wie die Hitzebehandlung von Bettwanzenbefallsorten kdnnte der weite-

ren Entwicklung von Pyrethroid-Resistenzen in Bettwanzen entgegen wirken.

4.8 Ausblick

4.8.1 Pyrethroid-Resistenz bei C. lectularius in Deutschland

Die Versuchsergebnisse der molekularen Analysen ergeben neue Fragestellungen und weisen
damit den Weg fur weiterflihrende Untersuchungen. Zunéchst sollten weitere Bettwanzen-
feldstamme aus ganz Deutschland untersucht werden um einen Eindruck tiber die Verbreitung
der im Rahmen dieser Arbeit detektierten Resistenzmechanismen zu bekommen. Ferner sollte
die Beteiligung von weiteren bereits in anderen Bettwanzenfeldstdammen nachgewiesenen
Resistenzmechanismen (erhohte Detoxifizierung durch Esterasen, Glutathion-S-Transferasen,
kutikulare Proteine, ABC-Transporter (ATP binding cassette)) in Pyrethroid-resistenten

Stammen molekularbiologisch untersucht werden.

Fur die Durchfuhrung des 24B zur Ermittlung von Pyrethroid-Resistenzen werden n = 600
méannliche Bettwanzen bendtigt. Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass ein
molekularer Nachweis der kdr-Mutationen welche mit Pyrethroid-Resistenz bei der Bettwan-
ze in Verbindung gebracht werden mit je 100 méannlichen und weiblichen Bettwanzen eine
deutlich geringere Tierzahl benétigt wurde als im 24B. Ein endgltiger Beweis flr die Funk-
tion der beiden Mutationen bei der Pyrethroid-Resistenz von C. lectularius wiirde bedeuten,
dass ein molekularer Nachweis von V419L und L9251 ohne die Durchfuhrung eines zusatzli-
chen Biotests als Beleg fur das Vorhandensein einer Pyrethroid-Resistenz ausreicht. Bisher
wurden keine funktionalen Analysen der beiden Vssc-Mutationen V419L und L925I fiir C.
lectularius durchgefiihrt. Der Effekt dieser Substitutionen auf die Affinitdt und Torkinetik
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spannungsabhangiger Natriumkanéle gegenuber Pyrethroiden wurde nur durch funktionale
Analysen der beiden Vssc-Mutationen V409L (Mutation im spannungsabhangigen Natrium-
kanal von B. germanica, welche zur Mutation V419L in C. lectularius korrespondiert)
(OLIVEIRA et al. 2013) und L9251 im Vssc-Gen von Drosophila melanogaster
(USHERWOOD et al. 2007) nachgewiesen.

In Abhangigkeit von der Population am Befallsort konnte durch die alleinige molekulare Un-
tersuchung die Zuchtzeit verkirzt oder die Wanzen sogar direkt untersucht werden. Dieses
sogenannte Monitoring von Bettwanzen aus Originalpopulationen des Befallsortes wiirde ei-
nen realistischen Uberblick der tatsachlichen Pravalenz dieser beiden Mutationen in Deutsch-
land liefern. Auf Basis dieser Daten konnten dauerhaft erfolgreiche Bek&mpfungs- und Resis-

tenzmanagementstrategien entwickelt werden.

Das Vorhandensein von negativen Kreuzresistenzen sollte anhand des AS-Stamms im 24-
Well-Filterkontakt-Biotest untersucht werden. Sie tritt auf, wenn ein Allel dem Organismus
gegeniber einem Wirkstoff Resistenz verleiht und ihn gleichzeitig gegen einen anderen Wirk-
stoff deutlich suszeptibler macht (PITTENDRIGH et al. 2014a). Sowohl bei der Bekdmpfung
von Pflanzenschédlingen (PITTENDRIGH et al. 2000) als auch bei der Bekdmpfung von
Vektoren wie Stechmicken (WHITE et al. 2014) werden erste Bemuhungen unternommen,
die negative Kreuzresistenz beim Resistenz-Management einzusetzen. Dies kdnnte auch zu
einem erfolgreichen Insektizid-Resistenz-Management bei Bettwanzenbekampfungen beitra-

gen.

4.8.2 Wahlversuch

Der in der vorliegenden Arbeit weiterentwickelte Wahlversuch stellt eine Erweiterung des
Testrepertoires fur Wirksamkeitspriifungen von Kontaktinsektiziden gegen Bettwanzen unter
Laborbedingungen dar. Diese Versuchsmethode weist im Vergleich zu dem bislang flr die
Wirksamkeitsprufung nach § 18 IfSG verwendeten UBA-Zwangsversuch eine Reihe von Vor-
teilen auf. Fir einen abschlieBenden Methodenvergleich zwischen Wahl- und Zwangsversuch
sollten parallele Untersuchungen mit dem gleichen Insektizid und gleichen Prifoberflachen

durchgeftihrt werden.

In den bisherigen Versuchsdurchldufen des Wahlversuches wurden ausschlieBlich adulte
Bettwanzen eingesetzt. Es sollten daher, um den Wahlversuch als simulated-use Test zu opti-

mieren, auch andere kleinere Bettwanzenstadien oder alters- und geschlechtsgemischte Popu-
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lationen im Versuch untersucht werden. Auf diese Weise kann die Wirksamkeit von Kontakt-
insektiziden auf verschiedene Stadien, wie sie auch an einem Befallsort vorkommen, praxis-

néher getestet werden.

4.8.3 Artifizielle Blutfttterung

Die Untersuchungen haben gezeigt, dass die Verwendung von Schweineblut die aussichts-
reichste Methodik zur artifiziellen Futterung der Bettwanzen darstellt. Dementsprechend soll-
te diese weiter verfolgt werden. Eine vollstandige Umstellung sollte allerdings erst nach wei-
teren Langzeitstudien Uber viele Bettwanzengenerationen erfolgen, in denen ausgeschlossen
werden kann, dass Schweineblut einen negativen Einfluss auf die Fruchtbarkeit der Weib-
chen, die Entwicklungsrate und die Lebensdauer der Tiere oder das Geschlechterverhaltnis
hat. Einbrlche in den Tierzahlen aufgrund der Blutsorte oder Lieferschwierigkeiten, wie sie
wéhrend des Zuchtversuchs mit Schweineblut in den Generationen G3(A) und G2E1(B) beo-
bachtet wurden, mussen organisatorisch ausgeschlossen werden und waren in einer Massen-

zucht wie der des UBA inakzeptabel.

Zur einfacheren Installation und Reinigung der einzelnen Komponenten der Blutflitterungsan-
lage sollten sowohl die Schlduche zur Wasserzufuhr zwischen der Pumpe und den Futte-
rungseinheiten, als auch die Schlauche zur Blutzufuhr Gber Schraubverbindungen verbunden
werden. Dies wirde zusétzlich die Option bieten, autoklavierbares Material zu verwenden und
die einzelnen Gegenstande nicht nur durch Ethanol steril zu halten. Dadurch wirde man
Biofilm bildenden Bakterien, Pilzen und Protozoen in dem mit Wasser gefillten Bereich der
Futterungseinheiten, welche auch durch vermehrtes Spilen der Glaszylinder mit Ethanol nicht
entfernt werden konnten, vorbeugen. Die Verwendung eines geschlossenen Wasserreservoirs
konnte den Eintrag solcher Mikroorganismen aus der Luft in das destillierte Wasser zusatzlich

verhindern.
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5 Zusammenfassung

In den letzten 20 Jahren sind in den Industrielandern die Befallsraten der Bettwanze Cimex
lectularius weltweit stark gestiegen. Als Ursachen fir die Zunahme werden die vermehrte
Reisetatigkeit der Menschen, der nationale und internationale Handel mit Gebrauchtwaren
und der Wegfall von einigen Wirkstoffen diskutiert. Als entscheidende Ursache fur die ge-
genwartige Verbreitungssituation wird die Entstehung von Resistenzen gegen die bei Bett-
wanzenbekdmpfungen hauptsdchlich eingesetzten Pyrethroide genannt. Aus Deutschland la-
gen bisher keine wissenschaftlichen Daten zum Auftreten von Pyrethroid-Resistenzen bei
Bettwanzen und den zugrunde liegenden Mechanismen vor. Die bei Bettwanzen am héaufigs-
ten untersuchte Knockdown-Resistenz (kdr) wird vermutlich durch die Mutationen V419L
und L9251 im Gen der a-Untereinheit des spannungsabhdngigen Natriumkanals, dem Wirkort
von Pyrethroiden, ausgeldst. Neben dieser Wirkort-Resistenz wurde bei Bettwanzen eine
metabolische Resistenz durch die Uberexpressionen der vorhandenen Cytochrom P450-
Enzyme des Fremdstoffmetabolismus detektiert.

Im Rahmen dieser Arbeit konnten mittels eines Filterkontakt-Biotests mit dem Pyrethroid
Deltamethrin bei funf von 20 C. lectularius Feldstimmen aus Berlin Resistenzindizes (R;)
zwischen R;=4,3 und R; = 20,6 detektiert werden. Die potentiellen kdr-Mutationen V419L
und L9251 wurden mittels Pyrosequenzierung nachgewiesen. Dabei wurde sowohl
genomische DNA von je 100 ménnlichen und weiblichen Bettwanzen gepoolt sequenziert, als
auch der Genotyp von je zehn Méannchen und Weibchen einzeln untersucht. Die Mutation
L9251 wurde in 17 von 20 Feldstimmen und -populationen nachgewiesen. Die
Allelfrequenzen von L9251 lagen zwischen 30 % und 100 %. Zwei dieser Stdmme wiesen
zusétzlich die Mutation V419L mit Allelfrequenzen zwischen 40 % und 96 % auf. Bei der
Genotypisierung wurden flr den Austausch L9251 in sechs Stammen Bettwanzen mit homo-
zygot nicht mutierten, homozygot mutierten und heterozygoten Genotypen nachgewiesen.
Mittels quantitativer Echtzeit-PCR wurden die Transkriptlevel der vier CYP-Gene cyp397al,
cyp398al, cyp4dcml und cyp6dnl mit denen von drei Referenzgenen und dem eines Referenz-
stamms verglichen. Bei vier von acht untersuchten Stdmmen mit je zehn ménnlichen und
weiblichen Bettwanzen konnte ein dem wirkstoffsensiblen UBA-Stamm gegenlber erhdhtes
MRNA-Expressionslevel von cyp397al, bei einem Stamm von cyp397al und cyp398al fest-
gestellt werden. Der Feldstamm mit dem hdchsten R; (R; = 20,6) wurde unter praxisnahem

Bedingungen (Wahlversuch) mit einem bei Bettwanzenbek&mpfungen haufig verwendeten
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Insektizid auf Pyrethroid-Resistenz hin untersucht. Da bis zu 50 % der eingesetzten Bettwan-
zen Uberlebt haben, wurde der Stamm als Pyrethroid-reistent eingestuft.

Ein zuvor entwickeltes Wahlversuchssystem fiir die praxisnahe Wirksamkeitspriifung von
Insektiziden (simulated use—Tests) gegen C. lectularius wurde um ein neues
Plexiglaskastensystem erganzt. Dadurch konnten flexible und unflexible Oberflachen wie sie
in mit Bettwanzen infestierten Wohnungen vorkommen (z.B. Holz) getestet werden. Im
Wahlversuch wurden die Bettwanzen durch CO, und Wé&rme zur Simulation eines Wirtes aus
dem Versteck gelockt. Auf dem Weg zur Reizquelle mussten sie eine mit Insektizid behandel-
te Oberflache tUberqueren. Nur Tiere die diese Oberflache Uberquert haben wurden in die
Auswertung einbezogen. Die individuelle Kontaktdauer der Bettwanzen mit dem Insektizid
wurde daher durch ihr natirliches Laufverhalten bestimmt. Die Ergebnisse dieser Wirksam-
keitspriifung weisen darauf hin, dass der Wahlversuch eine wichtige Bedeutung bei der Wirk-
samkeitsbeurteilung von Insektiziden gegen Bettwanzen als Ergdnzung zu dem Laborzwangs-
test hat, da er eine Praxisanwendung unter kontrollierten und reproduzierbaren Bedingungen
simuliert.

Die Haltung von C. lectularius im Labor ist Voraussetzung fur die Wirksamkeitsprifung von
Bekampfungsmitteln. Die Aufnahme von Blut ist fiir Bettwanzen essentiell und muss daher
auch im Labor moglich sein. Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Bettwanzen wurden
in vivo an Kaninchen gefittert. Um eine Labortierhaltung zu vermeiden und auf die fur die
Kaninchen sehr belastende Prozedur der Blutfiitterung im Sinne des Tierschutzes zu verzich-
ten, wurde eine Anlage zur artifiziellen Bettwanzenfutterung mit verschiedenen Blutsorten
erprobt. Entscheidend war die Fragestellung, ob mit der artifiziellen Fitterung und den ver-
wendeten Blutsorten eine Aufzucht verschiedener Stamme mit groBer Tierzahl mdglich ist.
Das Vorhaben, einen durch artifizielle Fltterung gehaltenen Bettwanzenstamm zu etablieren,
konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht realisiert werden. Die Untersuchungen haben gezeigt,
dass die Mortalitatsraten der einzelnen Entwicklungsstadien und die Reproduktionsraten von
der Blutsorte und deren Qualitat abhangig sind.

Da nach derzeitigem Erkenntnisstand keine Daten zu der Bettwanzenverbreitung in Deutsch-
land vorliegen, wurde eine deutschlandweite Befragung von Schédlingsbekdmpfungsunter-
nehmen (SBK) zur aktuellen Verbreitungssituation durchgefiihrt. Mit nur 21 auswertbaren
Antworten konnte zwar kein repréasentativer Uberblick gewonnen werden, in privaten Haus-
halten und offentlichen Einrichtungen war jedoch eine steigende Tendenz in der Anzahl der

Bekampfungen pro SBK und Jahr zu erkennen.
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6 Summary

Over the last twenty years there has been an increase in reports on bed bug (Cimex
lectularius) infestations in hotels, public buildings and private houses worldwide. Internation-
al travel and migration, the trade of second-hand articles, the unavailability of some insecti-
cides and as the main reason the development of resistance against Pyrethroids, which are the
insecticides primarily used for bed bug control, are considered to be responsible for the ex-
pansion of the bed bug. Pyrethroid-resistance in bed bugs has been described in many coun-
tries. However, for Germany no data about the occurrence and the mechanisms inducing
pyrethroid-resistance are available so far. Knockdown-resistance (kdr) to pyrethroids has been
shown to be associated with the presence of two point mutations (V419L or L925I) in the

voltage gated sodium channel o-subunit gene, the target site of pyrethroids. An increased

metabolic detoxification by cytochrome P450s has been described as an additional mechanism
causing pyrethroid resistance in bed bugs.

In the present study, bed bug field strains and populations were collected from 20 infested
apartments in Berlin, Germany. In five of these field strains the susceptibility to deltamethrin
of C. lectularius was determined in a filter contact bioassay. Resistance ratios (R;), calculated
from LDso-values ranged between Rj=4.3 and R;=20.6. Furthermore, pyrosequencing of
genomic DNA fragments containing the possible polymorphisms of single (10 male and fe-
male bed bugs each) and pooled (100 male and female bed bugs each) samples was performed
in order to analyze the presence of the two mutations (V419L, L9251) and to evaluate the
genotypes with which they appear.

Pyrosequencing showed the presence of mutation L9251 in 17 of the 20 studied field strains
with allele frequencies between 30 % and 100 %. Two of these strains additionally had the
mutation V419L with allele frequencies between 40 % and 96 %. Results from tests on single
bed bugs in each field strain showed non-mutated, heterozygous as well as homozygous mu-
tated bed bugs for the substitution L925I.

Relative mRNA-expression levels of the four CYP-genes cyp397al, cyp398al, cyp4cml and
cyp6dnl were determined with quantitative real time PCR for eight bed bug strains. 10 male
and 10 female bed bugs were investigated per strain. The relative mRNA-expression levels of
these four CYP-genes were examined among an insecticide susceptible strain and eight field
strains, also comparing them with the mRNA-expression of three reference-genes. In four of
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the eight samples a higher relative mRNA-expression level of cyp397al was detected. One
strain showed higher mMRNA-expression level of cyp397al and cyp398al.

The strain which showed the highest R; was tested for pyrethroid-resistance under conditions
of practice (choice trial system) with an insecticide primarily used for bed bug control.
Pyrethroid-resistance was proven, as up to 50 % of the bed bugs survived.

A previously developed choice trial system for simulated use-tests of contact insecticides was
modified. Adding a plexiglass box allowed the testing of a variety of flexible and unflexible
treated surfaces which are present in bed bug infested rooms, e.g. wood. Bed bugs were at-
tracted by CO, and heat to mimic a potential host. They either crossed the insecticide treated
surface or stayed in their shelter. Only the insects which crossed the treated surface were in-
cluded in the effectiveness test. In contrast to non-choice surface contact bioassays, were bed
bugs were exposed under no choice conditions for a defined time, the time period bed bugs
spent on the treated surfaces in the choice test corresponded to their natural seeking behavior.
The results showed that the choice experiment simulates a typical bed bug treatment in prac-
tice under controlled and reproducible conditions. Therefore it should be used as an important
supplement to non-choice surface contact bioassays.

As bed bugs are obligate blood feeding insects, their rearing in the laboratory requires the
keeping of small mammals as blood donors. The bed bugs used in this study were fed on rab-
bits. In order to reduce the number of animals kept as blood donors, a membrane blood-
feeding system that could feed all lifestages and large numbers of bed bugs was tested with
different types of animal blood. Within the scope of this work it was not possible to establish
a bed bug strain which was exclusively reared on the artificial feeder. The results showed that
the mortality of the different lifestages as well as the reproduction rate depended on the type
and quality of animal blood used in the experiments.

Within our present state of knowledge in Germany no data about the current bed bug preva-
lence are available. In order to obtain information towards the spread of bed bugs, a Germany-
wide survey of pest control companies was conducted. With only 21 evaluable answers it was
not possible to show representative data, but the tendency of growing numbers of bed bug

treatments in private households and public facilities became apparent.
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8 Anhang
8.1 Hardy Weinberg-Gleichgewicht

Tab. 13: Ergebnisse aus der Berechnung des Hardy Weinberg-Gleichgewichts (Package ,,Hardy-Weinberg* fiir
die Statistiksoftware R) fir die in den Feldstimmen LB, HO; SK, OB und AS (A) sowie im CC-Stamm (B)
nachgewiesene Mutation L9251 und die im CC-Stamm nachgewiesene Mutation VV419L (B).

A
Mutation L925I

Stamme HO OB AS
Test Statistik p-Wert Statistik p-Wert Statistik p-Wert Statistik p-Wert Statistik p-Wert
Chiz-Test 1976 0160 9920 0002 3430 0,064 0196 0658 0,013 0,909
122 1 -

Chiz-TestmitYa- 90 590 7026 0005 2299 0129 0019 0891 0096 0,756
tes Korrektur

#L’;‘i"ho"d ratio 1468 0226 11,057 0001 3570 0059 0,199 0656 0,013 0,908
Exakter test mit na. 0246 na 0005 na 0169 na 1000 na 1,000
selome p-Wert

Exakier test mit na 0492 na 0007 na 0191 na 0817 na 1,000
dost p-Wert

Exakter test mit na. 0128 na 0004 na 0127 na 1000 na 0,803
mid p-Wert

Permutations Test 1,976 0,244 9,920 0,005 3430 0,104 0,196 1,000 0,013 1,000
B

Mutation V419L L9251

Stamm cC

Test Statistik p-Wert Statistik p-Wert

Chiz-Test 0131 0,717 3,200 0074

122 1 -

Chiz-Testmit Ya- 4 500 040 2125 0,145

tes Korrektur

Likelihoodratio 540 (622 3201 0,070

Test

Exakter test mit na 1,000 na. 0,176

selome p-Wert

Exakter test mit

dost p-Wert n.a. 1,000 n.a. 0,213

Exakter test mit

mid p-Wert n.a. 0,538 n.a. 0,130

Permutations Test 0,131 1 3,200 0,179
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8.2 Elektropherogramme der in der Transkriptionsanalyse ver-
wendeten RNA-Proben
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Abb. 58: Elektropherogramme der RNA von ménnlichen Cimex lectularius des CC-Stamms fur die mRNA-
Expressionsanalyse ohne vorherige Hitzedenaturierung. (1-10). Die Auswahl nicht degradierter RNA erfolgte
mittels visueller Inspektion, da durch einen sog. Hidden-Break in der 28S-Einheit der rRNA eine Berechnung
der RIN unmdglich war. FU: Fluoreszenz Units; nt: Nukleotide.
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Abb. 59: Elektropherogramme der RNA von ménnlichen Cimex lectularius des UBA- und LB-Stamms fur die
mRNA-Expressionsanalyse ohne vorherige Hitzedenaturierung. UBA (1-10) und LB (1-6). Die Auswahl nicht
degradierter RNA erfolgte mittels visueller Inspektion, da durch einen sog. Hidden-Break in der 28S-Einheit der
rRNA eine Berechnung der RIN unméglich war. FU: Fluoreszenz Units; nt: Nukleotide.
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Abb. 60: Elektropherogramme der RNA von mannlichen Cimex lectularius des LB-, HO- und SK-Stamms fiir
die mRNA-Expressionsanalyse ohne vorherige Hitzedenaturierung. LB (7-10), HO (1-10) und SK (1, 2). Die
Auswahl nicht degradierter RNA erfolgte mittels visueller Inspektion, da durch einen sog. Hidden-Break in der
28S-Einheit der rRNA eine Berechnung der RIN unmdglich war. FU: Fluoreszenz Units; nt: Nukleotide.
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Abb. 61: Elektropherogramme der RNA von méannlichen Cimex lectularius des SK- und OB-Stamms fiir die
MRNA-Expressionsanalyse ohne vorherige Hitzedenaturierung. SK (3-10) und OB (1-8). Die Auswahl nicht
degradierter RNA erfolgte mittels visueller Inspektion, da durch einen sog. Hidden-Break in der 28S-Einheit der
rRNA eine Berechnung der RIN unméglich war. FU: Fluoreszenz Units; nt: Nukleotide.
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Abb. 62: Elektropherogramme der RNA von ménnlichen Cimex lectularius des OB-, AS-, und GW-Stamms fir
die mMRNA-Expressionsanalyse ohne vorherige Hitzedenaturierung. OB (9, 10), AS (1-10) und GW (1-4). Die
Auswahl nicht degradierter RNA erfolgte mittels visueller Inspektion, da durch einen sog. Hidden-Break in der
28S-Einheit der rRNA eine Berechnung der RIN unmdglich war. FU: Fluoreszenz Units; nt: Nukleotide.
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Abb. 63: Elektropherogramme der RNA von mannlichen Cimex lectularius des GW- und T-Stamms fiir die
mRNA-Expressionsanalyse ohne vorherige Hitzedenaturierung. GW (5-10) und T (1-10). Die Auswahl nicht
degradierter RNA erfolgte mittels visueller Inspektion, da durch einen sog. Hidden-Break in der 28S-Einheit der
rRNA eine Berechnung der RIN unméglich war. FU: Fluoreszenz Units; nt: Nukleotide.
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8.3 mMRNA-Expressionsanalyse der CYP- und Referenzgene

Tab. 14: mRNA-Expressionsanalyse von cyp397al.

cyp397al

Proben Relative Relative Relative Unskalierte Unskalierte Unskalierte  Cq Cq Cq
und Quantitdt Quantitdt Quantitdt Expression Expression Expression MW SD SEM
Replikate SD SEM SD SEM

REF* 12 1,000 0,077 0,022 1,000 0,090 0,026 30,580 0,111 0,032
UBAl 2 1,742 0,074 0,052 1,746 0,111 0,078 29,780 0,061 0,043
UBA2 2 0,930 0,027 0,019 1,964 0,078 0,055 30,690 0,042 0,030
UBA3 2 0,092 0,003 0,002 0,492 0,040 0,029 34,030 0,064 0,038
UBA4 2 0,201 0,005 0,003 0,706 0,058 0,041 32,900 0,035 0,024
UBA5 2 0,462 0,010 0,007 1,072 0,083 0,059 31,700 0,031 0,022
UBA6 2 0,440 0,022 0,016 0,960 0,124 0,088 31,770 0,072 0,051
UBA7 2 0,316 0,016 0,011 0,716 0,078 0,055 32,240 0,072 0,051
UBA8 2 1,097 0,118 0,083 2,903 0,396 0,280 30,450 0,155 0,109
UBA9 2 1212 0,067 0,047 1,073 0,071 0,050 30,310 0,079 0,056
UBA10 2 1,728 0,026 0,018 0,920 0,032 0,023 29,790 0,021 0,015
AS1 2 36,489 4,470 3,161 16,119 2,080 1,470 25,390 0,177 0,125
AS2 2 33,940 0,632 0,447 24,498 3,119 2,205 25,500 0,027 0,019
AS3 2 3,026 0,127 0,089 3,662 0,446 0,315 28,990 0,060 0,043
AS4 2 8,185 0,534 0,377 3,290 0,233 0,165 27,550 0,094 0,067
AS5 2 19,374 0,366 0,259 15,456 0,589 0,417 26,310 0,027 0,019
AS6 2 50,654 4,987 3,526 13,543 1,585 1,121 24,920 0,142 0,100
AS7 2 4,898 0,137 0,097 2,314 0,112 0,079 28,290 0,040 0,028
AS8 2 19,422 0,813 0,575 14,449 1,186 0,839 26,300 0,060 0,043
AS9 2 41,366 0,256 0,181 16,496 0,813 0,575 25,210 0,009 0,006
AS10 2 87,559 2,177 1,540 64,944 3,435 2,429 24,130 0,036 0,025
CC1 2 8,133 0,879 0,621 7,812 0,859 0,607 27,560 0,156 0,110
CC2 2 1,149 0,007 0,005 2,396 0,100 0,071 30,380 0,009 0,006
CC3 2 2,559 0,040 0,029 5,484 0,402 0,284 29,230 0,023 0,016
CC4 2 12,086 0,482 0,341 10,938 0,754 0,533 26,990 0,058 0,041
CC5 2 0913 0,080 0,056 2,130 0,236 0,167 30,710 0,126 0,089
CC6 2 2,637 0,070 0,049 2,613 0,187 0,132 29,180 0,038 0,027
CC7 2 4113 0,561 0,397 4,067 0,563 0,398 28,540 0,197 0,139
CcCs 2 0811 0,112 0,079 0,705 0,097 0,069 30,890 0,199 0,141
CC9 2 14,179 0,824 0,583 10,900 0,723 0,511 26,760 0,084 0,059
CC10 2 1,756 0,045 0,032 1,499 0,044 0,031 29,770 0,037 0,026
Gw1 2 72,497 0,559 0,395 48,703 2,711 1,917 24,400 0,011 0,008
GW?2 2 30,209 3,796 2,684 76,246 12,429 8,789 25,670 0,181 0,128
GW3 2 21,730 2,130 1,506 95,348 10,979 7,764 26,140 0,241 0,100
Gw4 2 125,097 2,059 1,456 76,258 2,533 1,791 23,620 0,024 0,017
GW5 2 13,218 0,545 0,385 72,026 3,337 2,359 26,860 0,059 0,042
GW6 2 8574 0,565 0,400 28,195 2,020 1,428 27,480 0,095 0,067
GW7 2 42,400 3,542 2,505 34,431 3,014 2,131 25,180 0,121 0,085
Gw8 2 16,854 0,963 0,681 33,017 2,394 1,693 26,510 0,082 0,058
GW9 2 46,967 0,337 0,239 71,541 10,072 7,122 25,030 0,010 0,007
GW10 2 19,024 0,427 0,302 24,103 1,214 0,858 26,330 0,032 0,023
HO1 2 11,716 0,009 0,006 11,713 0,410 0,290 27,030 0,001 0,001
HO2 2 5,086 0,499 0,353 8,826 0,932 0,659 28,240 0,242 0,100
HO3 2 2542 0,194 0,137 6,660 0,583 0,412 29,240 0,110 0,078
HO4 2 0,501 0,051 0,036 3,771 0,458 0,324 31,580 0,146 0,103
HO5 2 1,021 0,091 0,064 4,757 0,474 0,335 30,550 0,128 0,091

Erlauterungen: REF*: Kalibrator; Cq: Quantifikationszyklus; MW: Mittelwert; SD: Standardabweichung;
SEM: Standardfehler.
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Fortsetzung Tab. 14: mRNA-Expressionsanalyse von cyp397al.

cyp397al

Proben Relative Relative Relative Unskalierte Unskalierte Unskalierte Cq Cq Cq
und Quantitdt Quantitdt Quantitdt Expression Expression Expression MW SD SEM
Replikate SD SEM SD SEM

HO6 2 0,563 0,044 0,031 4,354 0,357 0,253 31,410 0,113 0,080
HO7 2 1,772 0,180 0,127 9,139 1,117 0,790 29,760 0,147 0,104
HO8 2 2,022 0,273 0,193 9,500 1,338 0,946 29,570 0,195 0,138
HO9 2 1,995 0,129 0,091 6,108 1,116 0,789 29,590 0,093 0,066
HO10 2 2,715 0,090 0,064 6,152 0,233 0,164 29,140 0,048 0,034
LB1 2 8,118 0,486 0,344 8,952 0,633 0,447 27,560 0,086 0,061
LB2 2 0,69 0,039 0,027 0,407 0,025 0,018 31,110 0,081 0,057
LB3 2 12,795 0,903 0,639 6,855 0,646 0,457 26,910 0,102 0,072
LB4 2 2,057 0,012 0,008 1,656 0,149 0,105 29,540 0,008 0,006
LB5 2 2,205 0,121 0,085 2,459 0,236 0,167 29,440 0,079 0,056
LB6 2 1,851 0,051 0,036 2,360 0,108 0,076 29,700 0,039 0,028
LB7 2 6,895 0,262 0,185 15,054 1,984 1,403 27,800 0,055 0,039
LB8 2 3878 0,214 0,151 4,683 0,304 0,215 28,630 0,080 0,056
LB9 2 2862 0,114 0,081 2,352 0,129 0,091 29,070 0,058 0,041
LB10 2 5,298 0,158 0,111 6,436 0,302 0,213 28,180 0,043 0,030
OB1 2 5579 0,104 0,073 6,772 0,359 0,254 28,100 0,027 0,019
OB2 2 0,275 0,016 0,011 2,806 0,282 0,200 32,450 0,082 0,058
OB3 2 0,301 0,001 0,001 3,955 0,158 0,112 32,320 0,004 0,003
OoB4 2 0,272 0,004 0,003 4,151 0,314 0,222 32,460 0,020 0,014
OB5 2 1,644 0,286 0,202 10,664 2,025 1,432 29,870 0,251 0,178
OB6 2 9,154 1,032 0,730 9,707 1,271 0,899 27,390 0,163 0,115
oB7 2 1,288 0,022 0,016 1,897 0,222 0,157 30,220 0,025 0,018
oB8 2 0,898 0,024 0,017 1,366 0,052 0,037 30,740 0,038 0,027
OoB9 2 1,018 0,012 0,008 5,105 0,472 0,333 30,560 0,016 0,012
OoB10 2 2,175 0,278 0,196 6,461 0,901 0,637 29,460 0,184 0,130
SK1 2 1,718 0,240 0,170 3,155 0,459 0,325 29,800 0,202 0,143
SK2 2 8,988 0,415 0,293 51,099 3,057 2,162 27,420 0,067 0,047
SK3 2 7,665 0,715 0,506 7,655 0,902 0,638 27,650 0,135 0,095
SK4 2 23,720 0,745 0,527 12,158 0,479 0,339 26,020 0,045 0,032
SK5 2 3,983 0,020 0,014 6,503 0,169 0,120 28,590 0,007 0,005
SK6 2 4,820 0,496 0,351 9,257 1,105 0,781 28,310 0,148 0,105
SK7 2 75,570 3,260 2,305 47,550 2,978 2,106 24,340 0,062 0,044
SK8 2 8,280 0,249 0,176 6,395 0,283 0,200 27,530 0,043 0,031
SK9 2 9,492 1,056 0,746 12,987 1,588 1,123 27,340 0,160 0,113
SK10 2 10,595 0,818 0,578 16,219 1,322 0,935 27,180 0,111 0,079
T1 2 16,054 1,720 1,216 42,230 4,612 3,261 26,580 0,155 0,109
T2 2 21,198 0,397 0,281 46,659 1,233 0,872 26,180 0,027 0,019
T3 2 32,090 0,075 0,053 68,385 1,401 0,990 25,580 0,003 0,002
T4 2 10,642 1,151 0,814 18,847 2,181 1,542 27,170 0,156 0,110
T5 2 45,627 3,551 2,511 61,838 5,339 3,775 25,070 0,112 0,079
T6 2 65878 12,771 9,030 72,673 14,985 10,596 24540 0,280 0,198
T7 2 19,759 3,865 2,733 47,387 11,006 7,783 26,280 0,282 0,200
T8 2 5297 0,432 0,305 21,861 1,818 1,286 28,180 0,118 0,083
T9 2 16,166 1,926 1,362 49,209 6,744 4,769 26,570 0,172 0,122
T10 2 6,579 0,387 0,274 19,703 1,286 0,909 27,870 0,085 0,060

Erlauterungen: Cqg: Quantifikationszyklus; MW: Mittelwert; SD: Standardabweichung; SEM: Standardfehler.
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Tab. 15: mRNA-Expressionsanalyse von cyp398al.

cyp398al

Proben Relative Relative Relative Unskalierte Unskalierte Unskalierte  Cq Cq Cq
und Quantitdt Quantitdt Quantitdt Expression Expression Expression MW SD SEM
Replikate SD SEM SD SEM

REF* 11 1,000 0,036 0,011 1,000 0,059 0,018 28,990 0,051 0,015
UBA1 2 1,909 0,243 0,172 1,913 0,259 0,183 28,060 0,184 0,130
UBA2 2 1,667 0,082 0,058 3,521 0,198 0,140 28,250 0,071 0,050
UBA3 2 0,176 0,045 0,032 0,944 0,252 0,178 31,500 0,370 0,262
UBA4 2 (0,311 0,010 0,007 1,095 0,094 0,066 30,680 0,048 0,034
UBA5 2 0,453 0,030 0,021 1,052 0,105 0,074 30,130 0,095 0,067
UBA6 2 0461 0,034 0,024 1,007 0,141 0,100 30,110 0,106 0,075
UBA7 2 0,286 0,016 0,011 0,648 0,072 0,051 30,800 0,081 0,057
UBA8 2 0,765 0,058 0,041 2,023 0,229 0,162 29,380 0,109 0,077
UBA9 2 0,766 0,129 0,091 0,679 0,117 0,083 29,380 0,243 0,172
UBA10 2 1,651 0,013 0,009 0,879 0,029 0,021 28,270 0,012 0,008
AS1 2 1,962 0,147 0,104 0,867 0,074 0,052 28,020 0,108 0,076
AS2 2 0,610 0,029 0,020 0,440 0,059 0,042 29,700 0,068 0,048
AS3 2 1,319 0,003 0,002 1,596 0,183 0,129 28,590 0,003 0,002
AS4 2 1,506 0,053 0,038 0,605 0,027 0,019 28,400 0,051 0,036
AS5 2 2,710 0,246 0,174 2,162 0,209 0,148 27,550 0,131 0,093
AS6 2 1,482 0,216 0,152 0,396 0,063 0,044 28,420 0,210 0,148
AS7 2 1,319 0,163 0,115 0,623 0,081 0,057 28,590 0,178 0,126
AS8 2 1734 0,013 0,009 1,290 0,092 0,065 28,200 0,011 0,008
AS9 2 3,708 0,117 0,083 1,479 0,086 0,061 27,100 0,045 0,032
AS10 2 4,350 0,211 0,149 3,227 0,217 0,153 26,870 0,070 0,049
CC1 2 0,180 0,013 0,009 0,173 0,013 0,009 31,470 0,106 0,075
CC2 2 0,304 0,026 0,018 0,633 0,060 0,043 30,710 0,123 0,087
CC3 2 0121 0,003 0,002 0,260 0,020 0,014 32,040 0,035 0,025
Cc4 2 0,381 0,010 0,007 0,345 0,021 0,015 30,380 0,039 0,027
CC5 2 0,247 0,001 0,001 0,576 0,039 0,028 31,010 0,007 0,005
CC6 2 0419 0,059 0,042 0,416 0,064 0,046 30,250 0,202 0,143
CcC7 2 0492 0,008 0,006 0,487 0,014 0,010 30,010 0,024 0,017
CcCs 2 0,450 0,001 0,000 0,391 0,001 0,001 30,140 0,002 0,001
CC9 2 0,739 0,080 0,056 0,568 0,064 0,045 29,430 0,155 0,110
CC10 2 1,666 0,233 0,165 1,422 0,200 0,141 28,260 0,202 0,143
Gw1 2 2,687 0,273 0,193 1,805 0,209 0,148 27,570 0,147 0,104
GW?2 2 1,289 0,085 0,060 3,254 0,401 0,283 28,630 0,096 0,068
GW3 2 1,312 0,152 0,107 5,755 0,752 0,532 28,600 0,167 0,118
Gw4 2 1,880 0,111 0,078 1,146 0,075 0,053 28,080 0,085 0,060
GW5 2 0897 0,003 0,002 4,891 0,105 0,074 29,150 0,005 0,003
GW6 2 0,519 0,056 0,039 1,707 0,189 0,134 29,940 0,154 0,109
GW7 2 1,318 0,069 0,049 1,070 0,063 0,044 28,590 0,075 0,053
Gw8 2 0,764 0,041 0,029 1,497 0,104 0,074 29,380 0,077 0,055
GW9 2 2,117 0,015 0,011 3,225 0,454 0,321 27,910 0,010 0,007
Gw10 2 0,813 0,065 0,046 1,030 0,094 0,067 29,290 0,115 0,081
HO1 2 1,783 0,153 0,108 1,782 0,166 0,117 28,160 0,124 0,088
HO2 2 0,777 0,006 0,004 1,349 0,054 0,038 29,360 0,012 0,008
HO3 2 0,600 0,005 0,004 1,573 0,069 0,049 29,730 0,012 0,009
HO4 2 0234 0,001 0,001 1,757 0,118 0,083 31,090 0,007 0,005
HO5 2 0,323 0,004 0,003 1,503 0,070 0,049 30,620 0,016 0,011

Erlauterungen: REF*: Kalibrator; Cq: Quantifikationszyklus; MW: Mittelwert; SD: Standardabweichung;
SEM: Standardfehler.
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Fortsetzung Tab. 15: mRNA-Expressionsanalyse von cyp398al.

cyp398al

Proben Relative Relative Relative Unskalierte Unskalierte Unskalierte Cq Cq Cq

und Quantitdt Quantitdt Quantitdt Expression Expression Expression MW SD SEM
Replikate SD SEM SD SEM

HO6 2 0,232 0,016 0,011 1,796 0,132 0,093 31,100 0,100 0,070
HO7 2 0,370 0,025 0,017 1,907 0,181 0,128 30,430 0,096 0,068
HO8 2 0,410 0,020 0,014 1,927 0,123 0,087 30,280 0,071 0,050
HO9 2 0,725 0,054 0,038 2,220 0,414 0,293 29,460 0,108 0,076
HO10 2 0,765 0,013 0,009 1,734 0,043 0,030 29,380 0,025 0,018
LB1 2 4427 0,342 0,242 4,882 0,419 0,296 26,850 0,111 0,079
LB2 2 0,658 0,119 0,084 0,386 0,070 0,050 29,600 0,261 0,184
LB3 2 0,909 0,017 0,012 0,487 0,032 0,022 29,130 0,027 0,019
LB4 2 1,006 0,013 0,009 0,810 0,073 0,052 28,980 0,019 0,014
LB5 2 1,637 0,090 0,064 1,825 0,175 0,124 28,280 0,080 0,056
LB6 2 0,730 0,032 0,022 0,930 0,053 0,037 29,450 0,063 0,044
LB7 2 0517 0,033 0,024 1,130 0,160 0,113 29,940 0,093 0,066
LB8 2 0,614 0,035 0,025 0,741 0,049 0,035 29,700 0,082 0,058
LB9 2 0,558 0,018 0,013 0,458 0,023 0,016 29,830 0,046 0,032
LB10 2 1,610 0,162 0,114 1,956 0,209 0,148 28,300 0,145 0,102
OB1 2 0,792 0,062 0,044 0,961 0,089 0,063 29,330 0,113 0,080
OoB2 2 0,099 0,002 0,001 1,013 0,086 0,061 32,320 0,027 0,019
OB3 2 0,072 0,031 0,022 0,941 0,406 0,287 32,800 0,620 0,438
oB4 2 0,115 0,008 0,005 1,748 0,174 0,123 32,120 0,096 0,068
OB5 2 0,167 0,021 0,015 1,086 0,160 0,113 31,570 0,183 0,129
OB6 2 1584 0,023 0,016 1,679 0,114 0,081 28,330 0,021 0,015
oB7 2 1,039 0,039 0,028 1,530 0,186 0,132 28,940 0,055 0,039
oB8 2 0,519 0,013 0,009 0,789 0,029 0,021 29,940 0,036 0,025
OoB9 2 0,096 0,011 0,008 0,482 0,072 0,051 32,370 0,170 0,120
OB10 2 0,566 0,082 0,058 1,682 0,262 0,185 29,810 0,210 0,148
SK1 2 0,424 0,029 0,020 0,779 0,061 0,043 30,230 0,097 0,069
SK2 2 0,500 0,040 0,028 2,845 0,253 0,179 29,990 0,116 0,082
SK3 2 1,179 0,108 0,076 1,177 0,137 0,097 28,750 0,132 0,093
SK4 2 1,404 0,131 0,093 0,720 0,069 0,049 28,500 0,135 0,095
SK5 2 0,612 0,001 0,001 1,000 0,026 0,018 29,700 0,003 0,002
SKé6 2 1,765 0,180 0,127 3,389 0,401 0,284 28,170 0,147 0,104
SK7 2 1,609 0,110 0,078 1,012 0,083 0,059 28,310 0,099 0,070
SK8 2 2511 0,232 0,164 1,940 0,190 0,134 27,660 0,133 0,094
SK9 2 0,995 0,034 0,024 1,362 0,083 0,059 29,000 0,049 0,035
SK10 2 3,629 0,382 0,270 5,556 0,603 0,426 27,130 0,152 0,107
Tl 2 2,643 0,009 0,006 6,953 0,148 0,105 27,590 0,005 0,003
T2 2 2,053 0,007 0,005 4,518 0,086 0,061 27,950 0,005 0,004
T3 2 2,106 0,121 0,086 4,488 0,274 0,194 27,920 0,083 0,059
T4 2 1,628 0,052 0,037 2,883 0,150 0,106 28,290 0,046 0,033
T5 2 3,691 0,112 0,079 5,003 0,241 0,170 27,110 0,044 0,031
T6 2 2929 0,258 0,182 3,231 0,364 0,257 27,440 0,127 0,090
T7 2 1651 0,190 0,135 3,960 0,674 0,477 28,270 0,166 0,118
T8 2 1852 0,172 0,122 7,643 0,721 0,510 28,100 0,134 0,095
T9 2 2,604 0,469 0,332 7,928 1,525 1,078 27,610 0,260 0,184
T10 2 0,938 0,038 0,027 2,808 0,138 0,098 29,080 0,058 0,041

Erlauterungen: Cqg: Quantifikationszyklus; MW: Mittelwert; SD: Standardabweichung; SEM: Standardfehler.
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Tab. 16: mRNA-Expressionsanalyse von cyp4cml.

cyp4cml

Proben Relative Relative Relative Unskalierte Unskalierte Unskalierte  Cq Cq Cq
und Quantitdt Quantitdt Quantitdt Expression Expression Expression MW SD SEM
Replikate SD SEM SD SEM

REF* 14 1,000 0,067 0,018 1,000 0,082 0,022 32,020 0,097 0,026
UBA1 2 1,658 0,087 0,062 1,661 0,117 0,083 31,290 0,076 0,054
UBA2 2 1,357 0,094 0,067 2,867 0,213 0,151 31,580 0,100 0,071
UBA3 2 0,073 0,004 0,002 0,392 0,034 0,024 35,800 0,069 0,049
UBA4 2 0,066 0,005 0,003 0,232 0,025 0,017 35,950 0,102 0,072
UBA5 2 0,142 0,028 0,020 0,330 0,070 0,049 34,840 0,285 0,202
UBA6 2 0,264 0,013 0,009 0,575 0,074 0,052 33,950 0,069 0,049
UBA7 2 0,803 0,023 0,016 1,818 0,183 0,129 32,340 0,041 0,029
UBA8 2 0,364 0,088 0,062 0,964 0,246 0,174 33,480 0,347 0,245
UBA9 2 0,971 0,127 0,090 0,860 0,117 0,083 32,070 0,189 0,133
UBA10 2 1,917 0,426 0,301 1,021 0,229 0,162 31,000 0,321 0,227
AS1 2 1,230 0,043 0,030 0,543 0,029 0,020 31,730 0,050 0,035
AS2 2 1,023 0,026 0,018 0,738 0,095 0,067 31,990 0,036 0,026
AS3 2 0,241 0,001 0,001 0,292 0,033 0,024 34,080 0,007 0,005
AS4 2 1,352 0,041 0,029 0,544 0,022 0,016 31,590 0,044 0,031
AS5 2 0914 0,173 0,122 0,729 0,140 0,099 32,150 0,273 0,193
AS6 2 1,784 0,185 0,131 0,477 0,058 0,041 31,190 0,150 0,106
AS7 2 0,988 0,060 0,042 0,467 0,034 0,024 32,040 0,088 0,062
AS8 2 3,088 0,281 0,199 2,297 0,265 0,187 30,400 0,131 0,093
AS9 2 3,070 0,047 0,033 1,224 0,063 0,044 30,410 0,022 0,015
AS10 2 5370 0,874 0,618 3,983 0,675 0,477 29,600 0,235 0,166
CC1 2 0434 0,060 0,043 0,417 0,058 0,041 33,230 0,200 0,141
CC2 0 0,000 0,000 N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. 0,000 N.A.
CC3 2 0,019 0,002 0,001 0,040 0,005 0,004 37,770 0,153 0,108
Cc4 2 0416 0,044 0,031 0,376 0,045 0,032 33,290 0,152 0,108
CC5 2 0,168 0,011 0,008 0,391 0,037 0,026 34,600 0,094 0,066
CC6 2 0843 0,059 0,042 0,836 0,080 0,057 32,270 0,101 0,071
CcC7 2 0420 0,041 0,029 0,416 0,041 0,029 33,270 0,139 0,098
CcCs 2 0453 0,003 0,002 0,393 0,003 0,002 33,170 0,011 0,008
CC9 2 0,808 0,098 0,070 0,621 0,078 0,055 32,330 0,175 0,124
CCi0 2 1,664 0,156 0,110 1,421 0,134 0,095 31,290 0,135 0,095
Gw1 2 3,008 0,101 0,072 2,021 0,130 0,092 30,440 0,049 0,034
GW?2 2 1,369 0,053 0,038 3,455 0,383 0,271 31,570 0,056 0,040
GW3 2 0,145 0,006 0,004 0,638 0,046 0,033 34,810 0,058 0,041
Gw4 2 3,118 0,391 0,277 1,901 0,245 0,173 30,380 0,181 0,128
GW5 2 0,647 0,043 0,030 3,525 0,246 0,174 32,650 0,096 0,068
GW6 2 0,731 0,018 0,013 2,405 0,091 0,064 32,480 0,036 0,026
GW7 2 0,793 0,034 0,024 0,644 0,032 0,023 32,360 0,062 0,044
Gw8 2 1,340 0,043 0,030 2,625 0,144 0,102 31,600 0,046 0,033
GW9 2 4576 0,228 0,161 6,970 1,040 0,735 29,830 0,072 0,051
Gw1i0 2 0,131 0,022 0,016 0,166 0,029 0,020 34960 0,242 0,171
HO1 2 2,113 0,304 0,215 2,112 0,313 0,221 30,950 0,208 0,147
HO2 2 0,227 0,073 0,051 0,393 0,127 0,090 34,170 0,462 0,327
HO3 2 0,361 0,006 0,005 0,945 0,044 0,031 33,490 0,026 0,018
HO4 2 0,106 0,012 0,009 0,796 0,105 0,075 35,260 0,165 0,117
HO5 2 0,088 0,004 0,003 0,412 0,025 0,018 35,520 0,060 0,043

Erlauterungen: REF*: Kalibrator; Cq: Quantifikationszyklus; MW: Mittelwert; SD: Standardabweichung;
SEM: Standardfehler.
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Fortsetzung Tab. 16: mRNA-Expressionsanalyse von cyp4cml.

cyp4cml

Proben Relative Relative Relative Unskalierte Unskalierte Unskalierte Cq Cq Cq

und Quantitdt Quantitdt Quantitdt Expression Expression Expression MW SD SEM
Replikate SD SEM SD SEM

HO6 2 0,075 0,005 0,003 0,581 0,039 0,027 35,760 0,089 0,063
HO7 2 0,103 0,002 0,001 0,529 0,037 0,026 35,310 0,026 0,018
HO8 2 0,266 0,048 0,034 1,250 0,233 0,165 33,930 0,262 0,186
HO9 2 0,209 0,055 0,039 0,640 0,200 0,141 34,280 0,378 0,267
HO10 2 0,288 0,110 0,078 0,653 0,249 0,176 33,820 0,549 0,388
LB1 2 0,858 0,006 0,004 0,947 0,036 0,025 32,240 0,009 0,007
LB2 2 0,255 0,016 0,011 0,149 0,010 0,007 34,000 0,088 0,062
LB3 2 0419 0,079 0,056 0,225 0,045 0,032 33,280 0,273 0,193
LB4 2 0581 0,034 0,024 0,468 0,050 0,035 32,810 0,083 0,059
LB5 2 0,711 0,006 0,004 0,792 0,063 0,044 32,520 0,011 0,008
LB6 2 0,507 0,007 0,005 0,647 0,025 0,018 33,000 0,019 0,014
LB7 2 0,375 0,030 0,021 0,818 0,122 0,086 33,440 0,114 0,080
LB8 2 0,209 0,024 0,017 0,252 0,031 0,022 34,280 0,169 0,120
LB9 2 0,312 0,046 0,033 0,256 0,039 0,028 33,700 0,214 0,151
LB1o 2 1,192 0,102 0,072 1,448 0,135 0,095 31,770 0,124 0,087
oB1 2 0421 0,010 0,007 0,511 0,028 0,020 33,270 0,035 0,025
OoB2 2 0,099 0,004 0,003 1,005 0,094 0,066 35,370 0,062 0,044
OoB3 2 0,190 0,016 0,011 2,503 0,233 0,165 34,420 0,122 0,086
oB4 2 0,027 0,001 0,001 0,416 0,038 0,027 37,220 0,075 0,053
OoB5 2 0,101 0,009 0,006 0,656 0,076 0,054 35,330 0,127 0,090
OoB6 2 1,048 0,012 0,009 1,112 0,075 0,053 31,960 0,017 0,012
oB7 2 0,827 0,026 0,018 1,217 0,146 0,103 32,300 0,045 0,031
oB8 2 0429 0,010 0,007 0,652 0,024 0,017 33,250 0,034 0,024
OB9 2 0,058 0,009 0,006 0,290 0,053 0,038 36,140 0,229 0,162
OoB10 2 0,260 0,016 0,012 0,774 0,065 0,046 33,960 0,091 0,064
SK1 2 0,214 0,070 0,049 0,393 0,129 0,091 34,250 0,469 0,332
SK2 2 0,115 0,060 0,043 0,655 0,344 0,243 35,140 0,755 0,534
SK3 2 0,875 0,185 0,131 0,874 0,195 0,138 32,220 0,305 0,216
SK4 2 1,045 0,070 0,049 0,536 0,038 0,027 31,960 0,096 0,068
SK5 2 0,318 0,028 0,020 0,519 0,047 0,033 33,680 0,126 0,089
SK6 2 2,206 0,181 0,128 4,237 0,432 0,305 30,880 0,119 0,084
SK7 2 6,256 0,397 0,280 3,936 0,307 0,217 29,380 0,091 0,065
SK8 2 1,742 0,213 0,150 1,346 0,170 0,120 31,220 0,176 0,125
SK9 2 0,537 0,016 0,012 0,735 0,044 0,031 32,920 0,044 0,031
SK10 2 7,559 0,736 0,521 11,572 1,167 0,825 29,110 0,141 0,099
Tl 2 1,034 0,003 0,002 2,721 0,058 0,041 31,980 0,004 0,003
T2 2 0,386 0,000 0,000 0,849 0,016 0,011 33,400 0,000 0,000
T3 2 0,600 0,045 0,032 1,278 0,100 0,071 32,760 0,109 0,077
T4 2 0,850 0,077 0,055 1,506 0,150 0,106 32,260 0,131 0,093
T5 2 2119 0,196 0,138 2,872 0,286 0,202 30,940 0,133 0,094
T6 2 1,698 0,260 0,184 1,873 0,316 0,223 31,260 0,221 0,156
T7 2 0,557 0,059 0,042 1,337 0,220 0,155 32,870 0,153 0,108
T8 2 0,148 0,018 0,013 0,610 0,076 0,053 34,780 0,177 0,125
T9 2 0573 0,038 0,027 1,743 0,165 0,117 32,830 0,096 0,068
T10 2 0,349 0,028 0,020 1,044 0,089 0,063 33,540 0,116 0,082

Erlauterungen: Cq: Quantifikationszyklus; MW: Mittelwert; SD: Standardabweichung; SEM: Standardfehler.
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Tab. 17: mRNA-Expressionsanalyse von cypédnl.

cyp6dnl

Proben Relative Relative Relative Unskalierte Unskalierte Unskalierte  Cq Cq Cq
und Quantitdt Quantitdt Quantitdt Expression Expression Expression MW SD SEM
Replikate SD SEM SD SEM

REF* 12 1,000 0,041 0,012 1,000 0,063 0,018 22,920 0,060 0,017
UBA1 2 0,698 0,025 0,017 0,699 0,041 0,029 23,440 0,051 0,036
UBA2 2 0,269 0,116 0,082 0,568 0,245 0,173 24,810 0,622 0,440
UBA3 2 0,045 0,000 0,000 0,239 0,017 0,012 27,410 0,005 0,004
UBA4 2 0,310 0,063 0,045 1,091 0,239 0,169 24,610 0,294 0,208
UBA5 2 0,588 0,096 0,068 1,364 0,246 0,174 23,680 0,237 0,167
UBA6 2 0,581 0,053 0,038 1,267 0,191 0,135 23,700 0,132 0,093
UBA7 2 0912 0,154 0,109 2,063 0,401 0,283 23,050 0,243 0,172
UBA8 2 0431 0,053 0,038 1,141 0,171 0,121 24,130 0,178 0,126
UBA9 2 1,580 0,108 0,077 1,400 0,109 0,077 22,260 0,099 0,070
UBA10 2 3,114 0,091 0,064 1,659 0,072 0,051 21,280 0,042 0,030
AS1 2 3,740 0,233 0,165 1,652 0,123 0,087 21,010 0,090 0,064
AS2 2 389 0,187 0,132 2,811 0,379 0,268 20,950 0,069 0,049
AS3 2 0832 0,007 0,005 1,007 0,115 0,082 23,180 0,011 0,008
AS4 2 2,619 0,068 0,048 1,053 0,040 0,028 21,530 0,037 0,026
AS5 2 2,588 0,037 0,026 2,065 0,075 0,053 21,540 0,021 0,015
AS6 2 3,438 0,025 0,017 0,919 0,059 0,041 21,130 0,010 0,007
AS7 2 3,263 0,003 0,002 1,541 0,061 0,043 21,210 0,001 0,001
AS8 2 3131 0,041 0,029 2,330 0,167 0,118 21,270 0,019 0,013
AS9 2 8352 0,059 0,042 3,330 0,164 0,116 19,850 0,010 0,007
AS10 2 5,368 0,148 0,104 3,982 0,216 0,153 20,490 0,040 0,028
CC1 2 1,082 0,022 0,016 1,039 0,030 0,021 22,800 0,030 0,021
CC2 2 0847 0,024 0,017 1,766 0,088 0,062 23,160 0,040 0,028
CC3 2 0,242 0,006 0,004 0,519 0,039 0,028 24,960 0,037 0,026
Cc4 2 1,275 0,012 0,008 1,154 0,066 0,046 22,570 0,013 0,010
CC5 2 0,276 0,006 0,004 0,643 0,046 0,032 24,780 0,031 0,022
CC6 2 2,545 0,122 0,086 2,522 0,206 0,146 21,570 0,069 0,049
CcC7 2 1,287 0,047 0,033 1,273 0,055 0,039 22,550 0,053 0,037
CcCs 2 1,367 0,031 0,022 1,187 0,027 0,019 22,470 0,033 0,023
CC9 2 1,765 0,022 0,015 1,357 0,046 0,033 22,100 0,018 0,013
CCio 2 1628 0,053 0,038 1,390 0,050 0,035 22,210 0,047 0,034
Gw1 2 4781 0,496 0,351 3,212 0,377 0,267 20,660 0,150 0,106
GW?2 2 1,372 0,137 0,097 3,462 0,498 0,352 22,460 0,144 0,102
GW3 2 1,219 0,019 0,014 5,350 0,334 0,236 22,630 0,023 0,016
Gw4 2 3,355 0,184 0,130 2,045 0,127 0,090 21,170 0,079 0,056
GW5 2 0,084 0,002 0,001 0,456 0,013 0,009 26,490 0,027 0,019
GW6 2 0,224 0,002 0,002 0,736 0,022 0,015 25,080 0,014 0,010
GW7 2 2819 0,212 0,150 2,289 0,182 0,129 21,420 0,109 0,077
Gw8 2 1135 0,048 0,034 2,223 0,136 0,097 22,730 0,061 0,043
GW9 2 1,752 0,432 0,306 2,669 0,758 0,536 22,110 0,356 0,252
GW10 2 0,648 0,012 0,008 0,822 0,040 0,028 23,540 0,026 0,019
HO1 2 1,129 0,063 0,044 1,129 0,074 0,052 22,740 0,080 0,057
HO2 2 0,661 0,040 0,028 1,147 0,082 0,058 23,510 0,087 0,061
HO3 2 0,392 0,038 0,027 1,027 0,109 0,077 24,270 0,140 0,099
HO4 2 0,238 0,019 0,013 1,791 0,187 0,132 24,990 0,116 0,082
HO5 2 0,370 0,023 0,016 1,723 0,131 0,092 24,350 0,088 0,062

Erlauterungen: REF*: Kalibrator; Cq: Quantifikationszyklus; MW: Mittelwert; SD: Standardabweichung;
SEM: Standardfehler.
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Fortsetzung Tab. 17: mRNA-Expressionsanalyse von cyp6dnl.

cyp6dnl

Proben Relative Relative Relative Unskalierte Unskalierte Unskalierte Cq Cq Cq

und Quantitdt Quantitdt Quantitdt Expression Expression Expression MW SD SEM
Replikate SD SEM SD SEM

HO6 2 0,133 0,005 0,004 1,028 0,047 0,033 25,830 0,056 0,039
HO7 2 0,206 0,023 0,016 1,062 0,139 0,098 25,200 0,161 0,114
HO8 2 0,207 0,009 0,007 0,971 0,059 0,042 25,190 0,066 0,046
HO9 2 0,238 0,020 0,014 0,729 0,139 0,098 24,990 0,122 0,087
HO10 2 0,313 0,011 0,008 0,709 0,028 0,020 24,590 0,052 0,037
LB1 2 0,276 0,026 0,019 0,304 0,031 0,022 24,770 0,137 0,097
LB2 2 0,404 0,014 0,010 0,237 0,010 0,007 24,220 0,049 0,035
LB3 2 0,365 0,027 0,019 0,196 0,019 0,013 24,370 0,106 0,075
LB4 2 0413 0,017 0,012 0,332 0,033 0,023 24,190 0,061 0,043
LB5 2 0,132 0,002 0,001 0,148 0,012 0,008 25,830 0,018 0,013
LB6 2 0,175 0,000 0,000 0,223 0,008 0,006 25,430 0,002 0,001
LB7 2 0,327 0,038 0,027 0,714 0,122 0,087 24,530 0,167 0,118
LB8 2 0,650 0,039 0,028 0,785 0,054 0,038 23,540 0,087 0,061
LB9 2 0,608 0,047 0,033 0,500 0,043 0,031 23,630 0,112 0,079
LB10 2 1,234 0,035 0,025 1,499 0,069 0,049 22,610 0,041 0,029
OB1 2 0,699 0,039 0,027 0,848 0,063 0,045 23,430 0,080 0,057
OoB2 2 0,023 0,001 0,001 0,236 0,021 0,015 28,350 0,049 0,035
OB3 2 0,085 0,012 0,008 1,119 0,161 0,114 26,470 0,199 0,141
OoB4 2 0,012 0,000 0,000 0,176 0,013 0,009 29,350 0,014 0,010
OB5 2 0,068 0,013 0,009 0,442 0,091 0,065 26,790 0,277 0,196
OoB6 2 0,295 0,004 0,003 0,313 0,021 0,015 24,680 0,021 0,015
OoB7 4 0,255 0,066 0,033 0,375 0,106 0,053 24,890 0,373 0,186
oB9 2 0,091 0,003 0,002 0,457 0,044 0,031 26,370 0,040 0,028
oB10 2 0,288 0,013 0,009 0,857 0,061 0,043 24,710 0,064 0,045
SK1 2 1,188 0,020 0,014 2,183 0,096 0,068 22,670 0,024 0,017
SK2 2 0,247 0,013 0,009 1,404 0,089 0,063 24,930 0,073 0,052
SK3 2 1722 0,215 0,152 1,720 0,248 0,175 22,130 0,180 0,127
SK4 2 0414 0,029 0,020 0,212 0,016 0,011 24,190 0,100 0,071
SK5 2 0,319 0,005 0,004 0,520 0,016 0,011 24,570 0,023 0,017
SKé6 2 0,136 0,003 0,002 0,261 0,017 0,012 25,800 0,028 0,020
SK7 2 0,721 0,014 0,010 0,453 0,022 0,016 23,390 0,028 0,020
SK8 2 0,482 0,007 0,005 0,372 0,013 0,009 23,970 0,022 0,016
SK9 2 0,379 0,006 0,004 0,518 0,028 0,019 24,320 0,022 0,015
SK10 2 0,575 0,028 0,020 0,880 0,049 0,035 23,710 0,071 0,050
Tl 2 0,712 0,009 0,006 1,873 0,046 0,033 23,410 0,018 0,013
T2 2 0,333 0,009 0,007 0,734 0,024 0,017 24,500 0,040 0,028
T3 2 0334 0,017 0,012 0,711 0,039 0,027 24,500 0,073 0,051
T4 2 2,271 0,000 0,000 4,021 0,165 0,117 21,730 0,000 0,000
T5 2 1244 0,061 0,043 1,686 0,104 0,073 22,600 0,070 0,050
T6 2 0,920 0,007 0,005 1,015 0,072 0,051 23,040 0,010 0,007
T7 2 0,601 0,041 0,029 1,443 0,206 0,146 23,650 0,099 0,070
T8 2 0,291 0,020 0,014 1,199 0,083 0,059 24,700 0,097 0,069
T9 2 0,643 0,031 0,022 1,957 0,163 0,115 23,550 0,070 0,049
T10 2 0,168 0,005 0,003 0,503 0,020 0,014 25490 0,039 0,028

Erlauterungen: Cq: Quantifikationszyklus; MW: Mittelwert; SD: Standardabweichung; SEM: Standardfehler.
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Tab. 18: mRNA-Expressionsanalyse von rpl11.

rplll

Proben Relative Relative Relative Unskalierte Unskalierte Unskalierte  Cq Cq Cq
und Quantitdt Quantitdt Quantitdt Expression Expression Expression MW SD SEM
Replikate SD SEM SD SEM

REF* 10 1,000 0,073 0,023 n.a. n.a. n.a. 34,760 0,105 0,033
UBA1 2 1,219 0,107 0,075 n.a. n.a. n.a. 34,480 0,126 0,089
UBA2 2 0,539 0,009 0,006 n.a. n.a. n.a. 35,650 0,024 0,017
UBA3 2 0,182 0,036 0,025 n.a. n.a. n.a. 37,220 0,284 0,201
UBA4 2 0,269 0,016 0,011 n.a. n.a. n.a. 36,660 0,086 0,061
UBAS 2 0411 0,028 0,020 n.a. n.a. n.a. 36,050 0,099 0,070
UBA6 2 0,442 0,099 0,070 n.a. n.a. n.a. 35,940 0,323 0,228
UBA7 2 0,320 0,048 0,034 n.a. n.a. n.a. 36,410 0,218 0,154
UBA8 2 0,386 0,006 0,005 n.a. n.a. n.a. 36,140 0,024 0,017
UBA9 2 0,872 0,041 0,029 n.a. n.a. n.a. 34,960 0,068 0,048
UBA10 2 2,652 0,133 0,094 n.a. n.a. n.a. 33,360 0,072 0,051
AS1 2 2,188 0,003 0,002 n.a. n.a. n.a. 33,630 0,002 0,002
AS2 2 1,064 0,312 0,220 n.a. n.a. n.a. 34,680 0,423 0,299
AS3 2 0,627 0,200 0,141 n.a. n.a. n.a. 35,440 0,459 0,324
AS4 2 2,338 0,054 0,038 n.a. n.a. n.a. 33,540 0,033 0,023
AS5 2 1,264 0,095 0,067 n.a. n.a. n.a. 34,430 0,108 0,076
AS6 2 2,909 0,494 0,350 n.a. n.a. n.a. 33,220 0,245 0,173
AS7 2 2,014 0,208 0,147 n.a. n.a. n.a. 33,750 0,149 0,105
AS8 2 1,295 0,249 0,176 n.a. n.a. n.a. 34,390 0,278 0,196
AS9 2 1,810 0,128 0,090 n.a. n.a. n.a. 33,910 0,102 0,072
AS10 2 1,200 0,148 0,105 n.a. n.a. n.a. 34,500 0,178 0,126
cC1 2 1,448 0,014 0,010 n.a. n.a. n.a. 34,230 0,014 0,010
CC2 2 0,754 0,039 0,028 n.a. n.a. n.a. 35,170 0,075 0,053
CC3 2 0457 0,059 0,042 n.a. n.a. n.a. 35,890 0,186 0,131
Cc4 2 1,409 0,117 0,083 n.a. n.a. n.a. 34,270 0,119 0,084
CC5 2 0474 0,050 0,035 n.a. n.a. n.a. 35,840 0,151 0,107
CC6 2 1,297 0,084 0,059 n.a. n.a. n.a. 34,390 0,094 0,066
cc7 2 1,212 0,021 0,015 n.a. n.a. n.a. 34,490 0,025 0,018
Cccs8 2 1,501 0,005 0,004 n.a. n.a. n.a. 34,180 0,005 0,003
CC9 2 2,036 0,174 0,123 n.a. n.a. n.a. 33,740 0,123 0,087
CCl0 2 1,294 0,022 0,015 n.a. n.a. n.a. 34,390 0,024 0,017
Gw1 2 1,843 0,215 0,152 n.a. n.a. n.a. 33,880 0,168 0,119
GW?2 2 0,405 0,046 0,032 n.a. n.a. n.a. 36,070 0,164 0,116
GW3 2 0,208 0,005 0,003 n.a. n.a. n.a. 37,030 0,031 0,022
Gw4 2 2,336 0,053 0,037 n.a. n.a. n.a. 33,540 0,033 0,023
GW5 2 0175 0,009 0,006 n.a. n.a. n.a. 37,280 0,075 0,053
GW6 2 0458 0,009 0,007 n.a. n.a. n.a. 35,890 0,029 0,021
GW7 2 1,720 0,126 0,089 n.a. n.a. n.a. 33,980 0,106 0,075
Gws 2 0851 0,088 0,062 n.a. n.a. n.a. 35,000 0,149 0,105
GW9 2 0,662 0,255 0,181 n.a. n.a. n.a. 35,360 0,556 0,393
GwW10 2 0,808 0,102 0,072 n.a. n.a. n.a. 35,070 0,181 0,128
HO1 2 1,011 0,098 0,070 n.a. n.a. n.a. 34,750 0,140 0,099
HO2 2 0514 0,039 0,028 n.a. n.a. n.a. 35,720 0,111 0,078
HO3 2 0,350 0,024 0,017 n.a. n.a. n.a. 36,280 0,098 0,069
HO4 2 0,087 0,004 0,003 n.a. n.a. n.a. 38,280 0,066 0,047
HO5 2 0,169 0,007 0,005 n.a. n.a. n.a. 37,330 0,058 0,041

Erlauterungen: REF*: Kalibrator; Cq: Quantifikationszyklus; MW: Mittelwert; SD: Standardabweichung;
SEM: Standardfehler.
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Fortsetzung Tab. 18: mRNA-Expressionsanalyse von rpl11

rplll

Proben Relative Relative Relative Unskalierte Unskalierte Unskalierte Cq Cq Cq

und Quantitdt Quantitdt Quantitdt Expression Expression Expression MW SD SEM
Replikate SD SEM SD SEM

HO6 2 0,086 0,006 0,004 n.a. n.a. n.a. 38,300 0,094 0,067
HO7 2 0,171 0,034 0,024 n.a. n.a. n.a. 37,310 0,285 0,201
HO8 2 0,187 0,017 0,012 n.a. n.a. n.a. 37,180 0,128 0,091
HO9 2 0,301 0,098 0,069 n.a. n.a. n.a. 36,500 0,470 0,333
HO10 2 0,399 0,009 0,006 n.a. n.a. n.a. 36,090 0,031 0,022
LB1 2 0915 0,084 0,059 n.a. n.a. n.a. 34,890 0,132 0,093
LB2 2 2,724 0,145 0,103 n.a. n.a. n.a. 33,320 0,077 0,054
LB3 2 2,002 0,252 0,178 n.a. n.a. n.a. 33,760 0,182 0,128
LB4 2 1441 0,142 0,100 n.a. n.a. n.a. 34,240 0,142 0,100
LB5 2 0,764 0,176 0,124 n.a. n.a. n.a. 35,150 0,332 0,235
LB6 2 0,649 0,021 0,015 n.a. n.a. n.a. 35,390 0,046 0,033
LB7 2 0,483 0,042 0,030 n.a. n.a. n.a. 35,810 0,126 0,089
LB8 2 1,187 0,102 0,072 n.a. n.a. n.a. 34,520 0,124 0,088
LB9 2 1,369 0,149 0,105 n.a. n.a. n.a. 34,310 0,157 0,111
LB10 2 0,894 0,002 0,001 n.a. n.a. n.a. 34,930 0,003 0,002
oB1 2 0,899 0,130 0,092 n.a. n.a. n.a. 34,920 0,209 0,148
oB2 2 0,069 0,015 0,011 n.a. n.a. n.a. 38,610 0,321 0,227
oB3 2 0,023 0,000 0,000 n.a. n.a. n.a. 40,200 0,022 0,016
oB4 2 0,048 0,007 0,005 n.a. n.a. n.a. 39,160 0,197 0,140
OB5 2 0,085 0,019 0,013 n.a. n.a. n.a. 38,320 0,324 0,229
oB6 2 1,020 0,201 0,142 n.a. n.a. n.a. 34,740 0,284 0,201
OoB7 2 0481 0,160 0,113 n.a. n.a. n.a. 35,820 0,480 0,340
oB8 2 0,637 0,047 0,033 n.a. n.a. n.a. 35,410 0,106 0,075
oB9 2 0,140 0,038 0,027 n.a. n.a. n.a. 37,600 0,392 0,277
OoB10 2 0,301 0,033 0,024 n.a. n.a. n.a. 36,500 0,160 0,113
SK1 2 0427 0,037 0,026 n.a. n.a. n.a. 35990 0,126 0,089
SK2 2 0,089 0,004 0,003 n.a. n.a. n.a. 38,250 0,064 0,045
SK3 2 0919 0,185 0,131 n.a. n.a. n.a. 34,890 0,290 0,205
SK4 2 1,437 0,086 0,061 n.a. n.a. n.a. 34,240 0,086 0,061
SK5 2 0,455 0,027 0,019 n.a. n.a. n.a. 35,900 0,086 0,061
SK6 2 0,464 0,021 0,015 n.a. n.a. n.a. 35,870 0,067 0,047
SK7 2 1544 0,143 0,101 n.a. n.a. n.a. 34,140 0,134 0,095
SK8 2 1181 0,064 0,045 n.a. n.a. n.a. 34,520 0,078 0,055
SK9 2 0,504 0,045 0,032 n.a. n.a. n.a. 35,750 0,130 0,092
SK10 2 1,620 0,035 0,025 n.a. n.a. n.a. 34,070 0,031 0,022
T1 2 0,229 0,014 0,010 n.a. n.a. n.a. 36,890 0,088 0,062
T2 2 0,406 0,012 0,009 n.a. n.a. n.a. 36,060 0,044 0,031
T3 2 0426 0,004 0,003 n.a. n.a. n.a. 36,000 0,015 0,010
T4 2 0,518 0,043 0,031 n.a. n.a. n.a. 35,710 0,121 0,086
T5 2 0,642 0,051 0,036 n.a. n.a. n.a. 35,400 0,114 0,081
T6 2 0,942 0,194 0,137 n.a. n.a. n.a. 34,850 0,297 0,210
T7 2 0,296 0,110 0,078 n.a. n.a. n.a. 36,520 0,539 0,381
T8 2 0,143 0,007 0,005 n.a. n.a. n.a. 37,570 0,066 0,047
T9 2 0225 0,017 0,012 n.a. n.a. n.a. 36,920 0,107 0,075
T10 2 0,235 0,010 0,007 n.a. n.a. n.a. 36,850 0,061 0,043

Erlauterungen: Cq: Quantifikationszyklus; MW: Mittelwert; SD: Standardabweichung; SEM: Standardfehler.
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Tab. 19: mRNA-Expressionsanalyse von rpl8.

rpl8

Proben Relative Relative Relative Unskalierte Unskalierte Unskalierte  Cq Cq Cq
und Quantitdt Quantitdt Quantitdt Expression Expression Expression MW SD SEM
Replikate SD SEM SD SEM

REF* 12 1,000 0,057 0,016 n.a. n.a. n.a. 25,050 0,082 0,024
UBAl1 2 1,048 0,068 0,048 n.a. n.a. n.a. 24,980 0,094 0,066
UBA2 2 0,635 0,037 0,026 n.a. n.a. n.a. 25,700 0,084 0,059
UBA3 2 0,184 0,007 0,005 n.a. n.a. n.a. 27,490 0,054 0,038
UBA4 2 0,373 0,005 0,003 n.a. n.a. n.a. 26,470 0,019 0,013
UBA5 2 0,594 0,007 0,005 n.a. n.a. n.a. 25,800 0,018 0,013
UBA6 2 0,566 0,028 0,020 n.a. n.a. n.a. 25,870 0,071 0,050
UBA7 2 0574 0,017 0,012 n.a. n.a. n.a. 25,850 0,042 0,030
UBA8 2 0474 0,019 0,013 n.a. n.a. n.a. 26,120 0,057 0,041
UBA9 2 1,595 0,091 0,065 n.a. n.a. n.a. 24,370 0,083 0,058
UBA10 2 1,902 0,119 0,084 n.a. n.a. n.a. 24,120 0,090 0,064
AS1 2 1,968 0,070 0,050 n.a. n.a. n.a. 24,070 0,052 0,036
AS2 2 1,565 0,219 0,155 n.a. n.a. n.a. 24,400 0,202 0,143
AS3 2 0,940 0,058 0,041 n.a. n.a. n.a. 25,140 0,089 0,063
AS4 2 2,253 0,012 0,009 n.a. n.a. n.a. 23,880 0,008 0,005
AS5 2 1,132 0,039 0,028 n.a. n.a. n.a. 24,870 0,050 0,035
AS6 2 3521 0,284 0,200 n.a. n.a. n.a. 23,230 0,116 0,082
AS7 2 1,868 0,014 0,010 n.a. n.a. n.a. 24,150 0,010 0,007
AS8 2 1,387 0,032 0,022 n.a. n.a. n.a. 24,580 0,033 0,023
AS9 2 2,909 0,139 0,099 n.a. n.a. n.a. 23,510 0,069 0,049
AS10 2 1,485 0,066 0,047 n.a. n.a. n.a. 24,480 0,064 0,045
CC1 2 0867 0,052 0,037 n.a. n.a. n.a. 25,250 0,086 0,061
CC2 2 0,390 0,017 0,012 n.a. n.a. n.a. 26,400 0,064 0,045
CC3 2 0426 0,011 0,008 n.a. n.a. n.a. 26,280 0,038 0,027
CC4 2 0914 0,016 0,011 n.a. n.a. n.a. 25,180 0,025 0,018
CC5 2 0,398 0,006 0,004 n.a. n.a. n.a. 26,380 0,020 0,014
CC6 2 0,867 0,026 0,018 n.a. n.a. n.a. 25,250 0,043 0,031
cc7 2 0,898 0,016 0,011 n.a. n.a. n.a. 25,200 0,026 0,018
Cccs8 2 0,955 0,006 0,004 n.a. n.a. n.a. 25,110 0,009 0,006
CC9 2 1,081 0,041 0,029 n.a. n.a. n.a. 24,930 0,055 0,039
ccio 2 1,310 0,050 0,035 n.a. n.a. n.a. 24,660 0,055 0,039
Gw1 2 1,214 0,099 0,070 n.a. n.a. n.a. 24,770 0,118 0,084
GW?2 2 0486 0,036 0,025 n.a. n.a. n.a. 26,090 0,107 0,075
GW3 2 0,284 0,023 0,016 n.a. n.a. n.a. 26,860 0,117 0,083
Gw4 2 1,346 0,004 0,003 n.a. n.a. n.a. 24,620 0,004 0,003
GW5 2 0,224 0,008 0,006 n.a. n.a. n.a. 27,200 0,051 0,036
GW6 2 0,221 0,018 0,013 n.a. n.a. n.a. 27,220 0,118 0,083
GW7 2 1,041 0,019 0,014 n.a. n.a. n.a. 24,990 0,027 0,019
Gws 2 0,335 0,001 0,001 n.a. n.a. n.a. 26,630 0,004 0,003
GW9 2 0,646 0,038 0,027 n.a. n.a. n.a. 25,680 0,085 0,060
GwW10 2 1,039 0,006 0,004 n.a. n.a. n.a. 24,990 0,008 0,006
HO1 2 1,294 0,051 0,036 n.a. n.a. n.a. 24,680 0,057 0,040
HO2 2 0897 0,063 0,044 n.a. n.a. n.a. 25,200 0,101 0,071
HO3 2 0,633 0,069 0,049 n.a. n.a. n.a. 25,710 0,157 0,111
HO4 2 0,225 0,005 0,003 n.a. n.a. n.a. 27,200 0,031 0,022
HO5 2 0314 0,030 0,021 n.a. n.a. n.a. 26,720 0,136 0,096

Erlauterungen: REF*: Kalibrator; Cq: Quantifikationszyklus; MW: Mittelwert; SD: Standardabweichung;
SEM: Standardfehler.
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Fortsetzung Tab. 19: mRNA-Expressionsanalyse von rpl8.

rpl8

Proben Relative Relative Relative Unskalierte Unskalierte Unskalierte Cq Cq Cq

und Quantitdt Quantitdt Quantitdt Expression Expression Expression MW SD SEM
Replikate SD SEM SD SEM

HO6 2 0,191 0,005 0,004 n.a. n.a. n.a. 27,440 0,039 0,027
HO7 2 0,254 0,005 0,003 n.a. n.a. n.a. 27,030 0,028 0,020
HO8 2 0,321 0,021 0,015 n.a. n.a. n.a. 26,690 0,093 0,065
HO9 2 0,453 0,035 0,025 n.a. n.a. n.a. 26,190 0,113 0,080
HO10 2 0,679 0,002 0,002 n.a. n.a. n.a. 25,610 0,005 0,003
LBl 2 0,904 0,008 0,006 n.a. n.a. n.a. 25,190 0,013 0,009
LB2 2 1,140 0,055 0,039 n.a. n.a. n.a. 24,860 0,069 0,049
LB3 2 1,637 0,030 0,021 n.a. n.a. n.a. 24,340 0,027 0,019
LB4 2 0,994 0,240 0,170 n.a. n.a. n.a. 25,060 0,349 0,247
LB5 2 1,015 0,014 0,010 n.a. n.a. n.a. 25,030 0,020 0,014
LB6 2 0,910 0,044 0,031 n.a. n.a. n.a. 25,180 0,070 0,050
LB7 2 0,522 0,008 0,006 n.a. n.a. n.a. 25,990 0,023 0,016
LB8 2 0,651 0,003 0,002 n.a. n.a. n.a. 25,670 0,007 0,005
LB9 2 1,145 0,035 0,025 n.a. n.a. n.a. 24,850 0,044 0,031
LB10 2 0,766 0,064 0,045 n.a. n.a. n.a. 25,430 0,120 0,085
oB1 2 0,759 0,016 0,012 n.a. n.a. n.a. 25,440 0,031 0,022
oB2 2 0,121 0,008 0,006 n.a. n.a. n.a. 28,090 0,096 0,068
OoB3 2 0,142 0,014 0,010 n.a. n.a. n.a. 27,860 0,142 0,101
oB4 2 0,126 0,020 0,014 n.a. n.a. n.a. 28,040 0,233 0,165
OoB5 2 0,250 0,009 0,007 n.a. n.a. n.a. 27,050 0,054 0,038
oB6 2 0,888 0,027 0,019 n.a. n.a. n.a. 25,220 0,044 0,031
oB7 2 0,728 0,070 0,050 n.a. n.a. n.a. 25,500 0,139 0,098
oB8 2 0,598 0,012 0,008 n.a. n.a. n.a. 25,790 0,029 0,020
oB9 2 0,233 0,001 0,001 n.a. n.a. n.a. 27,150 0,005 0,003
OoB10 2 0,382 0,022 0,015 n.a. n.a. n.a. 26,430 0,082 0,058
SK1 2 0,501 0,037 0,027 n.a. n.a. n.a. 26,040 0,108 0,076
SK2 2 0,232 0,019 0,013 n.a. n.a. n.a. 27,160 0,117 0,083
SK3 2 1,161 0,012 0,009 n.a. n.a. n.a. 24,830 0,015 0,011
SK4 2 1,345 0,037 0,026 n.a. n.a. n.a. 24,620 0,039 0,028
SK5 2 0,697 0,022 0,016 n.a. n.a. n.a. 25,570 0,046 0,032
SK6 2 0,485 0,034 0,024 n.a. n.a. n.a. 26,090 0,101 0,072
SK7 2 1545 0,020 0,014 n.a. n.a. n.a. 24,420 0,019 0,013
SK8 2 1,198 0,040 0,028 n.a. n.a. n.a. 24,790 0,048 0,034
SK9 2 0,643 0,024 0,017 n.a. n.a. n.a. 25,680 0,055 0,039
SK10 2 1,467 0,039 0,027 n.a. n.a. n.a. 24,490 0,038 0,027
Tl 2 0,628 0,010 0,007 n.a. n.a. n.a. 25,720 0,022 0,016
T2 2 0,568 0,023 0,016 n.a. n.a. n.a. 25,860 0,058 0,041
T3 2 0571 0,017 0,012 n.a. n.a. n.a. 25,860 0,042 0,030
T4 2 0,723 0,018 0,013 n.a. n.a. n.a. 25,510 0,037 0,026
T5 2 0,866 0,034 0,024 n.a. n.a. n.a. 25,250 0,056 0,040
T6 2 0984 0,001 0,001 n.a. n.a. n.a. 25,070 0,002 0,001
T7 2 0531 0,010 0,007 n.a. n.a. n.a. 25,960 0,026 0,018
T8 2 0452 0,003 0,002 n.a. n.a. n.a. 26,190 0,008 0,006
T9 2 0,406 0,010 0,007 n.a. n.a. n.a. 26,350 0,034 0,024
T10 2 0425 0,010 0,007 n.a. n.a. n.a. 26,280 0,032 0,023

Erlauterungen: Cq: Quantifikationszyklus; MW: Mittelwert; SD: Standardabweichung; SEM: Standardfehler.
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Tab. 20: mRNA-Expressionsanalyse von rpsl16.

rpsl6

Proben Relative Relative Relative Unskalierte Unskalierte Unskalierte  Cq Cq Cq
und Quantitdt Quantitdt Quantitdt Expression Expression Expression MW SD SEM
Replikate SD SEM SD SEM

REF* 10 1,000 0,107 0,034 n.a. n.a. n.a. 28,590 0,155 0,049
UBAlL 2 0,777 0,070 0,049 n.a. n.a. n.a. 28,950 0,129 0,092
UBA2 2 0,310 0,016 0,011 n.a. n.a. n.a. 30,280 0,075 0,053
UBA3 2 0,194 0,017 0,012 n.a. n.a. n.a. 30,960 0,129 0,091
UBA4 2 0,228 0,052 0,037 n.a. n.a. n.a. 30,720 0,330 0,234
UBA5 2 0,327 0,069 0,049 n.a. n.a. n.a. 30,200 0,305 0,216
UBA6 2 0,384 0,106 0,075 n.a. n.a. n.a. 29,970 0,397 0,281
UBA7 2 0,470 0,115 0,082 n.a. n.a. n.a. 29,680 0,354 0,251
UBA8 2 0,295 0,074 0,052 n.a. n.a. n.a. 30,350 0,361 0,256
UBA9 2 1,036 0,084 0,060 n.a. n.a. n.a. 28,540 0,118 0,083
UBA10 2 1,312 0,069 0,049 n.a. n.a. n.a. 28,200 0,076 0,054
AS1 2 2,694 0,313 0,221 n.a. n.a. n.a. 27,160 0,168 0,118
AS2 2 1,597 0,308 0,218 n.a. n.a. n.a. 27,910 0,278 0,197
AS3 2 0,957 0,108 0,076 n.a. n.a. n.a. 28,650 0,163 0,115
AS4 2 2,923 0,230 0,163 n.a. n.a. n.a. 27,040 0,114 0,080
AS5 2 1,376 0,076 0,054 n.a. n.a. n.a. 28,130 0,080 0,057
AS6 2 5,109 0,134 0,095 n.a. n.a. n.a. 26,230 0,038 0,027
AS7 2 2522 0,149 0,105 n.a. n.a. n.a. 27,250 0,085 0,060
AS8 2 1,352 0,115 0,082 n.a. n.a. n.a. 28,150 0,123 0,087
AS9 2 2,995 0,357 0,253 n.a. n.a. n.a. 27,000 0,172 0,122
AS10 2 1375 0,068 0,048 n.a. n.a. n.a. 28,130 0,072 0,051
CC1 2 0,899 0,006 0,004 n.a. n.a. n.a. 28,740 0,010 0,007
CC2 2 0,375 0,039 0,027 n.a. n.a. n.a. 30,000 0,149 0,106
CC3 2 0521 0,088 0,062 n.a. n.a. n.a. 29,530 0,245 0,173
Cc4 2 1,047 0,153 0,108 n.a. n.a. n.a. 28,520 0,210 0,149
CC5 2 0419 0,073 0,051 n.a. n.a. n.a. 29,840 0,251 0,177
CC6 2 0914 0,170 0,120 n.a. n.a. n.a. 28,720 0,268 0,189
cc7 2 0,950 0,063 0,045 n.a. n.a. n.a. 28,660 0,096 0,068
Cccs8 2 1,064 0,001 0,001 n.a. n.a. n.a. 28,500 0,001 0,001
CC9 2 1,000 0,019 0,014 n.a. n.a. n.a. 28,590 0,028 0,020
CC10 2 0,948 0,008 0,005 n.a. n.a. n.a. 28,660 0,011 0,008
Gw1 2 1475 0,124 0,088 n.a. n.a. n.a. 28,030 0,122 0,086
GW?2 2 0,316 0,089 0,063 n.a. n.a. n.a. 30,250 0,405 0,286
GW3 2 0,200 0,032 0,023 n.a. n.a. n.a. 30,910 0,232 0,164
Gw4 2 1404 0,117 0,083 n.a. n.a. n.a. 28,100 0,120 0,085
GW5 2 0,157 0,001 0,001 n.a. n.a. n.a. 31,260 0,013 0,009
GW6 2 0,278 0,001 0,000 n.a. n.a. n.a. 30,440 0,003 0,002
GW7 2 1,043 0,021 0,015 n.a. n.a. n.a. 28,530 0,029 0,020
Gws 2 0467 0,040 0,028 n.a. n.a. n.a. 29,690 0,123 0,087
GW9 2 0,661 0,106 0,075 n.a. n.a. n.a. 29,180 0,232 0,164
GW10 2 0,586 0,029 0,021 n.a. n.a. n.a. 29,360 0,072 0,051
HO1 2 0,765 0,002 0,001 n.a. n.a. n.a. 28,970 0,004 0,003
HO2 2 0415 0,023 0,016 n.a. n.a. n.a. 29,860 0,079 0,056
HO3 2 0,251 0,002 0,002 n.a. n.a. n.a. 30,580 0,014 0,010
HO4 2 0,120 0,023 0,016 n.a. n.a. n.a. 31,650 0,280 0,198
HO5 2 0,185 0,016 0,012 n.a. n.a. n.a. 31,020 0,127 0,090

Erlauterungen: REF*: Kalibrator; Cq: Quantifikationszyklus; MW: Mittelwert; SD: Standardabweichung;
SEM: Standardfehler.
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Fortsetzung Tab. 20: mRNA-Expressionsanalyse von rps16.

rpsl6

Proben Relative Relative Relative Unskalierte Unskalierte Unskalierte Cq Cq Cq

und Quantitdt Quantitdt Quantitdt Expression Expression Expression MW SD SEM
Replikate SD SEM SD SEM

HO6 2 0,131 0,003 0,002 n.a. n.a. n.a. 31,520 0,035 0,024
HO7 2 0,168 0,008 0,006 n.a. n.a. n.a. 31,160 0,069 0,049
HO8 2 0,161 0,009 0,006 n.a. n.a. n.a. 31,230 0,078 0,055
HO9 2 0,256 0,099 0,070 n.a. n.a. n.a. 30,550 0,560 0,396
HO10 2 0,317 0,016 0,011 n.a. n.a. n.a. 30,240 0,071 0,050
LBl 2 0,902 0,058 0,041 n.a. n.a. n.a. 28,740 0,093 0,066
LB2 2 1,601 0,018 0,012 n.a. n.a. n.a. 27,910 0,016 0,011
LB3 2 1,984 0,273 0,193 n.a. n.a. n.a. 27,600 0,199 0,140
LB4 2 1,339 0,086 0,060 n.a. n.a. n.a. 28,170 0,092 0,065
LB5 2 0,930 0,047 0,033 n.a. n.a. n.a. 28,690 0,073 0,052
LB6 2 0,816 0,076 0,054 n.a. n.a. n.a. 28,880 0,134 0,095
LB7 2 0,381 0,140 0,099 n.a. n.a. n.a. 29,980 0,531 0,376
LB8 2 0,735 0,041 0,029 n.a. n.a. n.a. 29,030 0,081 0,057
LB9 2 1,150 0,004 0,003 n.a. n.a. n.a. 28,390 0,005 0,004
LB10 2 0,814 0,057 0,040 n.a. n.a. n.a. 28,880 0,101 0,072
oB1 2 0,820 0,021 0,015 n.a. n.a. n.a. 28,870 0,037 0,026
oB2 2 0,112 0,010 0,007 n.a. n.a. n.a. 31,740 0,129 0,091
oB3 2 0,134 0,009 0,006 n.a. n.a. n.a. 31,490 0,095 0,067
oB4 2 0,047 0,003 0,002 n.a. n.a. n.a. 32,990 0,104 0,073
oB5 2 0,173 0,002 0,002 n.a. n.a. n.a. 31,120 0,019 0,013
OoB6 2 0,925 0,006 0,004 n.a. n.a. n.a. 28,700 0,010 0,007
oB7 2 0,892 0,023 0,016 n.a. n.a. n.a. 28,750 0,037 0,026
oB8 2 0,748 0,026 0,019 n.a. n.a. n.a. 29,010 0,051 0,036
OB9 2 0,242 0,010 0,007 n.a. n.a. n.a. 30,640 0,061 0,043
OoB10 2 0,332 0,037 0,026 n.a. n.a. n.a. 30,180 0,163 0,115
SK1 2 0,753 0,031 0,022 n.a. n.a. n.a. 29,000 0,059 0,042
SK2 2 0,263 0,018 0,012 n.a. n.a. n.a. 30,520 0,097 0,068
SK3 2 0942 0,072 0,051 n.a. n.a. n.a. 28,670 0,111 0,078
SK4 2 3,842 0,111 0,079 n.a. n.a. n.a. 26,650 0,042 0,029
SK5 2 0,724 0,026 0,019 n.a. n.a. n.a. 29,050 0,053 0,037
SK6 2 0,628 0,101 0,071 n.a. n.a. n.a. 29,260 0,231 0,164
SK7 2 1,683 0,167 0,118 n.a. n.a. n.a. 27,840 0,143 0,101
SK8 2 1535 0,114 0,081 n.a. n.a. n.a. 27,970 0,107 0,076
SK9 2 1,205 0,141 0,100 n.a. n.a. n.a. 28,320 0,169 0,119
SK10 2 0,117 0,008 0,006 n.a. n.a. n.a. 31,680 0,102 0,072
Tl 2 0,382 0,003 0,002 n.a. n.a. n.a. 29,970 0,012 0,008
T2 2 0,406 0,010 0,007 n.a. n.a. n.a. 29,890 0,034 0,024
T3 2 0425 0,022 0,016 n.a. n.a. n.a. 29,820 0,076 0,054
T4 2 0481 0,042 0,030 n.a. n.a. n.a. 29,640 0,125 0,089
T5 2 0,722 0,050 0,036 n.a. n.a. n.a. 29,060 0,100 0,071
T6 2 0804 0,036 0,026 n.a. n.a. n.a. 28,900 0,065 0,046
T7 2 0462 0,018 0,013 n.a. n.a. n.a. 29,700 0,057 0,041
T8 2 0221 0,004 0,003 n.a. n.a. n.a. 30,770 0,027 0,019
T9 2 0,389 0,073 0,052 n.a. n.a. n.a. 29,950 0,271 0,192
T10 2 0,373 0,026 0,019 n.a. n.a. n.a. 30,010 0,102 0,072

Erlauterungen: Cq: Quantifikationszyklus; MW: Mittelwert; SD: Standardabweichung; SEM: Standardfehler.
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8.4 Ergebnisse der Wirksamkeitspriufung der Insektizide A und B

iIm Wahlversuch

8.4.1 p-Werte aus der Berechnung mittels mid-p-Variante

Tab. 21: Statistische Unterschiede innerhalb der Wahlversuche zwischen den Priifoberflachen und den Belagsal-
terungen. Berechnet mittels der mid-p-Variante des Exakten Vierfeldertafeltests nach Fisher (o = 0,05), Korrek-
tur mittels Bonferroni-Holm-Prozedur.

Korrigierte p-Werte

Wabhlversuche UBA-Stamm Tapete Tapete Tapete Teppich  Teppich  Hornitex®
Teppich Hornitex® Sperrholz Hornitex® Sperrholz Sperrholz
UBA Insektizid A kB 11,858000  13,785800 14,410500 2,504180 3,712870 5,901500
UBA Insektizid A 1WB 0,103378 2,263590 0,562888 12,550500 16,670200 16,670200
UBA Insektizid A 2WB 3,194400 16,670200 0,030693 0,992910 5,457200 0,024752
UBA Insektizid B kB 0,000012 0,000012 0,000255 0,000012 0,000012 0,000012
UBA Insektizid B 1WB 0,000012 0,111179 0,020164 0,000012 0,000018 0,000012
UBA Insektizid B 2WB 0,000076 0,000012 0,000258 0,000012 16,670200 0,000012
Korrigierte p-Werte
Wahlversuche UBA-Stamm kB kB 1WB
1WB 2WB 2WB
UBA Insektizid A TA 13,472800  14,028000 16,670200
UBA Insektizid A TE 5,258250 16,670200 11,858000
UBA Insektizid A H 2,538820 16,670200 0,879900
UBA Insektizid A SH 1,387570 0,073796  11,605000
UBA Insektizid B TA 16,670200  0,073796  0,032240
UBA Insektizid B TE 0,000012 0,000012  16,670200
UBA Insektizid B SH 11,858000  0,013742  0,000130
UBA Insektizid B H 0,000143 16,670200 0,013742
Insektizid A
Insektizid B
UBA-Alle Oberflachen-Alle BA  0,000012

Erlauterungen: BA: Belagsalterung, kB: keine Belagsalterung, 1WB: eine Woche Belagsalterung, 2WB: zwei
Wochen Belagsalterung; TA: Tapete, TE: Teppich, H: Hornitex®, SH: Sperrholz.
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Tab. 22: Statistische Unterschiede innerhalb der Wahlversuche zwischen den Wirksamkeitskontrollen zu den
Zeitpunkten 24 h p.a. und 7 d p.a. Berechnet mittels der mid-p-Variante des Exakten Vierfeldertafeltests nach
Fisher (o = 0,05), Korrektur mittels Bonferroni-Holm-Prozedur.

Weibchen 24 hp.a
Mannchen 7dp.a
UBA-Insektizid A-TA-kB 16,670200  16,670200
UBA-Insektizid A-TA-1WB 16,670200  16,670200
UBA-Insektizid A-TA-2WB 16,670200  0,024470
UBA-Insektizid A-TE-kB 16,670200  11,061900
UBA-Insektizid A-TE-1WB 8,527700 0,352728
UBA-Insektizid A-TE-2WB 4,833140 15,181100
UBA-Insektizid A-H-kB 16,670200  14,028000
UBA-Insektizid A-H-1WB 1,703460 7,376400
UBA-Insektizid A-H-2WB 16,670200  9,089600
UBA-Insektizid A-SH-kB 16,670200  0,000038
UBA-Insektizid A-SH-1WB 1,713400 0,005295
UBA-Insektizid A-SH-2WB 16,670200  0,000064
UBA-Insektizid B-TA-kB 0,002691 16,670200
UBA-Insektizid B-TA-1WB 0,000012 16,670200
UBA-Insektizid B-TA-2WB 0,026236 16,670200
UBA-Insektizid B-TE-kB 2,145280 16,670200
UBA-Insektizid B-TE-1WB 11,960000  16,670200
UBA-Insektizid B-TE-2WB 16,670200  16,670200
UBA-Insektizid B-H-kB 16,670200  14,028000
UBA-Insektizid B-H-1WB 14,410500 16,670200
UBA-Insektizid B-H-2WB 16,670200  16,670200
UBA-Insektizid B-SH-kB 15,181100  16,509500
UBA-Insektizid B-SH-1WB 1,165520 16,670200
UBA-Insektizid B-SH-2WB 16,670200  16,670200

Erlauterungen: BA: Belagsalterung, kB: keine Belagsalterung, 1WB: eine Woche Belagsalterung, 2WB: zwei
Wochen Belagsalterung; TA: Tapete, TE: Teppich, H: Hornitex®, SH: Sperrholz; SG: schwer geschadigt; p.a.:

post Applikation.

Tab. 23: Statistische Unterschiede zwischen dem sensiblen UBA-Stamm und dem AS-Feldstamm innerhalb der
Wabhlversuche mit Insektizid A auf der Priifoberflache Tapete. Berechnet mittels mid-p-Variante des Exakten

Vierfeldertafeltests nach Fisher (a = 0,05), Korrektur mittels Bonferroni-Holm-Prozedur.

Wabhlversuche

Korrigierte p-Werte

kB kB 1WB
UBA-Stamm vs AS-Feldstamm TWEB >WEB SWE
AS Insektizid A TA 0,0002581 0,0124192 2,0670000
UBA Insektizid A TA 3,5052000 3,5052000 4,5000000
Weibchen 24hp.a
Mannchen 7dp.a
AS-Insektizid A-TA-kB 4,5000000 4,5000000
AS-Insektizid A-TA-1WB 4,5000000 1,1710500
AS-Insektizid A-TA-2WB 4,5000000 4,5000000
UBA-Insektizid A-TA-kB 4,5000000 4,5000000
UBA-Insektizid A-TA-1WB 3,5052000 4,5000000
UBA-Insektizid A-TA-2WB 1,2905200 0,0051357
UBA
AS
Insektizid A-TA-kB 0,0000021
Insektizid A-TA-1WB 0,0000021
Insektizid A-TA-2WB 0,0000021

Erlauterungen: BA: Belagsalterung, kB: keine Belagsalterung, 1WB: eine Woche Belagsalterung, 2WB: zwei
Wochen Belagsalterung; TA: Tapete, TE: Teppich, H: Hornitex®, SH: Sperrholz.
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8.4.2 Berechnung mittels binarer logistischer Regression

Tab. 24: Berechnung eines Generalisierten Logistischen Modells (GLM) mit Interaktionen im Wahlversuch. Die
Einfllisse der erklarenden Variablen auf die Zielvariable (schwere Schadigung von Cimex lectularius) in den
Wahlversuchen wurden mittels bindrer logistischer Regression mit der freien Statistiksoftware R berechnet.

Interaktionen sind mit einem ,,:* gekennzeichnet.

Call:

glm(formula = E ~ G + BAf + Df + M + PO + BAf * PO + M * PO + BAf * PO + BAf * M * PO, family = bi-
nomial(link = logit))

Deviance Residuals:

Min 10 Median  3Q Max

-3,5983 -0,3919 0,1312 0,3616 2,3664

Coefficients:

Variablen Estimate Etrc:’.or zvalue Pr(>z]) OddsRatio 2,5% 97,5 %
(Intercept) 6,47230  1,00220 6,458 1,06e-10 6,469671e+02 1,459745e+02 1,136816e+04
GW -0,52838 0,06389 -8,270 <2e-16 5,895570e-01 5,200020e-01 6,680250e-01
BAf1 -3,02840 1,03303  -2,932 0,003373 4,839302e-02 2,675370e-03 2,386033e-01
BAf2 -0,70364 1,22641  -0,574 0,566144 4,947799e-01 2,294857e-02 5,181740e+00
Df7 0,20904  0,06335 3,300 0,000967 1,232494e+00 1,088706e+00 1,395627e+00
IB -4,73228 1,00827  -4,693 2,69e-06 8,806404e-03 4,982874e-04 3,985250e-02
POS -3,24018 1,02695  -3,155 0,001604 3,915668e-02 2,177006e-03 1,890387e-01
POTA -1,19259 1,15655  -1,031 0,302465 3,034339%e-01 1,497958e-02 2,379615e+00
POTE -1,64266 1,09733  -1,497 0,134404 1,934641e-01 1,007775e-02 1,205348e+00
BAf1:POS 2,49092  1,07095 2,326 0,020024 1,207240e+01 2,184182e+00 2,265490e+02
BAf2:POS -0,42453 1,25550  -0,338 0,735261 6,540771e-01 5,910457e-02 1,458015e+01
BAf1:POTA 15,52649 165,97577 0,094 0,925469 5,534384e+06 6,164727e+71 6,376385e+84
BAf2:POTA -0,65020 1,39023  -0,396 0,692280 5,768331e-01 3,863508e-02 1,497650e+01
BAf1:POTE 2,22148  1,17598 1,889 0,058886 9,220998e+00 1,224027e+00 1,926625e+02
BAf2:POTE -0,40799 1,33624  -0,305 0,760119 6,649866e-01 5,088972e-02 1,625389e+01
IB:POS 0,38472  1,04121 0,369 0,711763 1,469197e+00 2,912486e-01 2,679356e+01
IB:POTA -0,59808 1,16703  -0,512 0,608316 5,498673e-01 6,852710e-02 1,126364e+01
IB:POTE 0,32096  1,10749 0,290 0,771960 1,378457e+00 2,156077e-01 2,674448e+01
BAf1:IB 2,01099 1,04611 1,922 0,054562 7,470727e+00 1,456498e+00 1,368699e+02
BAf2:I1B 0,72877  1,24118 0,587 0,557099 2,072521e+00 1,925456e-01 4,544955e+01
BAfL:IB:POS -1,09479  1,09646  -0,998 0,318051 3,346104e-01 1,736801e-02 1,986485e+00
BAf2:I1B:POS -0,62088 1,28925  -0,482 0,630103 5,374725e-01 2,316902e-02 6,337252e+00
BAfL:IB:POTA  -14,38703 165,97591 -0,087 0,930925 5,646680e-07 2,096842e-81 6,737931e-70
BAf2:IB:POTA  -0,20466 1,41219 -0,145 0,884772 8,149261e-01 3,050811e-02 1,267878e+01
BAfL:IB:POTE  -3,83107 1,20358  -3,183 0,001457 2,168629e-02 1,006449e-03 1,745419e-01
BAf2:IB:POTE  -2,06215 1,36273  -1,513 0,130217 1,271802e-01 5,032168e-03 1,747535e+00

(Dispersion parameter for binomial family taken to be 1)
Null deviance: 12695,2 on 10671 degrees of freedom
Residual deviance: 6383,8 on 10646 degrees of freedom
AIC (Akaikes Informationskriterium): 6435,8
Number of Fisher Scoring iterations: 16

Erlauterungen: Intercept: Achsenabschnitt; E: Zielvariable; G: Geschlecht (M: Méannchen, W: Weibchen);
BAfF: Belagsalterung (1 oder 2 Wochen); Df: Tag der Wirksamkeitskontrolle (1. Oder 7. d p.a.); M: Mittel (1B:
Insektizid B); PO: Prifoberflachen (S: Sperrholz, TA: Tapete, TE: Teppich). Ergebnisse: Min: Minimum;
Max: Maximum; 1Q: 1. Quartil; 3Q: 3. Quartil; Estimate: Interaktionskoeffizient; Std. Error: Standardabwei-
chung; z value: Ergebnisse des Wald-Ttests (hier dem T-Test &quivalent); Pr(>|z|): p-Wert des Wald-Tests;
2,5 % und 97,5 %: 95 % Konfidenzintervalle.
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Tab. 25: Vergleich von verschiedenen logistischen Regressionsmodellen mit Interaktionen zur Berechnung der
Einflisse der erkldrenden Variablen auf die Zielvariable in den Wahlversuchen mit dem ,,likelihood ratio®“ Test
durch Deletion einzelner Variablen (single term deletion). Die binéren logistischen Regressionen wurden mit der
freien Statistiksoftware R berechnet. Interaktionen sind mit einem ,,:“ gekennzeichnet.

Single term deletions

Model:

E~G+BAf+Df+ M+ PO + BAf* PO + M * PO + BAf * PO + BAf * M * PO
Variablen  df Deviance AIC LRT Pr(>Chi)

<none> 6383,8 6435,8 - -

G 1 6453,2 6503,2 69,378 <2,2e-16

Df 1 6394,7 6444,7 10,918 0,0009525
BAf:M:PO 6 6413,9 6453,9 30,091 3,777e-05

Erlauterungen: none: ohne Restriktionen; E: Zielvariable; G: Geschlecht (M: Mannchen, W: Weibchen); BAf:
Belagsalterung (1 oder 2 Wochen); Df: Tag der Wirksamkeitskontrolle (1. Oder 7. d p.a.); PO: Prufoberflachen
(Sperrholz, Tapete, Teppich, Hornitex®). Ergebnisse: df: data frame, Anzahl der Vektoren; Deviance: Devianz;
AIC: Akaikes Informationskriterium; LRT: Likelihood-Quotienten (ratio) Test; Pr(>Chi): p-Wert des LRT
(Chi2-verteilt).

Tab. 26: Berechnung eines Generalisierten Logistischen Modells (GLM) ohne Interaktionen im Wahlversuch.
Die Einflisse der erklarenden Variablen auf die Zielvariable (schwere Schadigung von Cimex lectularius) in den
Wahlversuchen wurden mittels bindrer logistischer Regression mit der freien Statistiksoftware R berechnet.

Call:

glm(formula = E ~ G + BAf + Df + M + PO, family = binomial(link = logit))

Deviance Residuals:

Min 1Q Median  3Q Max

-3,5475 -0,5251 0,1867 0,3667 2,2344

Coefficients:

Variablen Estimate Etrdr'or zvalue Pr(>z]) OddsRatio 2,5% 97,5 %
(Intercept) 6,29053  0,13645 46,100 <2e-16 539,4378852 414,21912613 707,23543442
GW -0,48824 0,06176  -7,906 2,66e-15 0,61370518 0,54360572 0,69252515
BAf1 -0,76934 0,07428  -10,358 < ?2e-16 0,46331683 0,40038242 0,53572340
BAf2 -1,07418 0,07764  -13,835 <2e-16 0,34157877 0,29317320 0,39748372
Df7 0,19362  0,06148 3,150 0,00164 1,21363513 1,07597517 1,36922160
IB -4,39392 0,09076  -48,414 <2e-16 0,01235221 0,01030716 0,01471315
POS -2,74448 0,09950 -27,582 <2e-16 0,06428155 0,05280131 0,07799502
POTA -1,47992 0,09088 -16,284 <2e-16 0,22765539 0,19030788 0,27176999
POTE -2,11290 0,09110 -23,194 <2e-16 0,12088631 0,10098468 0,14433461

(Dispersion parameter for binomial family taken to be 1)
Null deviance: 12695,2 on 10671 degrees of freedom
Residual deviance: 6775,2 on 10663 degrees of freedom
AIC (Akaikes Informationskriterium): 6793,2

Number of Fisher Scoring iterations: 6

Erlauterungen: Intercept: Achsenabschnitt; E: Zielvariable; G: Geschlecht (M: Ménnchen, W: Weibchen);
BAfF: Belagsalterung (1 oder 2 Wochen); Df: Tag der Wirksamkeitskontrolle (1. Oder 7. d p.a.); M: Mittel (1B:
Insektizid B); PO: Prifoberflachen (S: Sperrholz, TA: Tapete, TE: Teppich). Ergebnisse: Min: Minimum;
Max: Maximum; 1Q: 1. Quartil; 3Q: 3. Quartil; Estimate: Interaktionskoeffizient; Std. Error: Standardabwei-
chung; z value: Ergebnisse des Wald-Ttests (hier dem T-Test &quivalent); Pr(>|z|): p-Wert des Wald-Tests;
2,5 % und 97,5 %: 95 % Konfidenzintervalle.
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Tab. 27: Vergleich von verschiedenen logistischen Regressionsmodellen ohne Interaktionen zur Berechnung der
Einflusse der erklarenden Variablen auf die Zielvariable in den Wahlversuchen mit dem ,,likelihood ratio® Test
durch Deletion einzelner Variablen (single term deletion). Die binéren logistischen Regressionen wurden mit der
freien Statistiksoftware R berechnet.

Single term deletions

Model:

E ~ G + BAf+ Df + M + PO

Variablen df Deviance AIC LRT Pr(>Chi)
<none> 6775,2 6793,2

G 1 68384 68544 632 1,881e-15
BAf 2 69949 70089 2197 <2,2e-16
Df 1 67852 68012 9,9 0,001615
M 1 11839,7 118557 50645  <2,2e-16
PO 3 78164 78284 10412  <2,2e-16

Erlauterungen: none: ohne Restriktionen; E: Zielvariable; G: Geschlecht (M: Mannchen, W: Weibchen); BAf:
Belagsalterung (1 oder 2 Wochen); Df: Tag der Wirksamkeitskontrolle (1. Oder 7. d p.a.); PO: Prufoberflachen
(Sperrholz, Tapete, Teppich, Hornitex®). Ergebnisse: df: data frame, Anzahl der Vektoren; Deviance: Devianz;
AIC: Akaikes Informationskriterium; LRT: Likelihood Quotienten (ratio) Test; Pr(>Chi): p-Wert des LRT
(Chi2-verteilt).

Tab. 28: Berechnung eines Generalisierten Logistischen Modells (GLM) ohne Interaktionen mit allen Variablen
im Wahlversuch. Die Einflisse der erklarenden Variablen auf die Zielvariable (schwere Schédigung von Cimex
lectularius) in den Wahlversuchen zwischen dem wirkstoffsensiblen UBA-Stamm und dem AS Feldstamm auf
der Prufoberflache Tapete mit Insektizid A wurden mittels bindrer logistischer Regression mit der freien Statis-
tiksoftware R berechnet.

Call:

gim(formula = E ~ AS + G + BAf + Df, family = binomial(link = logit))

Deviance Residuals:

Min 1Q Median 3Q Max

-3,2997 0,1036 0,1426 0,7167 1,1112

Coefficients:

Variablen Estimate Etrdror zvalue Pr(>|z]) OddsRatio 2,5% 97,5 %
(Intercept) 5,43959  0,30593 17,780 <2e-16 230,3469853 1,308062e+02 437,05769284
AS-Samm -4,21128 0,27776  -15,162 <2e-16 0,01482736  8,209014e-03 0,02458663
GW -0,21448 0,12520 -1,713 0,0867 0,80696279  6,311080e-01 1,03120357
BAf1 -0,75788  0,16517 -4,588 4,47e-06 0,46865875  3,386678e-01 0,64740684
BAf2 -0,76290  0,14695 -5,192 2,08e-07 0,46631397  3,489439%-01 0,62097768
Df7 -0,09316 0,12504 -0,745 0,4563 0,91104838  7,128524e-01 1,16404189

(Dispersion parameter for binomial family taken to be 1)
Null deviance: 2256,0 on 2639 degrees of freedom
Residual deviance: 1542,3 on 2634 degrees of freedom
(1 observation deleted due to missingness)

AIC (Akaikes Informationskriterium): 1554,3
Number of Fisher Scoring iterations: 7

Erlauterungen: Intercept: Achsenabschnitt; E: Zielvariable; G: Geschlecht (M: Méannchen, W: Weibchen);
BAf: Belagsalterung (1 oder 2 Wochen); Df: Tag der Wirksamkeitskontrolle (1. Oder 7.dp.a.); AS: AS-
Feldstamm. Ergebnisse: Min: Minimum; Max: Maximum; 1Q: 1. Quartil; 3Q: 3. Quartil; Estimate: Interakti-
onskoeffizient; Std. Error: Standardabweichung; z value: Ergebnisse des Wald-Ttests (hier dem T-Test dquiva-
lent); Pr(>|z|): p-Wert des Wald-Tests; 2,5 % und 97,5 %: 95 % Konfidenzintervalle.
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Tab. 29: Berechnung eines Generalisierten Logistischen Modells (GLM) ohne Interaktionen im Wahlversuch,
ohne die Variable 7 Tage post Applikation. Die Einfliisse der erkldrenden Variablen auf die Zielvariable (schwe-
re Schadigung von Cimex lectularius) in den Wahlversuchen zwischen dem wirkstoffsensiblen UBA-Stamm und
dem AS Feldstamm auf der Priifoberflache Tapete mit Insektizid A wurden mittels binérer logistischer Regressi-
on mit der freien Statistiksoftware R berechnet.

Call:

gim(formula = E ~ AS + G + BAf, family = binomial(link = logit))

Deviance Residuals:

Min 1Q Median 3Q Max

-3,2861 0,1059 0,1392 0,7361 11,0921

Coefficients:

Variablen Estimate Etrdror zvalue Pr(>|z|]) OddsRatio 2,5% 97,5 %
(Intercept) 5,3947 0,2995 18,010 <2e-16 220,23767675 1,267728e+02 413,17988969
AS-Stamm -4,2135 0,2778 -15,170 <2e-16 0,01479511  8,191177e-03 0,02453307
GW -0,2148 0,1252 -1,716 0,0862  0,80674009  6,309739%-01 1,03085414
BAf1 -0,7571 0,1651 -4,585 4,54e-06 0,46903442  3,389694e-01 0,64787146
BAf2 -0,7626 0,1469 -5,191 2,10e-07 0,46645434  3,490699e-01 0,62112903

(Dispersion parameter for binomial family taken to be 1)
Null deviance: 2256,0 on 2639 degrees of freedom
Residual deviance: 1542,8 on 2635 degrees of freedom
(1 observation deleted due to missingness)

AIC (Akaikes Informationskriterium): 1552,8
Number of Fisher Scoring iterations: 7

Erlauterungen: Intercept: Achsenabschnitt; E: Zielvariable; G: Geschlecht (M: Ménnchen, W: Weibchen);
BATf: Belagsalterung (1 oder 2 Wochen); Df: Tag der Wirksamkeitskontrolle (1. Oder 7.dp.a.); AS: AS-
Feldstamm. Ergebnisse: Min: Minimum; Max: Maximum; 1Q: 1. Quartil; 3Q: 3. Quartil; Estimate: Interakti-
onskoeffizient; Std. Error: Standardabweichung; z value: Ergebnisse des Wald-Ttests (hier dem T-Test &quiva-
lent); Pr(>|z|): p-Wert des Wald-Tests; 2,5 % und 97,5 %: 95 % Konfidenzintervalle.

8.5 Wirksamkeitspriufung des Insektizids A im UBA-
Zwangsversuch

8.5.1 p-Werte aus der Berechnung mittels mid-p-Variante

Tab. 30: Statistische Unterschiede zwischen dem sensiblen UBA-Stamm und dem AS-Feldstamm innerhalb der
UBA-Zwangsversuche mit Insektizid A auf Tapete. Berechnet mittels mid-p-Variante des Exakten Vierfelderta-
feltests nach Fisher (o = 0,05), Korrektur mittels Bonferroni-Holm-Prozedur.

Korrigierte p-Werte

Zwangsversuch AS vs UBA X?A
Insektizid ATAKB 2 h 16,156800
Insektizid ATAIWB 2 h 1,889620
Insektizid A TA2WB 2 h 7,771950
Insektizid ATAKB 4 h 4,038600
Insektizid ATAIWB 4 h 16,156800
Insektizid A TA2WB 4 h 7,771950
Insektizid A TA KB 24 h 8,000190
Insektizid A TA 1WB 24 h 16,156800
Insektizid A TA 2WB 24 h 4,038600

Erlauterungen: BA: Belagsalterung, kB: keine Belagsalterung, 1WB: eine Woche Belagsalterung, 2WB: zwei
Wochen Belagsalterung; TA: Tapete.
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Tab. 31: Statistische Unterschiede zwischen der Wirksamkeit von Insektizid A im UBA-Zwangsversuch gegen
den sensiblen UBA-Stamm und den AS-Feldstamm nach den verschiedenen Einwirkzeiten und Belagsalterun-
gen. Berechnet mit der mid-p-Variante des Exakten Vierfeldertafeltests nach Fisher (a = 0,05). Korrektur mittels
Bonferroni-Holm-Prozedur.

Korrigierte p-Werte

Zwangsversuch UBA vs AS kB kB 1WB
1WB 2WB 2WB
AS Insektizid ATA 2 h 24,102000 37,483200 37,360400
AS Insektizid ATA 4 h 35,332200 37,483200 37,483200
AS Insektizid ATA 24 h 37,483200 37,483200 35,332200
UBA Insektizid ATA2h 37,483200 37,483200 37,483200
UBA Insektizid ATA 4 h 37,483200 37,483200 37,483200
UBA Insektizid A TA 24 h 37,483200 37,483200 37,483200
2h 2h 4h
4h 24 h 24 h
AS Insektizid A TA kB 35,332200 37,483200 37,483200
AS Insektizid A TA 1WB 24,102000 24,102000 37,483200
AS Insektizid A TA 2WB 37,483200 37,483200 37,483200
UBA Insektizid A TA kB 37,483200 37,483200 37,483200
UBA Insektizid A TA 1WB 37,483200 37,483200 37,483200
UBA Insektizid A TA 2WB 37,483200 37,483200 37,483200

Erlauterungen: BA: Belagsalterung, kB: keine Belagsalterung, 1WB: eine Woche Belagsalterung, 2WB: zwei
Wochen Belagsalterung; TA: Tapete.

Tab. 32: Statistische Unterschiede zwischen weiblichen und ménnlichen Cimex lectularius sowie zwischen der
Wirksamkeitskontrolle zu den Zeitpunkten 24 h p.a. und 7 d p.a. innerhalb der UBA-Zwangsversuche mit Insek-
tizid A auf Tapete. Berechnet mit der mid-p-Variante des Exakten Vierfeldertafeltests nach Fisher (o = 0,05).
Korrektur mittels Bonferroni-Holm-Prozedur.

Korrigierte p-Werte

Zwangsversuch AS vs UBA Weibchen 24hpa.
Mannchen 7dp.a.
AS Insektizid ATAKB 2 h 34,453300 1,447200
AS Insektizid A TAKB 4 h 29,668800 37,483200
AS Insektizid A TAKB 24 h 37,483200 37,483200
UBA Insektizid ATAKB 2 h 37,483200 37,483200
UBA Insektizid ATAKB 4 h 37,483200 37,483200
UBA Insektizid A TA kB 24 h 22,750000 37,483200

Erlauterungen: BA: Belagsalterung, kB: keine Belagsalterung, 1WB: eine Woche Belagsalterung, 2WB: zwei
Wochen Belagsalterung; TA: Tapete; p.a.: post Applikation.
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8.5.2 Berechnung mittels binarer logistischer Regression

Tab. 33: Berechnung eines Generalisierten Logistischen Modells (GLM) ohne Interaktionen im Zwangsversuch.
Die Einflisse der erklarenden Variablen auf die Zielvariable (schwere Schadigung von Cimex lectularius) in den
UBA-Zwangsversuchen zwischen dem wirkstoffsensiblen UBA-Stamm und dem AS Feldstamm auf der Pruf-
oberflache Tapete mit Insektizid A wurden mittels bindrer logistischer Regression mit der freien Statistiksoft-
ware R berechnet.

Call:

gim(formula = E ~ relevel(S, 2) + Df + EWZ, family = binomial(link = logit))

Deviance Residuals:

Min 10 Median  3Q Max

-2,48515 0,00004  0,00007 0,47337 0,73798

Coefficients:

Variablen Estimate Etrc:'.or zvalue Pr(>z]) OddsRatio 2,5% 97,5 %
Intercept 19,80755 678,59773 0,029 0,97671 4,002319e+08 1,904791e-02 1,406664e+11
AS-Stamm -18,72861 678,59773 -0,028 0,97798 7,349706e-09 2,091179e-118 1,544309e+02
Df7 0,97076 0,24742 3,924  8,72e-05 2,639951e+00 1,642077e+00 4,346154e+00
EWZ 0,04132 0,01355 3,049 0,00229 1,042182e+00 1,015924e+00 1,071656e+00

(Dispersion parameter for binomial family taken to be 1)
Null deviance: 648,78 on 1297 degrees of freedom
Residual deviance: 491,70 on 1294 degrees of freedom
AIC (Akaikes Informationskriterium): 499,7

Number of Fisher Scoring iterations: 19

Erlauterungen: Intercept: Achsenabschnitt; E: Zielvariable; Df: Tag der Wirksamkeitskontrolle (1. Oder
7.d p.a); relevel(S, 3)A: AS-Feldstamm; EWZ: Einwirkzeit. Ergebnisse: Min: Minimum; Max: Maximum;
1Q: 1. Quartil; 3Q: 3. Quartil; Estimate: Interaktionskoeffizient; Std. Error: Standardabweichung; z value:
Ergebnisse des Wald-Ttests (hier dem T-Test dquivalent); Pr(>|z|): p-Wert des Wald-Tests; 2,5 % und 97,5 %:
95 % Konfidenzintervalle.

Tab. 34: Vergleich von verschiedenen logistischen Regressionsmodellen ohne Interaktionen zur Berechnung der
Einfllsse der erklarenden Variablen auf die Zielvariable in den UBA-Zwangsversuchen mit dem ,,likelihood
ratio” Test, durch Deletion einzelner Variablen (single term deletion). Die binédren logistischen Regressionen
wurden mit der freien Statistiksoftware R berechnet.

Single term deletions

Model:

E ~ relevel(S, 2) + G + BAf + Df + EWZ

Variablen df Deviance AIC LRT Pr(>Chi)
none 488.86 502.86

AS-Stamm 1 621.68 633.68 132.813 <2.2e-16
G 1 489.20 501.20 0.341 0.559091
BAf 2 491.36 501.36 2.497 0.286882
Df 1 505.52 517.52 16.653 4.487e-05

EWZ 1 499.43 511.43 10.563 0.001154

Erlauterungen: none: ohne Restriktionen; E: Zielvariable; G: Geschlecht (M: Mannchen, W: Weibchen); BAf:
Belagsalterung (1 oder 2 Wochen); Df: Tag der Wirksamkeitskontrolle (1. Oder 7. d p.a.). Ergebnisse: df: data
frame, Anzahl der Vektoren; Deviance: Devianz; AIC: Akaikes Informationskriterium; LRT: Likelihood Quoti-
enten (ratio) Test; Pr(>Chi): p-Wert des LRT (Chi®-verteilt).
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8.6 Vergleich der Schadigungsrate von mannlichen und weibli-
chen C. lectularius des AS-Stamms im Wahl- und Zwangsver-
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Abb. 64: Vergleich der Schadigungsrate ménnlicher und weiblicher Cimex lectularius des AS-Stamms im
Wahlversuch unter der Verwendung von Insektizid A auf Tapete.
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Abb. 65: Vergleich der Schadigungsrate ménnlicher und weiblicher Cimex lectularius des AS-Stamms im UBA-
Zwangsversuch, unter der Verwendung von Insektizid A auf Tapete. A keine, B eine Woche und C zwei Wo-
chen Belagsalterung.
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8.7 Vergleich der Schadigungsrate mannlicher und weiblicher

C. lectularius des UBA-Stamms im Wahlversuch
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Abb. 66: Vergleich der Schadigungsrate ménnlicher und weiblicher Cimex lectularius im Wahlversuch unter der
Verwendung von Insektizid A auf A Teppich, B Hornitex®, C Sperrholz.
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Abb. 67: Vergleich der Schadigungsrate mannlicher und weiblicher Cimex lectularius im Wahlversuch unter der
Verwendung von Insektizid B auf A Teppich und B Hornitex® und C Sperrholz.

208



Anhang

8.8 Gesamttierzahl aus der Aufzucht von C. lectularius mittels ar-
tifizieller Blutftitterung
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Abb. 68: Gesamttierzahl aus der Aufzucht von Cimex lectularius A in vivo am Kaninchen sowie mittels artifizi-
eller Fltterung mit B Rinderblut und C Schafsblut.
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Abb. 69: Gesamttierzahl aus der Aufzucht von Cimex lectularius mittels artifizieller Fltterung mit Schweine-
blut, Ansétze A (A) und B (B).
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8.9 Fragenkatalog zur aktuellen Bettwanzensituation in Deutsch-
land

Umwelt
Bundes
Amt @&

Fir Mensch und Unrwedt

Fragenkatalog zur aktuellen Bettwanzensituation in Deutschland
- Eine Bettwanzenstatistik fir Deutschland -

Im Rahmen eines Forschungsvorhabens hat das Unweltbundesamt 2010 eine Erfassung
der Bettwanzenbekampfungen pro Jahr begonnen, um die Bettwanzensituation in
Deutschland darzustellen.

Ich danke den Firmen, die sich schon einmal fir unsere Unfrage Zeit genommen haben.
Leider haben wir noch nicht gendgend Daten um eine statistische Auswertung
durchzufhren.

Dies mochte ich zusammen mit lhrer Hilfe gerne dndern!

Ich bitte Sie deshalb erneut, die folgenden Fragen so detailliert wie mdglich zu beantworten
und den Fragenkatalog anschlieftend an mich zurlckzusenden! Sie kénnen den Fragebogen
direkt am Computer ausfilllen oder ausdrucken, ausfillen und per Fax zurickschicken.

Die Daten werden selbstverstandlich in anonymisierter Fonm dargestellt und Ihnen nach
einer Auswertung gerne zur Verflgung gestellt.

Sollten Sie sich von dieser Umfrage nicht angesprochen fihlen, da Sie keine
Bettwanzenbekampfungen durchflihren, wirde ich Sie bitten das entsprechende Feld auf
dem angehangten Fragenkatalog anzukreuzen und an mich zurickzusenden, damit ich
lhnen keine weiteren Exemplare zukommen lasse. Eine kurze Rickmeldung per Mail genigt
ebenfalls.

Vielen Dank fir lhre Mihen!

srlette Yander Pan

Umweltbundesamt (UBA)
Fachgebiet IV 1 4

Fon: 030 /8903 1351

E-dail: arlette. boyeri@uba. de
www umweltbundesamt de

Abb. 70: Fragenkatalog zur aktuellen Bettwanzensituation in Deutschland.
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Firma:

Fragenkatalog — Bettwanzeneinsatze

1.) Anzahl der Bettwanzenbekampfungen ab dem Jahr 2008:

Die Daten werden selbstverstandlich in anonymisierter Form dargestellt. Fir die

deutsc hlandw eite Auswertung bendtige ich aber immer den Firmennamen, um die
Ergebnisse der jeweiligen Stadt oder dem jeweiligen Bundesland zuordnen zu kKdnnen. Die
Firmen mit verschiedenen Standorten bitte ich zudem ihre Bettwanzenbekampfungen pro
Jahr bundeslandspezifisch anzugeben und nicht fir ganz Deutschland zusammenzufassen.

[] Bettwanzenbekdampfung gehort nicht zu meinem Arbeitsfeld, deshalb
kann ich diesen Fragebogen nicht ausfillen!

Anzahl der durchschnittlich im Jahr
getatigten Bekampfungen
Jahr Gewerbliche Medizinische
Private Einrichtungen Einrichtungen
Haus halte (Hotels, Restaurants. dffentliche (Krankenhauser.
Verke hrsmittel, usw.) Altersheime, usw |
2008
2009
2010
2011
2012
2013

2.) Falls vorhanden, Anzahl der Bettwanzenbekampfungen vor 2008:

Jahr

Anzahl der durchschnittlich im Jahr

getatigten Bekampfungen

Gewerbliche

Private Einrichtungen Einrichtungen
Haushalte (Hotels. Restaurants, éffentliche (krankenhiuser,
WVerkehrsmittel, usw.) Altersheime, usw )

Medizinische

Seite 1

Fortsetzung Abb. 70: Fragenkatalog zur aktuellen Bettwanzen Situation in Deutschland.
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ang

werden?

Bitte Wahlen Sie aus!

4.) Welche Wirkstoffe und Insektizide verwenden Sie?

3.) Wie viele Behandlungen mussten im Durchschnitt pro Bekampfung durchgefiihrt

Welche Wirkstoffe bzw. Verfahren
verwenden Sie?

Welche Insektizide
bzw. Verfahren
verwenden Sie

bevorzugt?
(Markenname)

Verdacht
auf

Resistenz?

Pyrethroid

Carbamat

Organophosphosphatverbindung

Hitze

Kalte

Andere Mittel / Methoden

Dodpdodpoubupoogguoodgdood

Vielen Dank fir lhre Unterstlitzung!

Seite 2

Fortsetzung Abb. 70: Fragenkatalog zur aktuellen Bettwanzen Situation in Deutschland.
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