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Abb. 3-7 Nukleotidsequenz des Amplikons 3. Das Codon (rot) der L1014F und L1014H wird
hier als Wildtyp-Sequenz (CTT) angezeigt. Erstellt mit der Software SnapGene,
Referenzgen: Vssc, NCBI ID: LOC106082698.
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Zur spateren ldentifizierung einzelner Proben wahrend der Analyse der Sequenzierung
wurden die Primer zusatzlich am 5-Ende mit individuellen Nukleotidanhdngen (Barcodes)
versehen. Die Anhange setzten sich aus sechs bis acht Nukleotiden zusammen und es wurden
insgesamt funf verschiedene Anhange flr die Vorwartsprimer und vier fir die Riickwartsprimer
verwendet (Anhang A).

Die PCRs zur Probenvorbereitung fiur die Sequenzierung (Library Preparation) wurden unter
Verwendung einer DreamTaq DNA Polymerase durchgefihrt. Der Mastermix fur die PCR
setzte sich aus 12,5 yl DreamTaq PCR Master Mix (2X), jeweils 1 yl Forward- und Reverse-
Primer (10 uM), 4 yl DNA-Template sowie 6,5 yl DEPC-H,0 zu einem Gesamtvolumen von
25 yl zusammen. Fir die Amplifikation wurde resultierend aus dem Optimierungsprozess fur

die Annealing-Temperatur folgendes Protokoll angewandt:

Schritt Temperatur Zeit
1. Initiale Denaturierung 95 °C 1 min
40 Zyklen:
2. Denaturierung 95 °C 28 s
3. Primer-Hybridisierung 60 °C 30s
4. Elongation 72 °C 1 min
5. Finale Elongation 72°C 5 min
6. Abkuhlung 4°C unbegrenzt

Im Anschluss wurde mittels Gelelektrophorese und der Verwendung eines 2%-Agarosegels
der Erfolg der PCRs uberprift. Fir die Aufreinigung der PCR-Produkte fand das CleanNGS
Kit Anwendung, welches auf der Bindung der DNA-Fragmente an magnetische Partikel
(magnet beads) basiert. Das Herstellerprotokoll wurde dabei modifiziert. So wurde nur das 0,8-
fache statt des 1,8-fachen PCR-Produkt-Reaktionsvolumens des CleanNGS-Reagenzes
verwendet. Aullerdem erfolgte die Elution mit DEPC-H,O anstelle eines Puffers. Im Anschluss
wurde als Grundlage fiir das ,pooling“ die Konzentrationsmessung der aufgereinigten PCR-

Produkte mit dem Epoch Mikroplatten-Spektralphotometer vorgenommen.

3.2.4.6 Vorbereitung der NGS-Libraries

Im Vorfeld der Durchfiihrung der lllumina-Sequenzierung wurden die PCR-Produkte zu
insgesamt neun Pools (Libraries) zusammengefligt. Da innerhalb der Sequenzierung
gleichzeitig eine Untersuchung von M. domestica-Proben mit ebenfalls drei verschiedenen
Amplikons durchgefiihrt wurde, erfolgte die Planung der Libraries unter Einschluss dieser
PCR-Produkte. Es wurde darauf geachtet, dass jede Primerkombination (vorwarts/riickwarts)
mit den entsprechenden Barcodes nur ein einziges Mal in jeder Library vertreten war, um eine

Identifikation der Einzelproben in der spateren Analyse zu gewahrleisten. Flr das Pipettieren
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wurden die bendtigten Volumina der einzelnen PCR-Produkte anhand der gemessenen
Konzentrationen berechnet. Das Ziel war es dabei, eine Library aus PCR-Pools zu jeweils
gleichen Anteilen zusammenzusetzen.

Es folgte zur Erhéhung der Konzentrationen der pipettierten neun Libraries von mind. 50 ng/ul
eine Evaporation unter Vakuum-Zentrifugation und Hitzeeinwirkung mit dem

Concentrator 5301.

3.2.4.7 Deep-Amplicon-Sequencing mittels lllumina Sequenzierung

Die Sequenzierung wurde bei dem kommerziellen Anbieter Novogene GmbH (Minchen,
Deutschland) in Auftrag gegeben. Die aufgereinigten, gepoolten Proben wurden daher an den
Auftragnehmer versandt, wo die weitere Prozessierung der NGS-Bibliotheksvorbereitung
(library preparation) erfolgte. Fir die Sequenzierung fand das lllumina NovaSeq 6000 System
(2 x 250 bp, lllumina) Anwendung. Fir jede Library sollten mind. 5x107 Paired-End-Reads
generiert werden. Die erzeugten Rohdaten aus der Sequenzierung wurden im Anschluss

zurtick ans Institut fir Parasitologie und Tropenveterinarmedizin der FU Berlin Gbermittelt.

3.2.5 Statistische Auswertung
3.2.5.1 Bestimmung der LD50 fiir Deltamethrin

Die aus der topikalen Applikation gewonnenen Daten wurden zunachst in Microsoft Excel
erfasst und nach Isolat und Testkonzentration sortiert. Die Beurteilung des Effekts der
Deltamethrin-Dosis auf die einzelne Fliege erfolgte nach ,lebend/nicht paralysiert* (Wert = 1)
oder nach ,tot/paralysiert® (Wert = 0). Die Daten wurden anschlieRend in das Programm
GraphPad Prism® Version 5.03 exportiert, um die Auswertung in einem Dosis-Wirkungs-
Modell mittels Regression vorzunehmen. Die Dosis-Wirkungskurven wurden dabei mit
dem flnf-parametrischen log-logistischen Modell angepasst. Als X-Werte wurde die
verwendete die logio-transformierte Deltamethrin-Dosis eingesetzt, und den Y-Werten wurden
die Phanotypen ,lebend oder tot/ paralysiert” (Werte 1 oder 0) zugeordnet.

Die Ermittlung der Resistenzfaktoren (RF) erfolgte mittels Division des LDso-Wertes der
Feldisolate durch den LDso-Wert des Pyrethroid-suszeptiblen MSD-Referenzstammes.

Im Rahmen der weiteren Bewertung der Resistenz wurde die derzeit aktuelle WHO-Leitlinien
zur Bewertung der Ergebnisse von Empfindlichkeitstests bei Malariavektor-Mucken (WHO
2022) auf Pyrethroidresistenz herangezogen. Gemal den Leitlinien gilt eine Population als
anfallig, wenn die Sterblichkeitsrate zwischen 98 und 100 % liegt, wenn sie einer bestimmten
Insektizidkonzentration ausgesetzt wird. Eine Sterblichkeitsrate von weniger als 98 % weist
demnach auf das Vorhandensein einer Resistenz hin und erfordert weitere Untersuchungen

zur Bestatigung des Vorhandenseins von Resistenzgenen in der Population.
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3.2.5.2 Auswertung der Genotypisierung

Die vier Feldpopulationen wurden in R Version 3.5.3 mittels der Funktion HWTriExact () aus
dem R Paket HardyWeinberg (Graffelman 2015) auf Grundlage der Genotypen auf das
Vorhandensein des Hardy-Weinberg-Gleichgewichts (HWE) Uberprift. Hierbei erfolgte eine
Testung auf die Allele F, Hund L.

Des Weiteren wurden die Odds Ratios (OR) zum Uberleben der Deltamethrin-Applikation fiir
die verschiedenen Genotypen L/H, L/F, H/H, H/F, F/F im Vergleich zum Wildtyp L/L berechnet.
Dazu wurde ein logistisches Regressionsmodell in R Version 3.5.3 unter Verwendung der
Funktion glm() aus dem Paket stats Version 4.1.1 erstellt. Als unabhangige, erklarende

Variablen dienten "Genotyp", "Deltamethrin-Konzentration" und "Betrieb".

3.2.5.3 Vergleich der Verteilung der Allelhdufigkeiten zwischen den Regionen BB,
BW und SH

Die Verteilung der Haufigkeiten der Allele kdr, kdr-his und wt innerhalb der Regionen BB, BW
und SH wurde in GraphPad Prism mit dem Shapiro-Wilk-Test auf eine Normalverteilung
Uberpruft. AnschlieRend wurden unter Verwendung des Mann-Whitney-Tests mittels R
Funktion wilcox.test () die Haufigkeiten der Allele kdr, kdr-his und wt zwischen den
Gruppen, welche in diesem Fall durch die Bundeslander Brandenburg (BB), Baden-

Wirttemberg (BW) und Schleswig-Holstein (SH) gebildet wurden, verglichen.

3.2.5.4 Bioinformatische Analyse der Sequenzierungsdaten

Die von Novogene GmbH als fastg-Dateien gelieferten Rohdaten aus der Sequenzierung
wurden fir die bioinformatische Analyse an Herrn Dr. Stefan Fiedler (BVL) weitergeleitet. Nach
dem Import der Daten in die Software Geneious Prime Version 2021.2.2 erfolgte das
Demultiplexing (Erkennen und Trennen nach Barcodes) der Datensatze. Das erste
Demultiplexing, das Entfernen der lllumina Indexprimer, wurde bereits beim Export der Daten
aus dem lllumina-Sequenziergerat vorgenommen. Beim zweiten Demultiplexing wurden die
einzelnen Proben innerhalb der Pools anhand der individuellen, eigengewahlten Barcodes
auseinandersortiert. Hierbei kam die Geneious Funktion seperateByBarcode () zum
Einsatz. Da die urspringliche Dateibenennung nach Primernamen ungeeignet fiir die weitere
Analyse war, wurden die Dateien anschlieRend nach Betrieb und Amplikon umbenannt
(Renaming). Das Read-Merging (Zusammenfuhren passender Vorwarts- und
Ruckwartsreads) erfolgte mit dem Geneious Tool BBMerge (BBTool v38.84), unter der
Einstellung Merge rate ,normal“. Mittels Abgleiches mit den Referenzsequenzen wurde vorab
selektiert, welche Reads fur eine weitere Auswertung verwendbar waren. Anschlielend
erfolgte das Aussortieren nach Lange.

Fir die Dereplication (Reduzierung der Sequenzen) wurden je PCR-Produkt alle Sequenzen

zusammengefasst. Die weitere Sequenzverarbeitung erfolgte unter Anwendung der
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R Funktion uniquesToFasta (getUniques (derep4) [1:1000]) aus dem Paket DADA2
(Callahan et al. 2016). Folglich wurden identische Sequenzen zusammengefasst und gezahlt
und die ersten 1.000 dieser Sequenzen als FASTA-Datei exportiert. Die zusammengefassten
Varianten wurden auf das Vorkommen der entsprechenden resistenzassoziierten Mutationen
Uberprift, entsprechend als wt (Wildtyp), kdr, kdr-his oder super-kdr annotiert und dienten im
Anschluss als Referenzvarianten fir die weiteren Analysen.

Die weiterfuhrende Analyse erfolgte wieder innerhalb der Geneious Prime Software. Von den
jeweiligen PCR-Produkt-Varianten wurden nach Haufigkeit und phylogenetischer Verteilung
Hauptvarianten ausgewahlt und fir die weiteren Analysen verwendet. AnschlielRend erfolgte
ein Mapping der sortierten Rohdaten auf die ausgewahlten Referenzvarianten. Im Mapping
wurde eine Fehlerquote von maximal 2 % je Read akzeptiert. Der Anteil der gemappten Reads
je Referenzvariante diente flr die weitere Auswertung. Reads, welche keiner der Varianten
zugeordnet werden konnten, wurden im Folgenden verworfen. Proben mit sehr hohen Anteilen
an nicht zugeordneten Reads wurden gesondert betrachtet und als weitere Referenzvarianten
in die Analyse eingeschlossen. Der Anteil nicht genutzter Sequenzdaten lag im Mittel bei
weniger als 1 %.

Aus den zugeordneten Referenzvarianten konnte der Anteil an wt, kdr und kdr-his oder wt und

super-kdr bestimmt werden.

3.2.5.4.1 Phylogenetische Analyse
Die aus der Dereplication erhaltenen Referenzvarianten wurden, analog zur Berechnung der
Resistenzanteile, je Farm nach Haufigkeit sortiert und aufsteigend nummeriert. Die 20
haufigsten Varianten je Farm wurden fur die weitere Analyse verwendet. Fur die
phylogenetische Analyse wurden alle Referenzvarianten vom Amplikon 3, welches die kdr-
Position enthalt, mittels Neighbor-Joining-Algorithm (unrooted, HKY Distanzmodell) berechnet
und graphisch dargestellt. Die weitere Verarbeitung und Annotation (Bundesland, wt/kdr/kdr-
his, Haufigkeit) des Neighbor-Joining-Trees (Phylogenetischen Baums) erfolgte mit der

Online-Anwendung iTol Version 7.0.
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4 Ergebnisse

4.1 Phanotypische Untersuchung von Feldisolaten (4)

4.1.1 Wirksamkeit von Deltamethrin (topikale Applikation)

Die Wirksamkeit des Pyrethroids Deltamethrin auf die Feldisolate Bah, Spa, Gos und Schl
sowie den sensiblen Referenzstamm MSD wurde anhand der phanotypischen Testmethode
der topikalen Applikation evaluiert. Die Wirkung von Deltamethrin auf die einzelnen
Testindividuen wurde nach einer Beobachtungszeit von 48 Stunden bewertet. Aus dem
Feldisolat Bah wurden insgesamt 210 Fliegen aus der F2 Generation beurteilt, aus Spa, Gos
und Schl jeweils 210 Fliegen der F1 und aus dem MSD-Stamm 88 Fliegen der F3.

Die Erstellung der Dosis-Wirkungs-Kurven mittels logistischer Regression mit fiinf Parametern
ermoglichte die Beurteilung der Resistenz der vier Feldisolate gegen Deltamethrin anhand des
Vergleichs mit dem suszeptiblen Referenzstamm (Abb. 4-1). Fir die vier Feldisolate konnten
dabei die LDso-Werte von 19,71 ng Deltamethrin/Fliege (95 %-KI: 12,91 — 30,07 ng/Fliege) fur
Bah, von 18,30 ng/Fliege (95 %-KI: 9,985 — 33,53 ng/Fliege) flir Spa, von 47,42 ng/Fliege
(95 %-KlI: 27,99 — 80,32 ng/Fliege) fir Gos und von 40,55 ng/Fliege (95 %-Kl: 14,93 —
110,1 ng/Fliege) fur Schl ermittelt werden.

Unter Bezugnahme auf den LDso-Wert des sensiblen Referenzstammes MSD von
0,397 ng/Fliege (95 %-KI: 0,213 — 0,739 ng/Fliege) resultierten daraus Resistenzfaktoren von
49,65 fur Bah, 46,10 fur Spa, 119,45 fur Gos und 102,14 fur Schl (Tab. 4-1).

Die vier Feldisolate kénnen daher als resistent gegeniber dem Wirkstoff Deltamethrin

bewertet werden.
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Abb. 4-1 Deltamethrin-Dosis-Wirkungskurve fir die vier S. calcitrans-Feldisolate und den
MSD-Referenzstamm. Es wurde eine asymmetrische logistische Regression mit finf
Parametern angewandt. x: log1o Deltamethrin-Dosis in ng/Fliege; y: Nicht-
Paralyse/Uberlebensrate der S. calcitrans Feldisolate Bah, Spa, Schl, Gos und des
Referenzstamms MSD; X und + SD sind durch die Datenpunkte dargestellt.
Modifiziert dargestellt nach (Daher et al. 2024)

Tab. 4-1 LDsp-Werte fur Deltamethrin fir die S. calcitrans Feldisolate und den
Referenzstamm; modifiziert nach (Daher et al. 2024)

MSD Bah Gos Schl Spa
LDso ng/fly 0,397 19,71 47,42 40,55 18,30
LDso 95 %KI? 0,213 12,91 27,99 14,93 9,985

0,739 30,07 80,32 110,1 33,53
Hill slope® -1.352 -2.099 -1.003 -0.773 -0.777
Hill slope 95 %KI -3.032 -6.084 -1.811 -1.463 -1.674

0.328 1.886 0.195 0.083 0.121
Generation F3 F2 F1 F1 F1
N 88 210 210 210 210
Dosisbereiche® 0-3 0-100 0 - 1000 0-1000 0-100
p Wertd n.a. < 0.0001 < 0.0001 < 0.0001 < 0.0001
RF n.a. 49,65 119,45 102,14 46,10

A 95 % Konfidenzintervall

B Steigung der Kurve

€ Dosisbereich (ng Deltamethrin/pl)

P Vergleich mit dem MSD-Stamm mittels eines F-Tests auf Basis der Quadratsummen

54



Ergebnisse

4.2 Genotypische Untersuchungen einzelner Fliegen aus

Feldisolaten

4.2.1 Vorkommen der Mutationen L1014F, L1014H und M918T in

S. calcitrans-Ruckstellproben
Der Nachweis der Mutationen L1014F, L1014H und M918T im Vssc-Gen von insgesamt
22 S. calcitrans-Ruckstellproben aus neun verschiedenen Milchviehbetrieben wurde mittels
RT-PCR unter Verwendung des Primerpaars StcalVGSC2651for/ StcalVGSC3250 gefihrt.
Die erfolgreiche Amplifikation der Zielsequenzen konnte durch die Darstellung der erwarteten
Banden im Bereich von 600 bp durch die Agarose-Gelelektrophorese bestatigt werden. Bei
einer Probe gelang die Vervielfachung der cDNA nicht, womit kein Ergebnis Uber das
Vorkommen einer Mutation generiert werden konnte.
Im Alignment der mittels Sanger-Methode (LGC Genomics GmbH, Berlin, Deutschland)
sequenzierten PCR-Produkte mit den Sequenzen sensibler Fliegen des Wildtyps (CTT) konnte
das Vorkommen der SNPs L1014F (TTT) und L1014H (CAT) bestatigt werden. Dabei fiel auf,
dass alle analysierten PCR-Produkte mutierte Vssc-Allele aufwiesen. Insgesamt waren acht
Fliegen homozygot mutiert, davon drei mit der Mutation kdr (F/F) und finf mit der kdr-his (H/H).
Die verbliebenen acht Fliegen wurden als heterozygot mutiert bewertet, wobei bei flnf Fliegen
der Genotyp kdr/kdr-his (F/H) und bei drei Fliegen der Genotyp Wildtyp/kdr-his (L/H)
nachgewiesen werden konnte (Tab. 4-2). Bei den restlichen fliinf PCR-Produkten konnte der
genaue Genotyp aufgrund eines nicht auswertbaren Chromatogramms nicht bestimmt werden.
Keine der untersuchten Fliegen zeigte den homozygoten Wildtyp. Ebenfalls konnte bei keiner
der untersuchten Fliegen der Polymorphismus super-kdr M918T nachgewiesen werden.
Die Annahme eines heterozygoten Genotyps mit den beiden Resistenzallelen kdr und kdr-his
konnte mittels der Klonierung der PCR-Produkte der Riickstellproben gestiitzt werden. Im
Alignment der rekombinanten Plasmide eines PCR-Produkts mit der Referenzsequenz des
Vssc-Gens (NCBI Gen ID: LOC106082698) unter Verwendung des NCBI BLASTN
Algorithmus wurden die Haplotypen mit den Muationen L1014F (TTT) und L1014H (CAT)
gegenuber dem Wildtyps 1014 (CTT) dargestellt (Anhang B).

Tab. 4-2 Anzahl (N) der analysierten Genotypen homozygot Wildtyp (L/L), kdr (F/F), kdr-his
(H/H) und heterozygot Wildtyp/kdr-his (L/H), Wildtyp/kdr (L/F) und kdr/kdr-his (F/H) aus den
22 S. calcitrans Ruckstellproben

Genotyp L/L FIF H/H L/H L/F F/H n.a.

N Fliegen 0 3 5 3 0 5 6
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4.2.2 Genotypisierung mittels allelspezifischer PCR (PASA)

Um die Spezifitat, der fir die PASA entwickelten Primer zu bestatigen, wurden zunachst die
Templates P-Leu, P-Phe und P-His unter Anwendung eines Temperaturgradienten
amplifiziert. Dabei wurden die drei spezifischen Vorwartsprimer mit dem allgemeinen
Ruckwartsprimer zur Amplifikation der unterschiedlichen Plasmid-DNA Proben eingesetzt. Die
PCR galt als etabliert, sobald zwischen der Amplifikation der jeweils passenden Primer-
Template-Kombination und den beiden alternativen Kombinationen (engl. misfitting) eine
Differenz von mindestens zehn Amplifikationszyklen lag (Abb. 4-2). Bei der Genotypisierung
der Feldisolate und des Referenzstamms wurde ein Abstand von mindestens sechs
Amplifikationszyklen zur Bewertung verwendet (Anhang C). Ausgehend von einer optimalen
Amplifikationseffizienz der PCR, d.h. einer Vervielfachung der Amplifikate in jedem Zyklus,

entsprache dies einem 64-fachen Unterschied.
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Abb. 4-2 Amplifikationskurven der PASA in der Etablierung mit Plasmid-DNA Proben.
A-C zeigen PCRs mit Plasmid-DNA Templates eines Genotyps (entspricht homozygoten
Fliegen), D-F Mischungen von zwei unterschiedlichen Plasmid-DNA Templates (entspricht
heterozygoten Fliegen). Zur Differenzierung zwischen den Allelen wurde fir die Etablierung
der PCR ein Abstand von mind. 10 Amplifikationszyklen festgelegt, das entspricht bei
optimaler Effizienz der PCR einer 1024-fachen Differenz in der vorhandenen
Templatemenge. Modifiziert dargestellt nach (Daher et al. 2024)

Innerhalb der ausgewahlten Konzentrationsfenster fur die Feldisolate Bah, Schl, Gos und Spa
und den Referenzstamm MSD waren zuvor insgesamt 366 Wadenstecher phéanotypisch
getestet worden (Tab. 4-3). Von diesen konnten unter Anwendung der PASA 355 Fliegen
erfolgreich genotypisiert werden. Dabei wurden die mutierten Allele kdr L1014F (F) und kdr-his
L1014H (H) und das nicht mutierte Wildtyp-Allel (L) nachgewiesen und darUber hinaus die
homo- bzw. heterozygoten Genotypen L/L, L/H, L/F, H/H, H/F und F/F identifiziert. Die
getesteten Individuen des Referenzstammes zeigten allesamt den homozygoten Genotyp
(L/L), welcher dem Wildtyp entspricht, womit ihre Sensitivitdt gegenuber Deltamethrin auf

genotypischer Ebene bestatigt werden konnte.
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Das kdr-Allel konnte bei insgesamt 191 Fliegen aus den Feldisolaten nachgewiesen werden.
Davon zeigten 35 Fliegen den homozygoten Genotyp F/F und 126 Fliegen den heterozygoten
Genotyp F/H sowie 30 Fliegen den heterozygoten Genotyp F/L. Am haufigsten konnte die
Mutation in dem Isolat Gos detektiert werden. Hier konnte die kdr bei 67 von 79 (84,81 %) der
Fliegen nachgewiesen werden. Insgesamt am haufigsten wurde das kdr-his-Allel (H) in
269 Fliegen amplifiziert. Davon konnten 108 Fliegen als homozygot H/H bestimmt werden.
Zudem wurde das Allel im heterozygoten Genotyp L/H bei 35 Fliegen detektiert. Das Wildtyp-
Allel konnte in 67 Fliegen der vier Feldisolate nachgewiesen werden. Zwei Fliegen zeigten
einen homozygoten Genotyp L/L des Wildtyps, welche beide zu dem Isolat Spa gehdrten
(Tab. 4-4).

Zusammenfassend konnte damit bei 334 der 336 (99,4 %) untersuchten Fliegen aus
Feldisolaten eine Mutation in zumindest einer der Kopien des diploiden Genoms
nachgewiesen werden. Bei den beiden hoher resistenten Isolaten Gos und Schl war die
Haufigkeit des kdr-Allels um das 1,6- bis 2,7-fache hoher als in den beiden Betrieben mit
geringerem Resistenzniveau (Bah und Spa). Fir zehn Fliegen aus den Feldisolaten sowie eine

Fliege des Referenzstamms konnten kein eindeutiges PCR-Ergebnis generiert werden.

Tab. 4-3 Testgruppen der PASA. Die Gruppen wurden auf Grundlage der LDso Ergebnisse flr
Deltamethrin (DTM) ausgewahilt

Testgruppe Isolat LDso (ng DTM/ Fliege) ng DTM/ Fliege N Fliegen
1a Schl 40,55 10 29
1b Schl 30 25
1c Schl 100 30
2a Gos 47,42 10 27
2b Gos 30 29
2c Gos 100 28
3a Spa 18,30 3 30
3b Spa 10 30
3c Spa 30 30
4a Bah 19,71 3 29
4b Bah 10 30
4c Bah 30 29
5a MSD 0,397 0,3 10
5b MSD 1 10
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4.2.3 Hardy-Weinberg-Gleichgewicht

Die Berechnung mit dem R Paket HardyWeinberg ergab im Tri-allelic Exact Test flr die drei
Allele L, F und H, dass nur flr die Population Bah (p = 0,744) die Nullhypothese ,Die
Population befindet sich im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht* nicht abgelehnt werden konnte.
Fir die Populationen Schl (p = 0,048), Gos (p = 0,007) und Spa (p < 0,001) wurde das HWG
abgelehnt (Tab. 4-4). Daraus kann mit hoher Wahrscheinlichkeit geschlossen werden, dass in

diesen Populationen Selektion durch den Einsatz von Pyrethroiden stattfindet.
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Tab. 4-4 Haufigkeiten der Allele und Genotypen und Analyse des Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (HWE) fir die vier Feldisolate. Die Allele sind
entsprechend der kodierten Aminosaure benannt: L, Leucin; H, Histidin; F, Phenylalanin. Modifiziert dargestellt nach (Daher et al. 2024)

Isolat Anzahl Genotypen Total Haufigkeit Genotyp Haufigkeit Allel Exact Test
HWE

LL LH LF HH HF FF LL LH LF HH HF FF L H F p Wert
Bah 0 14 2 4 26 2 88 0 0,159 0,023 0,500 0,295 0,023 0,091 0,727 0,182 0,744
Gos 0 2 12 10 42 13 79 0 0,025 0,452 0,127 0,532 0,165 0,089 0,405 0,506 0,007
Schl 0 15 4 13 32 16 80 0 0,188 0,050 0,163 0,400 0,2 0,119 0,456 0,425 0,048
Spa 2 4 12 41 26 4 89 0,022 0,045 0,130 0461 0,292 0,045 0,112 0,629 0,258 < 0,001
Betriebe

. 2 35 30 108 126 35 336 0,006 0,104 0,089 0,321 0,384 0,104 0,103 0,561 0,336 n.a.

gesam
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4.2.4 Logistische Regression zur Analyse der Uberlebenswahrscheinlichkeit
nach Deltamethrin-Exposition in Abhangigkeit vom Genotyp

Anhand der Ergebnisse aus der Untersuchung von Phanotyp und Genotyp der einzelnen
Fliegen lieflen sich in Abhangigkeit von der Auspragung der verschiedenen Resistenzallele
Unterschiede in der Wirksamkeit von Deltamethrin aufzeigen. In der Untersuchung der
Individuen der Feldisolate Gos und Schl, bei welchen mittels LDso-Bestimmung ein hoch
resistenter Phanotyp nachgewiesen werden konnte, wurde das kdr-Allel (F) haufiger detektiert
als in den Isolaten Bah und Spa, die phanotypisch einen niedrigeren Resistenzfaktor zeigten.
Diese potenzielle Korrelation zwischen den unterschiedlichen Resistenzallelen und der Starke
der Resistenzausbildung wurde mittels Bestimmung des Chancenverhaltnisses (engl. Odds
Ratios, OR), unter Verwendung einer logistischen Regression mit der abhangigen Variable
Paralyse (ja oder nein) und den erklarenden Variablen Genotyp, Deltamethrin-Konzentration
und Betrieb vertiefend untersucht (Abb. 4-3). Dabei zeigte sich zum einen, dass mit dem
Vorhandensein des Genotyps F/F eine 92-fach héhere Uberlebenschance (OR =92,0;
95 %-Kl: 20,5 - 549,3) einherging, verglichen mit der Uberlebenschance bei der Auspragung
des sensiblen Genotyps L/L. Zum anderen wurde mit der Auspragung des Allels kdr (F) eine
héhere Uberlebenschance und somit Resistenz beobachtet als mit der Auspragung des Allels
kdr-his (H). Demzufolge kann der homozygote Genotyp (F/F) (OR = 92,0) verglichen mit dem
heterozygoten Typ F/H (OR=29,3; 95 %-KI: 8,8-134,9) mit einem resistenteren Phanotyp in
Verbindung gebracht. Der Genotyp F/H kann wiederum eine héhere Resistenz induzieren als
der homozygote Genotyp H/H (OR = 14,9, 95 %-Kl: 4,6-66,7) bzw. die heterozygoten
Genotypen L/F (OR=10,2; 95 %-KlI: 2,7 -50,9) und L/H (OR=5,1; 95%-KI: 1,3 -25,7).
Aulerdem hatte die verwendete Dosis von Deltamethrin selbst einen signifikanten Effekt auf
die Chance, dass nach Exposition eine Paralyse beobachtet werden konnte. Jede Erhéhung
der Dosis um 10 ng fuhrte zu einer 9,67-fach (95 %-KI: 9,57 - 9,76) niedrigeren Chance, dass
keine Paralyse auftrat (Abb. 4-3).
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Abb. 4-3 Odds Ratios mit 95 % Konfidenzintervallen (95 % KIl) in einem logistischen
Regressionsmodells. Es wird die Chance der verschiedenen Genotypen der Fliege fir das
Uberleben der Deltamethrin-Exposition dargestellt. Die Wirkung der Deltamethrin-Dosis wird
pro 10 ng Deltamethrin-Erhéhung dargestellt. Die Genotypen sind im Vergleich zum
suszeptiblen Wildtyp L/L als Referenz dargestellt. Die Allele sind durch die kodierten
Aminosauren gekennzeichnet: L, Leucin; H, Histidin; F, Phenylalanin. *, p < 0,05;

*** p < 0,001. Modifiziert dargestellt nach (Daher et al. 2024)
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4.3 Resistenzuntersuchungen auf Milchbetrieben ausgewahlter

Bundeslander

Von den 87 beprobten Milchviehbetrieben in Deutschland konnten insgesamt 65 Populationen
adulter S. calcitrans mittels Deep Amplicon Sequencing untersucht werden, wobei jede
Population einem Pool entsprach. Zudem konnten zwei Pools mit Fliegen aus Uganda
analysiert werden. Dabei wurden aus jeder gepoolten Probe drei Genfragmente sequenziert.
Far alle 67 Pools lieR sich erfolgreich analysieren, ob eine Mutation an der kdr-Position (L1014)
zu einem Aminosaureaustausch zu Phenylalanin (kdr, L1014F) oder Histidin (kdr-his, L1014H)
geflhrt hat und ob sich am Locus der super-kdr (M918T) eine Basensubstitution identifizieren
lie. AuRerdem konnten die Haufigkeiten der einzelnen Allele anteilig fir jeden Betrieb

dargestellt werden.

4.3.1 Vorkommen und Frequenzen der Mutationen kdr und kdr-his

In allen 65 sequenzierten S. calcitrans-Pools konnte der Nachweis flir das Vorkommen der
Allele kdr- und der kdr-his in Amplikon 3 erbracht werden (Abb. 4-4). In samtlichen
untersuchten Betrieben wies das kdr-his-Allel mit durchschnittlich 63,3 % die grofite relative
Haufigkeit auf. In den Populationen der Betriebe SH9, SH10, SH12, SH14 und SH15
dominierte das kdr-his-Allel mit Haufigkeiten von Uber 80 %. Die Haufigkeiten des kdr-Allels
aller getesteten Pools bildeten einen Mittelwert von 29,2 %. Dabei wurde der anteilig h6chste
Nachweis auf Betrieb BW22 (56,9 %) gefunden.

Der durchschnittliche Anteil des Wildtyp-Allels an den untersuchten Allelen betrug 7,5 %. In 62
von 65 Populationen lag der Anteil oberhalb des zur Bewertung herangezogenen
Schwellenwerts von 0,5% und wurde entsprechend als oberhalb der quantitativen
Nachweisgrenze gewertet. In drei Pools (BB3 = 0,3 %; SH1 = 0,3 %; SH23 = 0,4 %) lag die
relative Haufigkeit unterhalb dieses Cut-off-Werts, sodass in diesen Populationen kein
quantitativer Nachweis des Wildtyp-Allels gefiihrt werden konnte. In drei weiteren Betrieben in
Schleswig-Holstein wurde das Allel zudem mit einer sehr geringen Haufigkeit von unter 1%
nachgewiesen (SH14 = 0,7 %; SH31 = 0,7 %; SH7 = 0,8 %) (Abb. 4-4).
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Abb. 4-4 Haufigkeiten (%) der Allele Wildtyp (wt), kdr und kdr-his in den S. calcitrans-
Populationen aus den untersuchten Betrieben in Schleswig-Holstein (SH), Baden-
Wirttemberg (BW) und Brandenburg (BB). Haufigkeiten unter 1 % (BB3, SH1, SH7, SH14,
SH23, SH31) sind aufgrund des Malstabs nur eingeschrankt darstellbar.
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4.3.2 Vorkommen und Frequenzen der Mutation super-kdr

Die Untersuchung des Vorkommens eines super-kdr-Allels (M918T) erfolgte mittels
Sequenzierung der Amplikons 1 und 2. Im Amplikon 1, das ein alternatives Exon mit einer
alternativen Position der super-kdr-Mutation umfasst, konnte bei der Sequenzierung kein
Nachweis des Allels in den untersuchten Populationen erbracht werden (Cut-off < 0,5 %). An
der entsprechenden Position wies die Analyse des Amplikon 1 in allen Fliegenpools den
Wildtyp nach.

Im Amplikon 2 konnte hingegen die Mutation M918T in insgesamt 19 Fliegenpopulationen
(BB13, BB16, BB19, BW1, BW11, BW12, BW13, BW14, BW15, BW16, BW17, BW18, BW19,
BW20, BW21, BW22, BW23, BW24, BW25) detektiert werden (Abb. 4-5). Die Haufigkeiten
des super-kdr-Allels lagen in diesen Pools zwischen 0,6 % und 9,5 %. Diese Ergebnisse
wurden in Betrieben aus Baden-Wurttemberg (n = 16) und Brandenburg (n = 3) ermittelt. In
den Populationen aus Schleswig-Holstein erfolgte kein Nachweis der M918T-Mutation mit
einer relativen Haufigkeit von tber 0,5 %.

Damit wurde der Nachweis der super-kdr-Mutation innerhalb dieser Studie erstmals flir die

Spezies S. calcitrans erbracht.
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Abb. 4-5 Haufigkeiten (%) der Allele Wildtyp (wt) und super-kdr in den S. calcitrans-
Populationen aus den untersuchten Betrieben in Schleswig-Holstein (SH),
Baden-Wirttemberg (BW) und Brandenburg (BB)
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4.3.3 Vergleich der Haufigkeiten der Allele kdr, kdr-his und wt zwischen den
Regionen BB, BW und SH

Die Uberprifung der Normalverteilung ergab eine Abweichung flr die Haufigkeiten der drei
Allele innerhalb der Gruppe SH (kdr p = 0,009; kdr-his p = 0,018; wt p = 0,036) sowie des
Wildtyp-Allels in BB (p = 0,001) und der Allele kdr (p = 0,036) und wt (p < 0,001) in BW.

Zur Analyse der regionalen Unterschiede in der Verteilung der Allele kdr, kdr-his und wt wurden
die Allelfrequenzen mithilfe des Mann-Whitney-Tests verglichen. Dabei zeigten sich
signifikante Unterschiede zwischen den Regionen BB, BW und SH (Abb. 4-6). Lediglich der
Vergleich des kdr-Allels zwischen BB und SH (p = 0,590) sowie des kdr-his-Allels zwischen
BB und BW (p = 0,256) stellte sich als nicht signifikant dar. Daher kann bei diesen Vergleichen
davon ausgegangen werden, dass die Region keinen relevanten Effekt auf die Verteilung der

Allelhaufigkeiten hatte.

100 - Bl kdr
80 - : kdr-his

£ wt
60 -

Haufigkeit (%)

40
20
0 =

SHBBBW SHBBBW SHBBBW

Abb. 4-6 Vergleich der Mediane, 1. und 3. Quartile und 1,5 x Interquartilabstande der
relativen Haufigkeiten der Allele kdr, kdr-his und wt zwischen den Regionen BB, BW und SH

4.3.4 Phylogenetische Analyse

Fir die Erstellung eines phylogenetischen Baums Uber die verwandtschaftlichen Beziehungen
zwischen den Allelen Wildtyp, kdr und kdr-his wurde das 122 bp lange Intron (Abb. 3-7) aus
dem Amplikon 3 analysiert. In Anbetracht der kurzen Lange des Introns lieRen sich aus den
Ergebnissen lediglich Tendenzen ableiten.

In den Baum (Abb. 4-7) wurden insgesamt 261 Varianten aufgenommen, wobei bereits ein
Einzelnukleotid-Polymorphismus die Abgrenzung definierte. Die Varianten werden innerhalb
des Baumes durch die Blatter reprasentiert. Darunter ergaben sich 10 Hauptvarianten,
innerhalb welcher sich zwei Kladen mit einer Distanz von bis zu 3 Nukleotiden aufspannen.
Eine Klade bildet eine monophyletische Gruppe von Organismen, die aus einem

gemeinsamen Vorfahren und allen seinen Nachkommen besteht (Hennig 1966).
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Von den 261 Varianten (Haplotypen) wurden 174 in Klade 1 und 255 in Klade 2 eingeordnet.
In beiden Kladen konnten die drei Allele Wildtyp, kdr und kdr-his identifiziert werden.
Ein Teil der Resistenzallele tritt dabei in identischen Haplotypen in beiden phylogenetisch
getrennten Kladen auf. Das wiederholte Vorkommen dieser gemeinsamen Haplotypen in
getrennten Kladen deutet darauf hin, dass die Resistenzmutationen kdr und kdr-his
mindestens zweimal unabhangig entstanden sind. Die als Vergleichsproben sequenzierten
Fliegen aus Uganda liel3en sich teilweise den Kladen 1 und 2 zuordnen, bildeten jedoch auch
eine separat dargestellte, weitere taxonomische Einheit, in der ausschlielich das Wildtyp-Allel
vertreten war. Da eine Speziesidentifizierung mikroskopisch anhand von morphologischen
Merkmalen flr diese Proben nicht erfolgen konnte, besteht die Moglichkeit, dass es sich nicht

um S. calcitrans, sondern um eine andere Spezies der Gattung Stomoxys als handelte.

Tree scale: 0.01 —mm———
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Abb. 4-7 Phylogenetischer Baum. Dargestellt sind die 20 haufigsten Sequenzvarianten pro
S. calcitrans-Probenpool. Ringe von innen nach auf3en: Kladen und regionale Ausreil3er
(weitere taxonomische Einheit), Allel, Herkunft. Erstellt mit iTOL v7.0
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5 Diskussion

5.1 Phanotypische Untersuchungen

5.1.1 Zucht von Feldisolaten

Adulte Wadenstecher wurden im Juli 2018 zunachst auf vier ausgewahlten Betrieben in
Brandenburg gefangen und unter Einhaltung der Protokollvorgaben im Labor vermehrt. Bei
den ersten Testversuchen mit der Applikation von Deltamethrin konnten zwischen den
Populationen erhebliche Unterschiede zwischen Gré3e und Aktivitat sowie Vertraglichkeit des
Wirkstoffs beobachtet werden. Bei nadherer Betrachtung und mikroskopischer Untersuchung
einzelner Imagines konnte ein Milbenbefall (Abb. 5-1) festgestellt werden. Eine genaue
Identifikation der Milbenspezies gelang nicht, jedoch ist fur S. calcitrans und weitere
Fliegenarten der Befall durch Macrocheles spp. beschrieben (Kinn 1966; Cook 2020; Azevedo
et al. 2022).

Durch das Waschen der Puppen lieR sich eine Ubertragung der Milben auf die Folgegeneration
unterbinden. Hierfir wurden die Puppen einzeln mit einer entomologischen Pinzette aus dem
Zuchtmedium gesammelt, danach in einem Wasserbad abgespult und anschlieend in einer
Petrischale in den fir die Nachfolgegeneration vorgesehenen Zuchtkafig verbracht. Fur das
Isolat Spa war ein erneuter Beginn der Zucht aufgrund der Milbenerkrankung notwendig. Die

Fliegen wurden hierflr im Oktober 2019 bei einem weiteren Betriebsbesuch gefangen.

- TN s -

Abb. 5-1 Fliege mit Milbenfall dorsal am Abdomen
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Neben der Schadigung durch parasitierende Milben, nahmen auch die Temperatur und das
Nahrstoffangebot Einfluss auf die Entwicklung der Fliegen. Die Raume, in denen die Zucht
eingerichtet wurde, waren nicht klimatisiert. Das Wetter und damit einhergehende
Temperaturschwankungen hatten somit direkte Auswirkungen auf den Zeitraum von der
Eiablage bis zur Ecdysis und auf die Aktivitat der Imagines (Florez-Cuadros et al. 2019). Um
die Vergleichbarkeit zwischen den verschiedenen Isolaten bei der phanotypischen
Untersuchung zu gewahrleisten, wurden adulte Fliegen im Alter von drei bis acht Tagen
ausgewahlt. Durch die Auswahl einer kurzen Altersspanne konnte die Einwirkung grofl3er

Wetter- bzw. Temperaturschwankungen geringgehalten werden.

5.1.2 Beurteilung der topikalen Applikation von Deltamethrin

Die Untersuchung mittels topikaler Applikation ergab, dass die vier untersuchten Feldisolate
Bah, Gos, Schl und Spa mit Resistenzfaktoren von 46,1 bis 119,5 im Vergleich zum
suszeptiblen Referenzstamm MSD phanotypisch als resistent gegentber Deltamethrin
einzustufen waren (WHO 2022). Die deutlich hoheren LDso-Werte flr Deltamethrin zeigten
dabei die Isolate Schl (40,55 ng/Fliege) und Gos (47,42 ng/Fliege) gegenuber den niedrigeren
Werten fur Bah (19,71 ng/Fliege) und Spa (18,3 ng/Fliege). Damit konnten die Verhaltnisse,
die sich aus der topikalen Applikation der Vorgangerstudie ergaben, fir die Isolate Gos und
Bah nicht bestatigt werden (Reissert 2018). In dieser Studie wiesen Bah und Schl die
niedrigeren Paralyseraten und dementsprechend héhere Resistenz auf als Spa und Gos. Es
ist jedoch zu berlicksichtigen, dass eine Vergleichbarkeit der Studienergebnisse nur
eingeschrankt maoglich ist. Dies ist zum einen darauf zurlickzufihren, dass zwischen dem
Fangen der jeweiligen FO-Generationen der Feldisolate flr die Laborzucht ein Zeitraum von
drei Jahren lag. Zum anderen kdnnen bei einem phanotypischen Testverfahren Abweichungen
durch Faktoren wie die Konstitution der Fliegen auftreten. Diese wird zum Beispiel auch durch
die Populationsdichte im Zuchtmedium und in den Kafigen sowie durch die in der Studie nicht
regulierten Faktoren Temperatur und Luftfeuchtigkeit beeinflusst (Florez-Cuadros et al. 2019;
Rochon et al. 2021). Dennoch konnte der resistente Phanotyp fir alle vier Feldisolate bestatigt
werden.

Die LDso-Werte fir Deltamethrin sind als vergleichbar hoch einzustufen, betrachtet man die
Ergebnisse aus anderen Studien, in denen die topikale Applikation bei M. domestica
angewandt wurde. Hier konnten Werte von 10,3 ng/Fliege fir einen Stamm mit dem kdr-
Genotyp sowie 1,14 ng/Fliege und 1,4 ng/Fliege flir den Stamm mit dem kdr-his-Genotyp
ermittelt werden (Scott et al. 2013; Sun et al. 2016). Der in den Studien verwendete suszeptible
Referenzstamm ,aabys” ergab LDso-Werte von jeweils 0,29 ng/Fliege (Scott et al. 2013) und
0,36 ng/Fliege (Sun et al. 2016), was dem Wert des MSD-Referenzstamms von

0,397 ng/Fliege nahekommt. Fir einen M. domestica-Stamm mit dem super-kdr-Allel konnte
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wiederum ein LDso-Wert fur Deltamethrin von 288 ng/Fliege ermittelt werden (Sun et al. 2016).
Bereits Farnham et al. (1987) hatten fur super-kdr-enthaltende Stamme der Stubenfliege
Resistenzfaktoren von 220 bis 430 fur Deltamethrin berechnet (Farnham et al. 1987).
Untersuchungen mittels topikaler Applikation von M. domestica Populationen in Saudi-Arabien
mit einem hohen Anteil des 7B-Resistenzallels (L1014F+T929I) ergaben Resistenzfaktoren
von 107 bis 625 (Sun et al. 2017; Alzabib et al. 2025). Auf Grundlage dieser Studienergebnisse
lassen sich die Berechnungen fir die Isolate Bah, Gos, Schl und Spa zwischen LDso-Werten
und Resistenzfaktoren von M. domestica mit nachgewiesener kdr- und super-kdr-Mutation
einordnen. Vergleichbare Untersuchungen flir S. calcitrans fehlen und konnten nicht
herangezogen werden.

Bei der Beurteilung der Resistenzauspragung in Assoziation mit den genetischen Markern des
kdr-Typs ist jedoch zu bericksichtigen, dass neben den Mutationen im Zielgen weitere
Resistenzmechanismen von Relevanz sind. Eine bedeutende Rolle nehmen
Entgiftungsenzyme wie CYPs, Glutathion-S-Transferasen (GSTs) und Esterasen ein, die an
der Metabolisierung von Pyrethroiden beteiligt sind (Montella et al. 2012; Silva et al. 2015; Tao
et al. 2022; Li et al. 2023b; Zhu et al. 2023). Darlber hinaus haben Veranderungen in der
Struktur und den enzymatischen Reaktionen der Cuticula einen wesentlichen Einfluss auf den
Resistenzgrad der Insekten (Balabanidou et al. 2018). Die Uberexpression verschiedener
CYP-Gene wie zum Beispiel CYP6D1, CYP6D8 oder CYP6G4 wird mit Pyrethroidresistenz
bei M. domestica in Verbindung gebracht (Seifert und Scott 2002; Gao et al. 2012; Zhu et al.
2023), die des Gens CYP6G4 aber auch mit Resistenz gegen Chlorpyrifos (Organophosphat),
Imidacloprid, Acetamiprid (Neonikotinoide) und Methomyl (Carbamat) (Zhu et al. 2023). Der
Einfluss metabolischer Mechanismen sollte daher insbesondere bei der Bewertung
multiresistenter Fliegenpopulationen, wie sie bereits von Reissert-Oppermann et al. (2019) in
Brandenburg identifiziert wurden, berlcksichtigt werden. Die Isolate Bah, Gos, Schl, und Spa
der vorliegenden Studie stammen ebenfalls aus Betrieben, deren S. calcitrans-Populationen
als phanotypisch resistent gegeniber Azametiphos (Organophosphat) und Deltamethrin
bewertet wurden (Reissert-Oppermann et al. 2019). Eine weitergehende Analyse unter
Einbeziehung sowohl metabolischer als auch zielgenassoziierter Resistenzmechanismen
wlrde demzufolge eine prazisere Einordnung der hier ermittelten Resistenzphanotypen

ermoglichen.
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5.2 Genotypische Untersuchungen

5.2.1 Nachweis der Mutationen kdr und kdr-his in Riickstellproben

Die Detektion der Polymorphismen kdr und kdr-his in den Rickstellproben belegte den ersten
Nachweis der beiden Resistenzallele in Wadenstechern in Deutschland. In Europa wurden die
SNPs bislang nur in S. calcitrans-Populationen in Frankreich nachgewiesen (Olafson et al.
2019).

GemalR Kapitel 5.1.2. lassen sich die ermittelten LDso-Ergebnisse fur Deltamethrin fur die vier
Feldisolate mit phanotypischen Untersuchungen von M. domestica vergleichen und bezlglich
der Auspragung der Resistenzstarke zwischen Genotypen mit der kdr und der super-kdr
eingliedern. Die Sequenzierung des 600 bp cDNA-Amplikons aus Ruckstellproben zeigte das
Vorkommen der Resistenzallele kdr und kdr-his, jedoch keinen Hinweis flr das Vorhandensein
weiterer resistenzassoziierter Mutationen. Dies entspricht den Daten aus vorlaufigen
genotypischen Untersuchungen von S. calcitrans (Olafson et al. 2019). Dennoch kann das
Auftreten weiterer Mutation im Vssc-Gen von Wadenstechern, wie sie fur die nahverwandten
Spezies M. domestica und H. irritans bekannt sind, nicht ausgeschlossen werden (Guerrero et
al. 1997; Rinkevich et al. 2012; Sun et al. 2017; Domingues et al. 2020).

5.2.2 Beurteilung der Genotypisierung einzelner Fliegen mittels PASA

Aufgrund der Sequenzierungsergebnisse der Riickstellproben wurde bei der Genotypisierung
einzelner Fliegen der Fokus auf die Untersuchung der kdr/kdr-his-Position gelegt, wahrend
weitere Loci, flr die resistenzassoziierte Mutationen bekannt sind, vorerst ausgeschlossen
wurden. Die PASA konnte dabei erfolgreich etabliert werden und erwies sich als prazise
Methode zur Detektion der Resistenzallele kdr, kdr-his sowie des Wildtyps. Der Vergleich der
Ergebnisse des Phanotyps einzelner Fliegen aus der topikalen Applikation mit denen des
Genotyps aus der PASA fihrte zur Bestatigung der bereits aus friheren Studien bekannten
Korrelation zwischen dem Pyrethroidresistenz-Phanotyp und den SNPs kdr und kdr-his
(Williamson et al. 1993; Williamson et al. 1996; Olafson et al. 2011; Olafson et al. 2019).

In den vier Feldisolaten konnte ein hoher Anteil der Resistenzallele kdr und kdr-his festgestellt
werden, wahrend das Wildtypallel lediglich in geringer Haufigkeit detektiert wurde.
Insbesondere der homozygote Wildtyp L/L war mit einer Frequenz von 0,6 % sehr selten
vertreten. Insgesamt wurde das kdr-his-Allel in 81 % der untersuchten Fliegen am haufigsten
detektiert, gefolgt vom kdr-Allel mit einer Haufigkeit von 57 %. Dieses Verhaltnis der Allele
zeigt eine Abweichung von dem Ergebnis bisheriger Untersuchungen in Europa (Frankreich).
Zuvor wurde das kdr-his-Allel zwar in einer Population (n = 30) in Toulouse, Frankreich,
nachgewiesen, jedoch zu einem geringen Anteil von 17 % der Fliegen gegeniber dem
kdr-Allel (80 %) (Olafson et al. 2019). Im Rahmen dieser Studie wurde das kdr-his-Allel von
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Olafson et al. (2019) erstmals in S. calcitrans identifiziert. Ein weiterer Nachweis des kdr-Allels
erfolgte in Thailand, jedoch ohne Vorkommen des kdr-his-Allels (Olafson et al. 2019). In
verschiedenen Gebieten der USA und in Costa Rica wurde hingegen ausschliel3lich das
kdr-his-Allel in S. calcitrans detektiert (Olafson et al. 2019).

5.2.2.1 Unterschiede in der Resistenzauspragung in Abhangigkeit vom Genotyp

Die Berechnung der Odds Ratios fiir das Uberleben der Applikation von Deltamethrin in
Abhangigkeit vom Genotyp ergab, dass die Resistenzallele kdr und kdr-his zu unterschiedlich
hohen Resistenzen bei S. calcitrans flihren. Die vorliegende Analyse bestéatigt somit die
Hypothese, dass das kdr-Allel zu einer hoheren Resistenz gegen Deltamethrin fihrt als das
kdr-his-Allel. Diese Erkenntnis stimmt mit den Ergebnissen vergleichbarer Untersuchungen an
M. domestica Uberein (Rinkevich et al. 2006; Scott et al. 2013). Neben Deltamethrin konnten
dieselben Resistenzunterschiede auch flir Cypermethrin, Permethrin und Resmethrin
festgestellt werden (Scott et al. 2013). Direkte Charakterisierungen der Mutationen L1014F
und L1014H durch elektrophysiologische Messungen an modifizierten Natriumkanalen der
Spezies D. melanogaster in Xenopus-Oozysten ergaben jedoch eine abweichende Abstufung
der Resistenz gegeniber Deltamethrin (Burton et al. 2011). Die starkste Reduktion der
Wirkung von Deltamethrin auf den Kanal erfolgte hier durch L1014H, gefolgt von L1014F. Fr
Permethrin und DDT konnte wiederum bestatigt werden, dass L1014F eine héhere Resistenz
als L1014H bewirkt (Burton et al. 2011). Bei der Betrachtung von Permethrin und Deltamethrin
ist zu beachten, dass es sich um ein Typ 1- und ein Typ 2-Pyrethroid handelt, die sich in ihrer
molekularen Struktur und ihrer Wirkung auf den Kanal unterscheiden. Dementsprechend ist
es wahrscheinlich, dass sich die unterschiedlich kodierten Aminosauren von L1014F und
L1014H in ihrer Interaktion mit den Wirkstoffen nicht identisch verhalten (Burton et al. 2011).
Daraus lasst sich die Hypothese ableiten, dass die unterschiedliche Wirkung der Mutationen
des Vssc-Gens gegenuber den verschiedenen Pyrethroiden und DDT auf die evolutionar
spezifische Entstehung der Resistenzallele in Abhangigkeit von der Exposition mit einem
bestimmten Wirkstoff zurlickzufiihren ist. Demnach iben die verschiedenen Pyrethroide einen
unterschiedlichen Selektionsdruck aus, der zu spezifischen Mutationen im Zielgen flhrt
(Davies et al. 2008; Burton et al. 2011).

Die Diskrepanz zwischen den Ergebnissen der Untersuchung der Resistenzstarke in
Abhangigkeit vom Resistenzallel auf molekularer Ebene und den Ergebnissen auf der Ebene
des Gesamtorganismus der Fliege kann zum einen darauf zuriickgefiihrt werden, dass weitere
Resistenzmechanismen, wie z.B. die Uberexpression von CYP6D1, interagieren (Seifert und
Scott 2002; Rinkevich et al. 2013b). Zum anderen kann das Vorhandensein weiterer
resistenzassoziierter Mutationen im Zielgen nicht ausgeschlossen werden, da die PASA

spezifisch nur fiir die Allele kdr und kdr-his entwickelt wurde.
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5.2.2.2 Beurteilung des HWG und mdgliche Fithesskomponenten

Die Betrachtung der Haufigkeiten der verschiedenen Genotypen innerhalb der vier
S. calcitrans Feldpopulationen zeigte, dass drei Populationen (Bah, Gos, Schl) signifikant vom
HWG abwichen. Lediglich das lIsolat Spa entsprach den Erwartungen des HWG. Die
Abweichung weist darauf hin, dass in diesen Populationen eine anhaltende Selektion aufgrund
der unterschiedlichen Genotypen stattfindet. Bei der Berechnung wurde davon ausgegangen,
dass die Mutationen L1014F und L1014H auf einem autosomalen Gen lokalisiert sind. Daher
erfolgte die Analyse nicht unter Berucksichtigung des Geschlechts als einflussnehmenden
Faktor, obwohl in der vorliegenden Studie beide Geschlechter getestet wurden. Der Grund fur
diese Annahme ist die Lokalisierung des Vssc-Gens im Genom auf Chromosom 4 (NCBI
Accession ID: 0OY720438). Aullerdem zeigten die letzten Analysen des Genoms von
S. calcitrans (NCBI Assembly: GCF_963082655.1), dass unter den finf vorhandenen
Chromosomen kein Geschlechtschromosom identifiziert werden konnte (Sims et al. 2025).
Eine frihere Studie weist wiederum darauf hin, dass sich ein geschlechtsdeterminierender
Locus auf dem Chromosom 1 befinden kénnte (Willis et al. 1981). Zum Vergleich zeigte die
Untersuchung einer M. domestica-Population aus einem Betrieb in Miyagi, Japan,
Unterschiede in der Resistenz gegenuber verschiedenen Pyrethroiden in Abhangigkeit vom
Geschlecht, wobei die Weibchen eine 22- bis 245-fach hohere Resistenz aufwiesen (Shono
und Scott 1990). Fir M. domestica ist bekannt, dass das kdr-Allel auf Autosom 3 lokalisiert ist
(Scott 2017). Auf dem genannten Autosom 3 konnte zudem ein geschlechtsdeterminierende
Faktor M bei Mannchen identifiziert werden, der an der Ubertragung und Auspréagung von
Resistenzgenen beteiligt sein konnte (Shono und Scott 1990). Sollte sich eine derartige
geschlechtsgebundene Vererbung der Resistenzallele fir S. calcitrans ergeben, misste dies
in den HWG-Berechnungen berlcksichtigt werden.

Die Ablehnung des HWG in den S. calcitrans-Feldpopulationen weist daraufhin, dass in
Abhangigkeit des Vorkommens der Resistenzallele kdrund kdr-his innerhalb der Populationen
Selektion stattfindet. Dies ist damit zu erklaren, dass bei Pyrethroid-Exposition fir die Fliegen
unter dem Vorhandensein eines Resistenzallels ein Fitnessvorteil besteht. Unter Abwesenheit
von Insektiziden verursachen die Mutationen des kdr-Typs fiir verschiedene Insektenarten
unter Laborbedingungen jedoch einen Fitnessnachteil (Scott et al. 1997; Wang et al. 2021;
Fisher et al. 2023). Dabei kann zwischen den unterschiedlichen Allelen differenziert werden.
Fur M. domestica und H. irritans verursacht das kdr-his-Allel geringere Fitnesskosten als das
kdr-Allel, gefolgt vom super-kdr-Allel, das mit den héchsten Fitnesskosten assoziiert wird
(Rinkevich et al. 2013b; Domingues et al. 2019; Freeman et al. 2021; Roca-Acevedo et al.
2023). Fur S. calcitrans liegen bisher keine Ergebnisse aus vergleichbaren Studien vor. Es
stellt sich jedoch die Frage, ob die Resistenzmutationen auch bei S. calcitrans in einem
Fitnessnachteil resultieren. Darauf aufbauend ware zu untersuchen, ob sich Populationen

unter Verzicht des Pyrethroideinsatzes wieder zu einem sensiblen Wildtyp zurlckentwickeln
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konnen. Dafur ist es allerdings entscheidend, wie hoch der verbleibende Anteil des
Wildtypallels innerhalb des Genpools ist. Betrachtet man die Ergebnisse der PASA, so scheint
innerhalb der Feldpopulationen der Wildtyp weitestgehend verdrangt. Zudem zeigen
Untersuchungen von M. domestica den Trend, dass der fortwdhrende Einsatz von
Pyrethroiden zur Selektion neuer Polymorphismen, wie der D600ON- und T929I-Variation im
Vssc-Gen, fuhrt, die mit weiter steigenden Resistenzniveaus verbunden sind (Sun et al. 2017).
Angesichts der kontinuierlichen Anwendung von Pyrethroiden zur Kontrolle von S. calcitrans
ist es daher anzunehmen, dass die Resistenzentwicklung bei dieser Spezies auf dhnliche

Weise voranschreitet.

5.3 Resistenzuntersuchungen mittels Deep Amplicon Sequencing

5.3.1 Darlegung der Situation von Pyrethroidresistenz in Milchviehbetrieben in
Deutschland anhand der Verbreitung der Mutationen L1014F und L1014H
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Situation der Pyrethroidresistenz in
Wadenstecherpopulationen in Milchviehbetrieben in Deutschland mittels eines Deep Amplicon
Sequencing Assays erfasst. Dies erfolgte durch die Detektion und Quantifizierung der
Mutationen kdr und kdr-his, die sich in vorherigen phanotypischen und genotypischen
Analysen als geeignete genetische Marker fir Pyrethroidresistenz bestatigen lief3en. In allen
65 sequenzierten S. calcitrans-Pools konnte das Vorkommen beider Mutationen im
Amplikon 3 (Abb. 3-7) nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass
Pyrethroidresistenz bei Wadenstechern in der Milchviehhaltung in Deutschland aufierst weit
verbreitet ist.
Die angestrebte StichprobengrofRe von insgesamt 100 Fliegenpopulationen, mit mindestens
30 Pools aus jedem der drei Bundeslander Brandenburg, Baden-Wirttemberg und Schleswig-
Holstein, konnte nicht erreicht werden. Griinde hierfir waren das zum einen das teils geringe
Fliegenautkommen in den Betrieben und zum anderen eine verminderte Fliegenaktivitat
aufgrund ungunstiger Witterungsbedingungen an den ausgewahlten Beprobungstagen.
Zudem konnte aufgrund der umfangreichen zeitlichen und logistischen Planung, die diese
grof¥flachige Beprobung voraussetze, jeder Betrieb nur einmal besucht werden und kurzfristige
Terminverschiebungen nicht umgesetzt werden. Die angestrebte Stichprobengréfle von
100 Betrieben wurde auf Grundlage einer gewinschten Prazision von 0,1 (10 % Abweichung)
und eines erwarteten Auftretens der Resistenzallele von mindestens 0,5 (50 %) festgelegt.
Das errechnete Ergebnis einer Stichprobengrofle von 97 Betrieben wurde auf 100
aufgerundet. Tatsachlich konnten 87 der 100 angestrebten Betriebe flir die Untersuchung
gewonnen und beprobt werden. Aufgrund bereits genannter Einschrankungen wurden

schliellich 65 Fliegenpopulationen sequenziert und ausgewertet. Die Sequenzierung ergab
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ein Vorkommen der Resistenzallele in 100 % dieser Probenpools. Somit konnten in allen
65 sequenzierten Proben die untersuchten Resistenzallele kdr und kdr-his nachgewiesen
werden. Zur Darstellung der statistischen Aussagekraft der tatsachlichen StichprobengréfRe
von 65 Probenpools wurde mithilfe der Wilson-Konfidenzintervallmethode das 95 %-
Konfidenzintervall flr verschiedene StichprobengréRen gegenibergestellt, jeweils unter der
Annahme eines Anteilswerts positiver Betriebe von 100 %. Die Berechnungen der
Konfidenzintervalle erfolgten in R mit der Funktion binom.wilson () aus dem Paket epitools
(Aragon 2004). Neben der realisierten Stichprobe von 65 Pools wurden auch hypothetische
StichprobengréRen von 10 und 100 Betrieben dargestellt. Der Vergleich zeigte, dass das
95 %-Konfidenzintervall der realisierten 65 Stichproben [0,944; 1,000] nur geringfligig von dem
der angestrebten Stichprobengréfte von 100 Pools [0,963; 1,000] abwich. Die kleinere
Stichprobe (n = 10) hatte hingegen ein deutlich breiteres Intervall von [0,722; 1,000] ergeben,
was die Aussagekraft der realisierten Stichprobe zusatzlich stitzt.

Eine umfangreiche Erfassung des Vorkommens und der Verbreitung der Allele kdr und kdr-his
in Deutschland wurde innerhalb dieser Studie zum ersten Mal vorgenommen. Bisher erfolgten
fur S. calcitrans weltweit nur vereinzelt Nachweise an verschiedenen Standorten in den USA
sowie in Thailand, Costa Rica und Frankreich (Olafson et al. 2019). Die hohe Pravalenz von
Pyrethroidresistenz beim Wadenstecher lasst sich mitunter auf den weitverbreiteten Einsatz
von Pyrethroiden seit den 1980er Jahren sowie auf den Einsatz von DDT seit den 1950er
Jahren in Deutschland und der ehemaligen DDR zurtckfihren. Besonders in der DDR wurde
DDT in der Landwirtschaft aber auch in der Forstwirtschaft zur Kontrolle der Borkenkafer
(Scolytinae) und des Nachtfalters Lymantria monacha tber die 1970er Jahre hinaus eingesetzt
(Heinisch et al. 1993). In der BRD wurde DDT bereits 1972 verboten. Da nachweislich eine
Kreuzresistenz zwischen DDT und Pyrethroiden besteht, setzte die Selektion flr
Resistenzallele des kdr-Typs bei Insekten in Deutschland dementsprechend bereits in den
1950er Jahren ein (Williamson et al. 1996; Scott 2019; Roca-Acevedo et al. 2023). Der
Selektionsdruck besteht zumindest in Hinblick auf Pyrethroide seitdem kontinuierlich weiter.
So konnte in einer Befragung mit den Landwirten der von Reissert-Oppermann et al. (2019)
untersuchten Betriebe bestatigt werden, dass Pyrethroide weiterhin die am haufigsten
eingesetzte Insektizid-Wirkstoffklasse (86 %) sind.

Betrachtet man die Allelfrequenzen unter Berilcksichtigung der unterschiedlichen
Betriebsstrukturen in Deutschland (Merle et al. 2012), ist ein signifikanter Unterschied im
Verteilungsmuster zwischen den Regionen BB, BW und SH erkennbar. In allen drei
Bundeslandern, welche als reprasentative Regionen fiir die verschiedenen Betriebsstrukturen
innerhalb Deutschlands gewahlt worden waren, uberwog im Durchschnitt das kdr-his-Allel,
gefolgt vom kdr-Allel. Unter den untersuchten Betrieben befanden sich zudem sechs in

Okologischer Produktion, auf denen ebenfalls sowohl das kdr- als auch das kdr-his-Allel
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detektiert wurden. Dabei ist jedoch zu beachten, dass zwischen den konventionell gefuhrten
Betrieben und den Biobetrieben haufig nur geringe Distanzen von weniger als 20 km lagen,
wodurch ein genetischer Austausch zwischen den Fliegenpopulationen nicht auszuschliel3en
ist. In Florida, USA, konnte an markierten Wadenstechern sogar ein Ortswechsel Uber eine
Distanz von bis zu 225 km nachgewiesen werden (Showler und Osbrink 2015). Neben dem
Einfluss des Windes auf die Verbreitung von S. calcitrans Uber weite Distanzen ist, aufgrund
von Beobachtungen wahrend der Beprobung der Betriebe im Rahmen dieser Studie, auch die

unbeabsichtigte Verteilung der Fliegen durch die Mithahme in Kraftfahrzeugen zu erwahnen.
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Abb. 5-2 Verteilung der Betriebe. Gebiete (rot), in denen sowohl konventionelle als auch
Okologische Betriebe innerhalb eines Radius von weniger als 20 km beprobt wurden.
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5.3.2 Nachweis der super-kdr M918T in Stomoxys calcitrans-Populationen

Die Ergebnisse dieser Arbeit liefern weltweit den ersten Nachweis einer super-kdr-Mutation
bei der Spezies S. calcitrans. Der Polymorphismus M918T ist bereits aus Untersuchungen der
Fliegenarten M. domestica und H. irritans bekannt und wird mit einer deutlich hdheren
Resistenz als die kdr- und kdr-his-Mutationen assoziiert (Guerrero et al. 1997; Scott 2017).
Zudem ist das Vorkommen dieser Mutation an die L1014F-Mutation gekoppelt, sodass sie
bisher nur in Kombination mit der kdr detektiert wurde (Williamson et al. 1996; Guerrero et al.
1997; Foil et al. 2005; Scott 2017). Dieser Nachweis der physikalischen Kopplung konnte
innerhalb dieser Untersuchung nicht erbracht werden, da das Amplikon 2, in dem die
super-kdr-Mutation identifiziert werden konnte, nicht den kdr-Locus beinhaltete (Abb. 3-6).
Dieser wurde in einem separaten Amplikon (Amplikon 3, Abb. 3-7) untersucht, da zwischen
den SNPs eine Intronsequenz im Gen vorliegt, deren Einbeziehung die maximale
Amplikonlange fir die hier verwendete Sequenzierungsmethode bei weitem Uberschritten
hatte. WeiterfUhrende Sequenzierungen einzelner Fliegen aus den Populationen sowie
phanotypische Untersuchungen, wie sie bereits fir die Feldisolate Bah, Gos, Schl und Spa
durchgefihrt wurden, kénnten hier Aufschluss dartiber geben, ob die Mutation ebenfalls an die
kdr gebunden ist und Auswirkungen auf den Resistenzphanotyp hat, wie dies bei M. domestica
und H. irritans beobachtet wurde.

Der Nachweis des M918T-Polymorphismus in Amplikon2 erfolgte in insgesamt
19 Fliegenpopulationen (Abb. 4-5), wobei nur die PCR-Pools mit einer Haufigkeit des super-
kdr-Allels von Uber 0,5 % als positiv gewertet wurden. Der Cut-off-Wert von 0,5 % wurde
festgelegt, um falsch-positive Ergebnisse aufgrund von Sequenzierungsfehlern aus der
Bewertung weitestgehend auszuschlie®en. Fir die Auswertung der Haufigkeiten der M918T
im Amplikon 1 wurde derselbe Cut-off angewendet. Damit wurde der hochste Anteil des
super-kdr-Allels, der fur dieses Amplikon ermittelt werden konnte, in der Population BW15 mit
0,4 % (2.234 Reads) im Vergleich zum Wildtyp-Anteil von 99,6 % (559.360 Reads) als nicht
relevant flir den Nachweis der Mutation in dieser Population bewertet.

Das Vorkommen der super-kdr-Mutation wurde in dieser Studie in zwei Amplikons Uberpruft,
da im Vssc-Gen der Fliegenart M. domestica die M918T-Mutation in zwei sich gegenseitig
ausschlieRenden Exons (c und d) lokalisiert ist und auch im Vssc-Gen von S. calcitrans ein
alternatives Exon identifiziert wurde (Lee et al. 2002). Die vergleichbare Sequenz zu Exon ¢
wurde entsprechend in Amplikon 1 untersucht, die zu Exon d in Amplikon 2. Bei M. domestica
fuhrt der gegenseitige Ausschluss dieser beiden Exons zu unterschiedlichen Transkripten und
entsprechenden Proteinvarianten. Da Exon ¢ im Gen dieser Spezies ein Stopcodon enthalt,
kodiert das Transkript eine vermutlich verkilrzte, nicht-funktionale Isoform des Natriumkanals
(Lee et al. 2002). In vielen Insektenarten ist nur ein Natriumkanal-Gen im Genom vorhanden,

weshalb durch alternatives Spleilien aus diesem einen Gen eine Vielzahl von Natriumkanal-
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Varianten kodiert werden kann. Im Hinblick auf die Entwicklung von Pyrethroidresistenz ist es
daher wichtig zu beachten, dass neben den SNPs im Vssc-Gen auch das alternative Spleifden
und die Expression verschiedener Isoformen des Natriumkanals eine Rolle fir die verminderte
Empfindlichkeit gegenlber Insektiziden spielen kdnnen (Thompson et al. 2020).

Eine analoge Sequenzwiederholung am super-kdr-Locus in den Exons ¢ und d ist auch im
Vssc-Gen von S. calcitrans nachweisbar (vgl. Aminosauresequenz in Abb. 3-5 und 3-6), was
die Annahme stitzt, dass auch in dieser Art eine resistenzassoziierte Mutation detektiert
werden koénnte. Zudem kénnte neben dem Vorkommen der super-kdr-Mutation auch das
Vorhandensein verschiedener Spleilvarianten bei S. calcitrans einen relevanten Einfluss auf
die Resistenzentwicklung haben. Vergleicht man jedoch die Sequenzen von S. calcitrans und
M. domestica, fallt auf, dass parallel zu Exon ¢ von M. domestica bei S. calcitrans kein
frihzeitiges Stopcodon kodiert wird. Bei H. irritans gibt es bisher keine Hinweise auf
alternatives Spleilden am super-kdr-Locus, da in Feldpopulationen mittels Untersuchung von
cDNA ausschliel3lich Exon d nachgewiesen wurde. Daher wird angenommen, dass die super-
kdr zwar ein relevanter genetischer Marker fir Pyrethroidresistenz ist, jedoch alternatives
Spleilen am super-kdr-Locus keinen weiteren Einfluss auf die Resistenzentwicklung hat
(Domingues et al. 2020).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnten Fragmente aus beiden Exons amplifiziert und
sequenziert werden, wodurch bestatigt wurde, dass diese Exons im Genom der
Feldpopulationen von S. calcitrans vorkommen. Es wurde allerdings nicht untersucht, ob und
gegebenenfalls in welchen Geweben bzw. Zelltypen welches Exon exprimiert wird. Um zu
ermitteln, ob es sich auch bei S. calcitrans um gegenseitig ausschliefende Exons handelt und
ob verschiedene SpleiRvarianten in Bezug auf Resistenzmechanismen vorhanden sind und
eine Rolle in der Resistenzentwicklung spielen, ist eine fortfihrende Untersuchung von cDNA-
Proben erforderlich (Lee et al. 2002; Domingues et al. 2020).

5.3.3 Phylogenetische Analyse

Die phylogenetische Analyse der Resistenzallele kdr und kdr-his wurde auf der Grundlage der
Sequenzierung eines 122 bp langen Introns in Amplikon 3 durchgefuhrt. Dieses Intron befindet
sich 3 bp hinter dem kdr-Locus und gleicht damit dem Intron im orthologen Gen von
M. domestica, welches als aulderst variabel und damit geeignet fir eine phylogenetische
Analyse beschrieben wird (Rinkevich et al. 2006). Es ist dennoch vorab zu erwahnen, dass
aufgrund der begrenzten Lange des Introns Schlussfolgerungen zur Phylogenie der
Resistenzallele nur eingeschrankt moglich sind und auf die Berechnung von Bootstrap-Werten
verzichtet wurde.

Eine hohe Variabilitdt des Introns konnte in der vorliegenden Studie bestatigt werden.

Insgesamt wurden 261 Varianten gefunden, die sich in zwei Kladen einordnen lieken. So
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konnten innerhalb der ersten Klade 174 Varianten und innerhalb der zweiten Klade 255
Varianten identifiziert werden. Die Aufspaltung in zwei unterschiedliche Kladen, in denen
Haplotypen mit dem Wildtyp sowie mit den kdr- und kdr-his-Mutationen vorkommen, deutet
darauf hin, dass beide Mutationen mindestens zweimal unabhangig voneinander entstanden
sind. Dies stltzt die Hypothese einer konvergenten Evolution der Resistenzallele und deutet
darauf hin, dass auf S. calcitrans-Populationen an verschiedenen geografischen Standorten
ein hoher Selektionsdruck durch den langjahrigen und weitverbreiteten Einsatz von
Pyrethroiden wirkt, der zur unabhangigen Entstehung derselben resistenzassoziierten
Mutationen im Zielgen gefiihrt hat. Eine entsprechende voneinander unabhangige Entwicklung
von Mutationen des kdr-Typs wurde zuvor bei verschiedenen Insektenspezies nachgewiesen
(Anstead et al. 2005; Pinto et al. 2007; Franck et al. 2012; Rinkevich et al. 2012; Cosme et al.
2020).

In einer Untersuchung von Stubenfliegenpopulationen von verschiedenen Standorten in den
USA konnten Rinkevich et al. (2006) mehrere Urspriinge fur die kdr-his nachweisen, fur die
kdr allerdings nur einen einzigen. Im Vergleich dazu belegte eine Analyse des vergleichbaren
Introns im Gen der grinen Pfirsichblattlaus, Myzus persicae, mehrere voneinander
unabhangige Urspriinge flr die kdr-Mutation (Anstead et al. 2005). Dies konnte auch in der
vorliegenden Arbeit fur die kdr-Mutation ermittelt werden. In einer spateren Studie konnten
Rinkevich et al. (2012) unter Einbezug von M. domestica-Populationen aus den USA, der
Tarkei und China mehrere, voneinander unabhangige Urspriinge der Allele kdr-his, kdr und
super-kdr belegen. Zudem konnte ein Zusammenhang in der Evolution der super-kdr und der
kdr hergestellt werden, demzufolge sich das super-kdr-Allel (L1014H + M918T) aus Tragern
des kdr-Allels entwickelt hat (Rinkevich et al. 2012). Diese Korrelation konnte auch fur
M. persicae gezeigt werden (Anstead et al. 2005). Vergleichbare Untersuchungen von
Haplotypen mit dem super-kdr-Allel unter Einbezug einer Intronsequenz-Analyse kénnen
dahingehend Informationen Uber die Entstehung des super-kdr-Allels bei S. calcitrans bieten.
Rinkevich et al. (2012) betonen, dass fir die Analyse der Evolution von Resistenzallelen eine
ausreichende Probenzahl aus unterschiedlichen Regionen erforderlich ist, um die genetische
Diversitat korrekt abzubilden. Friihere Untersuchungen, die nur eine begrenzte geografische
Abdeckung hatten, fihrten daher falschlicherweise zu der Annahme eines einzelnen
Ursprungs flr die kdr-Mutation (Rinkevich et al. 2006; Rinkevich et al. 2012). In die
phylogenetische Analyse der Resistenzallele bei S. calcitrans wurden von Beginn an Proben
aus Uganda einbezogen. Dass zwischen den Feldpopulationen innerhalb Deutschlands ein
genetischer Austausch besteht, wurde bereits mit den weiten Flugdistanzen erlautert, welche
S. calcitrans zurlicklegen kann (Showler und Osbrink 2015). Beim Vergleich von Fliegenpools
aus Europa und einer Region in Subsahara-Afrika bestand im Voraus die Annahme, dass

zwischen ihnen kein genetischer Austausch bestehen wirde. Eine Einordnung der Uganda-
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Varianten erfolgte jedoch ebenfalls in die Kladen 1 und 2, womit kein weiterer, unabhangiger
Ursprung der kdr und kdr-his identifiziert werden konnte und von einer bestehenden
Verwandtschaft der Vssc-Gene von Fliegen von beiden Kontinenten ausgegangen werden
kann.

In den Fliegenpools aus Uganda konnten Haplotypen mit den Resistenzallelen kdr und kdr-his
sowie dem Wildtyp nachgewiesen werden. Dies stellt die erste Detektion der kdr- und
kdr-his-Mutationen in Stomoxys spp. in Afrika dar und indiziert lokal weitere Untersuchungen
zum Vorkommen von Pyrethroidresistenz bei Stechfliegen. Das Vorkommen von
Pyrethroidresistenz in diverse anderen Insektenspezies ist hingegen belegt, insbesondere aus
Regionen, in denen sowohl Pyrethroide als auch DDT zur Bekadmpfung von Malariavektoren
eingesetzt werden (Chouaibou et al. 2017; Koukpo et al. 2019; Ablorde et al. 2023; Acford-
Palmer et al. 2023), was aufgrund des resultierenden Selektionsdrucks auch fir Fliegen
anzunehmen ist. Einige Haplotypen aus Uganda stellten sich jedoch als ,Ausreier” dar und
konnten nicht den beiden Kladen mit den S. calcitrans-Haplotypen zugeordnet werden. Dies
ist wahrscheinlich damit zu erklaren, dass es sich bei diesen Haplotypen um Fliegen einer
anderen Spezies aus der Gattung Sfomoxys handelt als S. calcitrans. Eine genauere
Speziesidentifikation mittels der Differenzierung anhand morphologischer Merkmale war
allerdings nicht mehr mdglich, da die in 70 %-Ethanol gelagerten Proben leicht beschadigt und
verfarbt waren.

Hervorzuheben ist, dass die phylogenetische Analyse auf eine weite Verbreitung der
Mutationen kdr und kdr-his hinweist, welche sowohl auf die konvergente Evolution der
Resistenzallele als auch einen Genfluss Uber groRe Distanzen zurlckzuflhren ist. Die
Detektion der kdr-Mutation erfolgte unter Einbezug der  vorliegenden
Sequenzierungsergebnisse bereits in S. calcitrans-Populationen in Asien (Thailand), Europa
(Deutschland, Frankreich) und Afrika (Uganda), wahrend der Nachweis flr die kdr-his-
Mutation in Nord- (USA) und Sidamerika (Costa Rica), Europa (Deutschland, Frankreich)
sowie Afrika (Uganda) erbracht wurde (Olafson et al. 2019). Demnach ist davon auszugehen,
dass Pyrethroidresistenz beim Wadenstecher eine Problematik globalen Ausmalies darstellt.
Die multiple Entstehung resistenzassoziierter Mutationen in Fliegenpopulationen stellt eine
erhebliche Herausforderung fur die Bekampfung dar, da das Auftreten von Resistenzen durch
die voneinander unabhangige Entstehung beschleunigt wird. Aus der phylogenetischen
Analyse wird deutlich, dass auch biogeografische Barrieren wie die Sahara keine Grenze fiir

die Ausbreitung der Resistenzallele bei S. calcitrans bilden.
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5.3.4 Beurteilung der Methodik

Mit der Etablierung und Anwendung des Deep Amplicon Sequencing Assays konnte die
Erhebung eines Status zur Pyrethroidresistenz beim Wadenstecher in Milchviehbetrieben in
Deutschland realisiert werden. Die Methodik bietet die Mdglichkeit der Untersuchung von
gepoolten Proben und damit der gleichzeitigen Analyse einer grofden Fliegenanzahl. In dieser
Studie konnte eine Gesamtzahl von Uber 5000 S. calcitrans-lmagines in 67 (65 aus
Deutschland, 2 aus Uganda) DNA-Pools analysiert werden. Aus diesen 67 DNA-Pools konnten
wiederum drei Gen-Fragmente amplifiziert und sequenziert werden. Das Pooling bietet daher
gegenlber der Verwendung einzelner Fliegen den Vorteil der hohen Effizienz. Zum einen wird
der Arbeitsaufwand gemindert, der durch die Verarbeitung einzelner Fliegen von der DNA-
Extraktion bis zur Einzelsequenzierung entstehen wirde und zum anderen der Kostenfaktor.
Ein weiterer Vorteil geht aus der parallelen Gewinnung quantitativer Daten und qualitativer
Daten hervor. So kann anhand der Detektion von genetischen Markern eine verlassliche
Aussage Uber das Vorkommen der Resistenz in einer Population getroffen werden, aber auch
Uber die Haufigkeit bestimmter Allele. Dies bietet am Beispiel der vorliegenden Arbeit
Informationen Uber das Verbleiben des Wildtyps innerhalb der Population, was insbesondere
relevant ist in Bezug auf die Mdglichkeit einer Ruckentwicklung zur Suszeptibilitat, aufgrund
der Anderung des Selektionsdrucks durch den Verzicht von Insektiziden. Ein Potenzial zur
Ruckselektion zum Wildtyp sollte nicht ausgeschlossen werden, da von einigen Autoren flr
die Resistenzallele kdr, kdr-his und super-kdr Fitnesskosten nachgewiesen worden (Scott
2017; Freeman et al. 2021). Daflr ist jedoch ein Restverbleib des Wildtyps innerhalb der
Population erforderlich. Die Methodik der Amplikonsequenzierung eignet sich daher zur
Erhebung eines Resistenzstatus und Uberwachung der Entwicklung von Resistenzen und
bietet damit eine wertvolle Datengrundlage zur Entwicklung von Bekampfungsstrategien.

Mit der Hochdurchsatzsequenzierung steigt zudem die Wahrscheinlichkeit, neue
resistenzassoziierte Mutationen im Zielgen zu detektieren (Acford-Palmer et al. 2023).
Dadurch koénnen relevante SNPs, solange sich ihre relative Haufigkeit innerhalb von
Populationen noch geringhalt, frihzeitig identifiziert werden. Durch die Friherkennung von
Resistenzallelen kann wiederum der Einsatz von Insektiziden angepasst werden und der
Selektionsdruck verringert werden.

Im Rahmen der Sequenzierung des Amplikons 3 und des enthaltenen Introns konnte
zusatzlich eine phylogenetische Analyse vorgenommen werden. Dabei wurden verschiedene
Varianten innerhalb des gesamten beprobten Gebiets und innerhalb der Populationen
identifiziert. Bei der Beurteilung der genetischen Diversitadt und der relativen Haufigkeiten
einzelner Haplotypen ist jedoch zu berlicksichtigen, dass die DNA aus Pools ganzer Fliegen
isoliert wurde und demzufolge auch die Haplotypen aus Spermien, die nach der Verpaarung

in weiblichen Fliegen gespeichert werden (Leopold et al. 1978), in die Analyse einflie3en. Die
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Anzahl der Imagines im Pool |asst daher keine Interpretation fur das Verhaltnis der Varianten
innerhalb einer Population zu. Zu diesem Zweck empfiehlt es sich, ausschlieRlich die Kopfe
der Fliegen zu verwenden. Das analysierte Intron weist auch im Vssc-Gen anderer Insekten
eine hohe Variabilitat sowie eine Nahe zum kdr-Locus auf, womit die Methodik auf weitere
Spezies Ubertragbar ist (Anstead et al. 2005; Rinkevich et al. 2006). Fir erweitere
phylogenetische Analysen ist das Vssc-Gen jedoch als ungeeignet einzustufen, da es sich
aufgrund der starken Konservierung nicht zur Speziesdifferenzierung eignet (Silva und Scott
2020). Diesbezuglich empfiehlt es sich Abschnitte aus mitochondrialen Genen wie der
Cytochrom-c-Oxidase-Untereinheit | (CO/) und Cytochrom b (CytB) sowie die Sequenz des
internal transcribed spacer 2 (ITS2) zu betrachten (Dsouli et al. 2011). Die Verwendung der
Deep Amplicon Sequencing Methode zur Speziesdifferenzierung basierend auf einer
ITS2-Analyse ist bereits flir die Nemabiom-Untersuchung, der Spezieszusammensetzung von
Nematoden innerhalb einer Probe, etabliert (Avramenko et al. 2015; Kriicken et al. 2024).

Die Untersuchung von Pyrethroidresistenz mittels Amplikonsequenzierung setzt voraus, dass
geeignete genetische Marker zuvor definiert worden sind. Genetische Marker wie die kdr und
kdr-his kénnen nur durch den Vergleich des Resistenzphanotyps mit dem Genotyp einzelner
Individuen verifiziert werden. Fir die Untersuchung einzelner Fliegen ist der Deep Amplicon
Sequencing Assay gegeniber der PASA oder der RFLP-PCR als ungeeignet zu beurteilen
(Huang et al. 2004; Ota et al. 2007; Franck et al. 2012; Olafson et al. 2019).

5.4 Schlussfolgerungen und Ausblick

Der vorliegenden Arbeit kann entnommen werden, dass Pyrethroidresistenz beim
Wadenstecher ein weitverbreitetes Problem in Milchviehbetrieben in Deutschland darstellt. Die
Resistenzallele kdr und kdr-his konnten in allen getesteten Populationen nachgewiesen
werden. Zudem verdeutlichen die phanotypischen Untersuchungen der vier Feldisolate den
Zusammenhang der Mutationen L1014F/H mit einer vielfachen Resistenz gegeniber
Deltamethrin, das auch als Wirkstoff in Tierarzneimitteln enthalten ist.

Diese Ergebnisse implizieren einen hochsensiblen Umgang mit Insektiziden und fordern einen
dringenden Strategiewechsel in der Bekampfung von Schadlingsinsekten. Diese Aussage
beschrankt sich nicht allein auf S. calcitrans, da eine selektive Anwendung der Pyrethroide
nicht realisierbar ist. Zudem wurde auch im Rahmen von Untersuchungen anderer
Insektenarten eine Resistenzentwicklung unter Beteiligung der Mutationen vom kdr-Typ
evaluiert (Rinkevich et al. 2013a). Mit der Ubertragung des in dieser Studie entwickelten Deep
Amplicon Sequencing Assays kann die Resistenzsituation weiterer Spezies ermittelt werden.
Ein vergleichbarer Ansatz wurde auch schon flr den Malariavektor Anopheles stephensi

verfolgt und als wichtiges Mittel fur das integrierte Vektormanagement (vgl. Integrated Pest
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Management) bewertet (Acford-Palmer et al. 2023). Die weitflachige Erhebung von
Resistenzdaten bietet die Moglichkeit zur Etablierung eines Monitorings, auf dessen Basis
Bekampfungs- und Kontrollstrategien abgeleitet werden konnen. Auferdem liefern sie
Hinweise auf die Dynamiken der Resistenzentwicklung innerhalb von Populationen, wie sie in
dieser Studie durch die Detektion der super-kdrin S. calcitrans gegeben wurden. Das Auftreten
einer weiteren Mutation, die bei anderen Arten mit einer deutlich héheren Pyrethroidresistenz
assoziiert ist, weist zusatzlich auf den hohen Selektionsdruck hin, der durch den
kontinuierlichen Pyrethroideinsatz erzeugt wird. Weiteren Erkenntnisse Uber den
Resistenzphanotyp der super-kdr kénnen fortflihrende Untersuchungen an einzelnen Fliegen
geben.

Neben der Bedeutung der super-kdr bei S. calcitrans ergeben sich weitere Fragestellungen
aus den Ergebnissen dieser Studie. Pyrethroidresistenz stellt sich als ein au3erst komplexes
Thema dar. So haben verschiedene Mechanismen Einfluss auf die Auspragung der Resistenz.
Mittels der genotypischen Analyse einzelner Fliegen konnte eine Differenzierung in der
Resistenzstarke gegenuber Deltamethrin in Bezug auf die einzelnen Allele gezeigt werden,
welche sich jedoch von Ergebnissen elektrophysiologischer Untersuchungen am Natriumkanal
unterscheiden (Burton et al. 2011). Weiterfihrende Untersuchungen des Natriumkanals und
der Auswirkungen von SNPs im Vssc-Gen auf die Interaktion zwischen Pyrethroiden und dem
Kanal kénnen daher wertvolle Ergebnisse fur die Wahl des Insektizids und auch fir die
Weiterentwicklung von Wirkstoffen liefern. Zudem fehlen bisher Kenntnisse tUber die Rolle der
CYPs bei der Resistenzauspragung von S. calcitrans. Metabolische Resistenzmechanismen
sind insbesondere beim Auftreten von Multiresistenz, wie sie bereits in S. calcitrans-
Populationen in Brandenburg nachgewiesen wurde, dringend zu berlcksichtigen (Reissert-
Oppermann et al. 2019).

Die Problematik der Multiresistenz ist ein weiteres Indiz fir den achtsamen Umgang mit
Insektiziden. Die Konsequenz aus dem Vorkommen von Pyrethroidresistenz in einer
Population sollte der komplette Verzicht der Wirkstoffgruppe sein, um die weitere Ausbreitung
der Resistenz zu vermeiden. Dies gilt sowohl flir den Einsatz als Tierarzneimittel als auch fir
den Einsatz von Bioziden innerhalb des Betriebs. Die quantitative Analyse in den 65
Milchviehbetrieben in Deutschland hat gezeigt, dass der Anteil der Resistenzallele, gegenuber
dem des Wildtyps, in allen Populationen Gberwiegt. Ob eine genetische Riickentwicklung zum
Wildtyp unter Feldbedingungen moglich ist, erscheint fraglich. Fir diesen Aspekt ist auch die
Umweltpersistenz verschiedener Wirkstoffe zu berilicksichtigen. Dennoch sollte der
Selektionsdruck durch Weglassen der Pyrethroide reduziert werden, auch um eine verstarkte
Entwicklung der Resistenz zu vermeiden. Neben der Ermittlung der Resistenzsituation ist
daher die Aufklarung von Landwirten und Tierarzten nicht zu vernachlassigen. Den

Anwendenden und Verschreibenden ist dabei mitzuteilen, dass eine hochresistente
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Fliegenpopulation und ein vermehrter Einsatz von Insektiziden sowohl Auswirkungen auf die
Tiergesundheit als auch auf den wirtschaftlichen Ertrag und die Umwelt haben (Forgash 1984;
Taylor et al. 2012). Zur Reduzierung bzw. der Vermeidung des Einsatzes von Insektiziden
empfiehlt es sich, betriebsindividuelle Modelle im Sinne des IPM zur Bekampfung der
Schéadlingsinsekten zu entwickeln. Diese Modelle kdnnen eine Methode zur Beobachtung der
Resistenzentwicklung in der Population integrieren, welche mittels Markerdetektion auf
genotypischer Ebene oder phanotypischen Tests, wie z.B. der FlyBox®-Methode, umsetzbar
ist. Daruber hinaus sollten sie auf die Bekdmpfung der Entwicklungsstadien abzielen, wofur
sich Mallnahmen im Betriebsmanagement sowie die erganzende Anwendung biologischer
und mechanischer Bekampfungsmittel und der Einsatz von Larviziden bewahrt haben (Cook
2020; Gonzalez et al. 2024).

Resistenzen bei Vektoren, Schadlingen und Mikroorganismen gehéren zu den grofiten
Herausforderungen unserer Zeit. Sie erfordern eine interdisziplinare Zusammenarbeit
innerhalb der Bereiche Human- und Veterindrmedizin, Landwirtschaft und Umwelt. Die
zusatzliche Erkenntnis des Vorkommens der Resistenzallele in S. calcitrans-Populationen in
Uganda stitzt die Hypothese, dass Pyrethroidresistenz ein Problem globalen Ausmales ist
(Olafson et al. 2019). Die Entwicklung von Strategien fir das Resistenzmanagement und flr

verbesserte Kontrolimalinahmen ist somit weltweit von Bedeutung.
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6 Zusammenfassung

Der Wadenstecher, Stomoxys calcitrans, verursacht als hamatophage Stechfliege erhebliche
Produktionseinbufen in der Milchwirtschaft. Neben Ertragsverlusten durch eine herabgesetzte
Tiergesundheit und die damit einhergehende reduzierte Milchleistung, flihrt auch der Einsatz
von Insektiziden zu hohen Kosten in der Landwirtschaft. Zur Bekdmpfung von Vektoren und
Schadinsekten werden weltweit seit mehreren Jahrzehnten Pyrethroide eingesetzt. Durch den
dauerhaften, unkontrollierten Gebrauch kam es zur Entwicklung und Verbreitung von
Resistenzen gegenlber Pyrethroiden bei einer Vielzahl von Insektenspezies, darunter
S. calcitrans, = wodurch die Kontrolle  des Lastlings  erschwert  wird. Die
Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNPs) kdr L1014F und kdr-his L1014H im Gen des
spannungsabhangigen Natriumkanals (Vssc) wurden mit Pyrethroidresistenz bei S. calcitrans
in Verbindung gebracht. Wissenschaftliche Daten Uber das Vorkommen und die Verbreitung
dieser genetischen Marker fir Pyrethroidresistenz in S. calcitrans-Populationen in
Deutschland fehlen bisher vollkommen. Friihere Untersuchungen auf phanotypischer Ebene
indizierten jedoch, dass Pyrethroidresistenz in der deutschen Milchviehhaltung eine
weitverbreitete Problematik darstellt. Die weiterfiihrende Erhebung des Resistenzstatus ist fiir

den zielgerichteten und verantwortungsvollen Gebrauch von Insektiziden daher unverzichtbar.

Im ersten Teil dieser Studie konnten mittels topikaler Applikation des Pyrethroids Deltamethrin
vier S. calcitrans-Feldisolate von Milchviehbetrieben in Brandenburg als resistent bewertet
werden. Anhand des Vergleichs der LDso-Werte der Feldisolate mit dem eines suszeptiblen
Referenzstammes ergaben sich Resistenzfaktoren von 46,1 bis 119,5. Die anschlieliende
genotypische Untersuchung der getesteten Fliegen unter Anwendung einer allelspezifischen
Realtime-PCR bestatigte den Zusammenhang zwischen dem Deltamethrin-resistenten
Phanotyp und dem Vorkommen der Punktmutationen L1014F und L1014H in S. calcitrans.
Zudem zeigte sich ein Unterschied in der Starke der Resistenzauspragung in Abhangigkeit der
vorhandenen Resistenzallele. So war in den Feldisolaten mit hdheren LDso-Werten das kar-
Allel am haufigsten verbreitet. Die statistische Analyse mittels logistischer Regression
bestatigte zudem, dass das kdr-Allel die Uberlebenswahrscheinlichkeit nach Kontakt mit
Deltamethrin starker erhoht als das kdr-his-Allel.

Ziel des zweiten Abschnitts der Studie war es mittels der Detektion der genetischen Marker
kdr und kdr-his eine deutschlandweite Untersuchung von Pyrethroidresistenz in S. calcitrans
in  Milchviehbetrieben durchzufihren. Zur Erhebung qualitativer und quantitativer
Resistenzdaten wurde ein Deep Amplicon Sequencing Assay etabliert und angewandt. Es
konnten insgesamt 87 Betriebe in den Bundeslandern Schleswig-Holstein, Brandenburg und

Baden-Wirttemberg beprobt werden, wovon letztlich 65 S. calcitrans-Pools sequenziert und
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analysiert wurden. Die Sequenzierung von jeweils drei verschiedenen Genabschnitten des
Vssc ergab, dass die Resistenzallele kdr und kdr-his in allen getesteten Fliegenpopulationen
vorkamen. Daraus konnte geschlossen werden, dass Pyrethroidresistenz in Wadenstechern
in Deutschland sehr weit verbreitet ist. Die teilweise dulerst geringe prozentuale Haufigkeit
des Wildtyps von weniger als 1 % innerhalb einer Population unterstrich den weiten Fortschritt
der Ausbreitung der Resistenzallele. Zudem konnte weltweit erstmals eine weitere Mutation,
die super-kdr M918T, im Vssc-Gen von S. calcitrans identifiziert werden. Die Mutation ist
bisher nur aus Untersuchungen der Muscidae Musca domestica und Haematobia irritans
bekannt und wird bei diesen Spezies mit einer héheren Resistenz gegen Pyrethroide assoziiert
als die kdr und kdr-his. Sie konnte auf Betrieben in Baden-Wirttemberg (n = 16) und
Brandenburg (n = 3) detektiert werden mit einer relativen Haufigkeit von bis zu 9,5 %. Ob auch
ein Zusammenhang zwischen der super-kdr und dem Pyrethroidresistenz-Phanotyp von
S. calcitrans besteht, sollte in weiterfihrenden Studien ndher untersucht werden.

Die phylogenetische Analyse einer Intronsequenz im dritten Amplikon deutete darauf hin, dass
die resistenzassoziierten Mutationen kdr und kdr-his jeweils mindestens zweimal unabhangig
voneinander entstanden sind, da sich die identifizierten Haplotypen zwei unterschiedlichen
Kladen zuordnen lieRen. Der hohe Selektionsdruck, der durch die Anwendung von
Pyrethroiden auf Wadenstecher ausgelbt wird, wurde durch dieses Ergebnis zusatzlich
unterstrichen. Zum Vergleich wurden auf3erdem Fliegenproben aus Uganda sequenziert.
Diese konnten zum Teil ebenfalls den beiden Kladen zugeordnet werden, was auf eine
Verwandtschaft zu den Wadenstechern aus Deutschland hindeutete. Des Weiteren konnten
die kdrund die kdr-his zum ersten Mal in Fliegen aus Uganda und gesamt Afrika nachgewiesen
werden.

Die Ergebnisse dieser Studie weisen auf die Notwendigkeit eines Monitorings von
Pyrethroidresistenz in S. calcitrans hin. Mit dem Deep Amplicon Sequencing Assay wurde eine
prazise Methodik etabliert, die eine solche Erhebung und Uberwachung von Resistenzdaten
erlaubt. Auf der Grundlage von Resistenzdaten sollten einerseits verbesserte Strategien zur
Kontrolle von Stechfliegen entwickelt und andererseits anwendende Landwirte und Tierarzte

aufgeklart und sensibilisiert werden.
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7 Summary

Investigation of the Vssc mutations kdr (L1014F), kdr-his (L1014H) and super-kdr (M918T)
in the stable fly Stomoxys calcitrans to determine the pyrethroid resistance status

in German dairy farms

The stable fly Stomoxys calcitrans is a haematophagous biting insect that causes considerable
production losses in dairy industry. In addition to yield losses resulting from reduced animal
health and the consequent reduction of milk production, the use of insecticides also represents
a significant cost factor in agriculture. To control vectors and pest insects, pyrethroids have
been used globally for several decades. As a result of an uncontrolled and continuous use, the
development and spread of resistance to pyrethroids has occurred in various insect species
including S. calcitrans, which complicates its control. The single nucleotide polymorphisms
(SNPs) kdr L1014F and kdr-his L1014H in the voltage-gated sodium channel (Vssc) gene were
shown to confer pyrethroid resistance in S. calcitrans. Regarding Germany, scientific data on
the occurrence and spread of these genetic markers for pyrethroid resistance in S. calcitrans
populations has thus far been lacking. However, previous studies at phenotypic level indicated
that pyrethroid resistance poses a widespread problem in German dairy farming. Hence,
further investigation of the resistance status is essential for a targeted and responsible use of
insecticides.

In the first part of this study, four S. calcitrans field isolates from dairy farms in Brandenburg
were evaluated as resistant via topical application of the pyrethroid deltamethrin. By
comparison of LDspvalues of field isolates with a susceptible reference strain, resistance
factors of 46.1 to 119.5 were determined. The subsequent genotypic analysis of the tested
flies using allele-specific real-time PCRs confirmed the correlation between a deltamethrin-
resistant phenotype and the SNPs L1014F and L1014H in S. calcitrans. Furthermore, the level
of resistance expression was found to be dependent on the present resistance allele. In field
isolates with high LDso values, the kdr allele was most frequently detected. Statistical analysis
using logistic regression confirmed that the kdr allele increased survival probabilities after
deltamethrin exposure to a higher degree than the kdr-his allele.

The aim of the second part of the study was to conduct a Germany-wide investigation of
pyrethroid resistance in S. calcitrans on dairy farms by detection of the genetic markers kdr
and kdr-his. A deep amplicon sequencing assay was established and used to collect qualitative
and quantitative resistance data. A total of 87 farms in the federal states of Schleswig-Holstein,
Brandenburg and Baden-Wirttemberg were sampled, of which 65 S. calcitrans pools were
sequenced and analysed. The respective sequencing of three different amplicons of the Vssc

gene revealed the presence of the resistance alleles kdr and kdr-his in all fly populations that
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were tested. Therefore, it was concluded that pyrethroid resistance is widespread in stable fly
populations in Germany. The partly extremely low percentage of less than 1 % of wildtypes
within a population emphasized the pervasive spread of resistance alleles. In addition, a further
mutation, the super-kdr M918T, was identified worldwide for the first time in the Vssc gene of
S. calcitrans. To this point, the mutation had only been known from studies on the Muscidae
Musca domestica and Haematobia irritans where it was associated with higher resistance
levels to pyrethroids than kdr and kdr-his. The mutation was detected on farms in Baden-
Wirttemberg (n = 16) and Brandenburg (n = 3) with a relative frequency of up to 9.5 %.
Whether there is also a correlation between the super-kdr and the pyrethroid resistance
phenotype of S. calcitrans requires further investigation.

The phylogenetic analysis of an intron sequence in the third amplicon suggested that each of
the kdr and kdr-his resistance mutations have at least two independent origins, as the identified
haplotypes were assigned to two distinct clades. This result further underlined the presence of
intense selection pressure on stable fly populations resulting from a permanent pyrethroid
exposure. For comparison, fly samples from Uganda were additionally sequenced. In part, the
stable flies from Uganda could also be assigned to both clades, which indicated a relationship
to the stable flies from Germany. Furthermore, the alleles kdr and kdr-his were detected for
the first time in flies from the African continent and Uganda in particular.

The results of this study point out the necessity of monitoring pyrethroid resistance in
S. calcitrans. With the Deep Amplicon Sequencing Assay, a precise methodology was
established that allows for the collection and monitoring of resistance data. Based on profound
resistance data, improved strategies for the control of stable flies should be developed and

farmers and veterinarians educated and alerted on the development and spread of resistance.

90



8 Literaturverzeichnis

Abdurabu, M. and Salem, W. (2025):
Pyrethroid Ingestion With Brain and Heart Involvement: A Case Report.
Cureus 17: e82748. DOI: 10.7759/cureus.82748.

Ablorde, A., Ayettey, J., Kroidl, I., Wieser, A. and Kudom, A. A. (2023):

Co-occurrence of multiple kdr mutations (F1534C, V10161, V410L) in Aedes aegypti from
coastal areas in Ghana and assessment of the role of mosquito coil in causing pyrethroid
resistance.

Acta Trop 243: 106937. DOI: 10.1016/j.actatropica.2023.106937.

Acford-Palmer, H., Phelan, J. E., Tadesse, F. G., Kristan, M., Collins, E., Spadar, A., Walker,
T., Bousema, T., Messenger, L. A., Clark, T. G. and Campino, S. (2023):

Identification of two insecticide resistance markers in Ethiopian Anopheles stephensi
mosquitoes using a multiplex amplicon sequencing assay.

Sci Rep 13: 5612. DOI: 10.1038/s41598-023-32336-7.

Ahamad, A. and Kumar, J. (2023):

Pyrethroid pesticides: An overview on classification, toxicological assessment and
monitoring.

Journal of Hazardous Materials Advances 10: 100284. DOI: 10.1016/j.hazadv.2023.100284.

Ahmadian, A., Gharizadeh, B., Gustafsson, A. C., Sterky, F., Nyrén, P., Uhlén, M. and
Lundeberg, J. (2000):

Single-nucleotide polymorphism analysis by pyrosequencing.

Anal Biochem 280: 103-110. DOI: 10.1006/abio.2000.4493.

Alzabib, A. A., Al-Sarar, A. S., Abobakr, Y. and Saleh, A. A. (2025):

Investigating the molecular mechanisms of deltamethrin resistance in Musca domestica
populations from Saudi Arabia.

Parasit Vectors 18: 55. DOI: 10.1186/s13071-025-06668-4.

Anstead, J. A., Williamson, M. S. and Denholm, 1. (2005):

Evidence for multiple origins of identical insecticide resistance mutations in the aphid Myzus
persicae.

Insect Biochem Mol Biol 35: 249-256. DOI: 10.1016/j.ibmb.2004.12.004.

Aragon, T. J. (2004): epitools: Epidemiology Tools. R package version 0.5-10.1.
DOI: 10.32614/CRAN.package.epitools.

Arnemann, J. (2019). Haplotyp. In: Gressner, A.M., Arndt, T. (eds) Lexikon der
Medizinischen Laboratoriumsdiagnostik. Springer Reference Medizin. Springer, Berlin,
Heidelberg. DOI: 10.1007/978-3-662-48986-4 349

Avramenko, R. W., Redman, E. M., Lewis, R., Yazwinski, T. A., Wasmuth, J. D. and Gilleard,
J. S. (2015):

Exploring the Gastrointestinal "Nemabiome": Deep Amplicon Sequencing to Quantify the
Species Composition of Parasitic Nematode Communities.

PLoS One 10: e0143559. DOI: 10.1371/journal.pone.0143559.

Awad, W., Nadra-Elwgoud, M. and EI-Sayed, A. (2008):

Diagnosis and treatment of bovine, ovine and equine dermatophilosis.
Journal of Applied Sciences Research 4: 367-374.

91



Literaturverzeichnis

Azevedo, L. H., Borges, V., Filho, W. M., De Campos Castilho, R. and De Moraes, G. J.
(2022):

Semi-field evaluation of the predation of Macrocheles embersoni and Macrocheles
muscaedomesticae (Acari: Mesostigmata: Macrochelidae) on the house fly and the stable fly
(Diptera: Muscidae).

Pest Manag Sci 78: 1029-1034. DOI: 10.1002/ps.6714.

Balabanidou, V., Grigoraki, L. and Vontas, J. (2018):
Insect cuticle: a critical determinant of insecticide resistance.
Current Opinion in Insect Science 27: 68-74. DOI: 10.1016/j.cois.2018.03.001.

Baldacchino, F., Muenworn, V., Desquesnes, M., Desoli, F., Charoenviriyaphap, T. and
Duvallet, G. (2013):

Transmission of pathogens by Stomoxys flies (Diptera, Muscidae): a review.

Parasite 20: 26. DOI: 10.1051/parasite/2013026.

Barros, A. T. M. D., Rodrigues, V. D., Cangado, P. H. D. and Domingues, L. N. (2019):
Resistance of the stable fly, Stomoxys calcitrans (Diptera: Muscidae), to cypermethrin in
outbreak areas in Midwestern Brazil.

Revista Brasileira de Parasitologia Veterinaria 28: 802-806. DOI: 10.1590/S1984-
29612019089.

Barzman, M., Barberi, P., Birch, A. N. E., Boonekamp, P., Dachbrodt-Saaydeh, S., Graf, B.,
Hommel, B., Jensen, J. E., Kiss, J., Kudsk, P., Lamichhane, J. R., Messéan, A., Moonen, A.-
C., Ratnadass, A., Ricci, P., Sarah, J.-L. and Sattin, M. (2015):

Eight principles of integrated pest management.

Agronomy for Sustainable Development 35: 1199-1215. DOI: 10.1007/s13593-015-0327-9.

Birkemoe, T., Soleng, A. and Aak, A. (2009):

Biological control of Musca domestica and Stomoxys calcitrans by mass releases of the
parasitoid Spalangia cameroni on two Norwegian pig farms.

BioControl 54: 425-436. DOI: 10.1007/s10526-008-9190-9.

Bottema, C. D. and Sommer, S. S. (1993):
PCR amplification of specific alleles: rapid detection of known mutations and polymorphisms.
Mutat Res 288: 93-102. DOI: 10.1016/0027-5107(93)90211-w.

Bradberry, S. M., Cage, S. A., Proudfoot, A. T. and Vale, J. A. (2005):
Poisoning due to pyrethroids.
Toxicol Rev 24: 93-106. DOI: 10.2165/00139709-200524020-00003.

Broce, A. B. (1988):
An improved Alsynite trap for stable flies, Stomoxys calcitrans (Diptera: Muscidae).
J Med Entomol 25: 406-409. DOI: 10.1093/jmedent/25.5.406.

Burton, M. J., Mellor, I. R., Duce, I. R., Davies, T. G. E., Field, L. M. and Williamson, M. S.
(2011):

Differential resistance of insect sodium channels with kdr mutations to deltamethrin,
permethrin and DDT.

Insect Biochemistry and Molecular Biology 41: 723-732. DOI:
https://doi.org/10.1016/j.ibmb.2011.05.004.

Butler, J. F., Kloft, W. J., Dubose, L. A. and Kloft, E. S. (1977):

Recontamination of food after feeding a 32P food source to biting muscidae.
J Med Entomol 13: 567-571. DOI: 10.1093/jmedent/13.4-5.567.

92



Literaturverzeichnis

Cabral, A. P., Maia, F., Magliano, D. C., Graceli, J. B., Soares, P., Morris, E. a. R. and
Miranda-Alves, L. (2024):

Pyriproxyfen, villain or good guy? A brief review.

Arch Endocrinol Metab 68: €240154. DOI: 10.20945/2359-4292-2024-0154.

Callahan, B. J., Mcmurdie, P. J., Rosen, M. J., Han, A. W., Johnson, A. J. and Holmes, S. P.
(2016):

DADAZ2: High-resolution sample inference from Illlumina amplicon data.

Nat Methods 13: 581-583. DOI: 10.1038/nmeth.3869.

Campbell, J. B., Berry, I. L., Boxler, D. J., Davis, R. L., Clanton, D. C. and Deutscher, G. H.
(1987):

Effects of stable flies (Diptera: Muscidae) on weight gain and feed efficiency of feedlot cattle.
J Econ Entomol 80: 117-119. DOI: 10.1093/jee/80.1.117.

Campbell, J. B., Skoda, S. R., Berkebile, D. R., Boxler, D. J., Thomas, G. D., Adams, D. C.
and Davis, R. (2001):

Effects of stable flies (Diptera: Muscidae) on weight gains of grazing yearling cattle.

J Econ Entomol 94: 780-783. DOI: 10.1603/0022-0493-94.3.780.

Cao, X. M., Song, F. L., Zhao, T. Y., Dong, Y. D., Sun, C. X. and Lu, B. L. (2006):

Survey of Deltamethrin Resistance in House Flies (Musca domestica) from Urban Garbage
Dumps in Northern China.

Environmental Entomology 35: 1-9. DOI: 10.1603/0046-225x-35.1.1.

Castro, B. G., Souza, M. M. and Bittencourt, A. J. (2007):
Aerobic bacterial microbiota in Stomoxys calcitrans: preliminary studies in Brazil.
Rev Bras Parasitol Vet 16: 193-197. DOI: 10.1590/s1984-29612007000400003.

Catterall, W. A. (2000):

From ionic currents to molecular mechanisms: the structure and function of voltage-gated
sodium channels.

Neuron 26: 13-25. DOI: 10.1016/s0896-6273(00)81133-2.

Catterall, W. A. (2012):
Voltage-gated sodium channels at 60: structure, function and pathophysiology.
J Physiol 590: 2577-2589. DOI: 10.1113/jphysiol.2011.224204.

Chouaibou, M., Kouadio, F. B., Tia, E. and Djogbenou, L. (2017):

First report of the East African kdr mutation in an Anopheles gambiae mosquito in Céte
d'lvoire.

Wellcome Open Res 2: 8. DOI: 10.12688/wellcomeopenres.10662.1.

Ciccarelli, F. D., Doerks, T., Von Mering, C., Creevey, C. J., Snel, B. and Bork, P. (2006):
Toward automatic reconstruction of a highly resolved tree of life.
Science 311: 1283-1287. DOI: 10.1126/science.1123061.

Cilek, J. E. (1999):

Evaluation of various substances to increase adult Stomoxys calcitrans (Diptera: Muscidae)
collections on alsynite cylinder traps in north Florida.

J Med Entomol 36: 605-609. DOI: 10.1093/jmedent/36.5.605.

Cook, D. (2020):

A Historical Review of Management Options Used against the Stable Fly
(Diptera: Muscidae).

Insects 11. DOI: 10.3390/insects11050313.

93



Literaturverzeichnis

Cook, D. F., Dadour, I. R. and Keals, N. J. (1999):

Stable fly, house fly (Diptera: Muscidae), and other nuisance fly development in poultry litter
associated with horticultural crop production.

J Econ Entomol 92: 1352-1357. DOI: 10.1093/jee/92.6.1352.

Cosme, L. V., Gloria-Soria, A., Caccone, A., Powell, J. R. and Martins, A. J. (2020):
Evolution of kdr haplotypes in worldwide populations of Aedes aegypti: Independent origins
of the F1534C kdr mutation.

PLoS Negl Trop Dis 14: e0008219. DOI: 10.1371/journal.pntd.0008219.

Da Silva, A. S., De Mello, T. F., Faga, H. F. E., Knorst, J. K,, Silva, F. and Leite, G. a. A.
(2024):

Female Mice Exposed to Pyriproxyfen Since Prepuberty Showed Reproductive Impairment
During Sexual Maturity and Increased Fetal Death in Their Offspring.

Environ Toxicol 39: 5019-5038. DOI: 10.1002/tox.24374.

Daher, R., Kriicken, J., Bauer, B., Da Silva, V. M. G., Reissert, S., Weiher, W., Nijhof, A. M.,
Clausen, P.-H. and Steuber, S. (2024):

Knockdown resistance in Stomoxys calcitrans stable fly populations on German dairy farms:
kdr alleles explain susceptibility of individual flies to deltamethrin.

J Pest Sci 98: 821-832. DOI: 10.1007/s10340-024-01838-2.

Davies, T. E., O'reilly, A. O., Field, L. M., Wallace, B. and Williamson, M. S. (2008):
Knockdown resistance to DDT and pyrethroids: from target-site mutations to molecular
modelling.

Pest Manag Sci 64: 1126-1130. DOI: 10.1002/ps.1617.

Davies, T. G,, Field, L. M., Usherwood, P. N. and Williamson, M. S. (2007a):

A comparative study of voltage-gated sodium channels in the Insecta: implications for
pyrethroid resistance in Anopheline and other Neopteran species.

Insect Mol Biol 16: 361-375. DOI: 10.1111/j.1365-2583.2007.00733.x.

Davies, T. G. E., Field, L. M., Usherwood, P. N. R. and Williamson, M. S. (2007b):
DDT, pyrethrins, pyrethroids and insect sodium channels.
lubmb Life 59: 151-162. DOI: 10.1080/15216540701352042.

Derst, C., Walther, C., Veh, R. W., Wicher, D. and Heinemann, S. H. (2006):

Four novel sequences in Drosophila melanogaster homologous to the auxiliary Para sodium
channel subunit TipE.

Biochem Biophys Res Commun 339: 939-948. DOI: 10.1016/j.bbrc.2005.11.096.

Desquesnes, M., Dargantes, A., Lai, D. H., Lun, Z. R., Holzmuller, P. and Jittapalapong, S.
(2013):

Trypanosoma evansi and surra: a review and perspectives on transmission, epidemiology
and control, impact, and zoonotic aspects.

Biomed Res Int 2013: 321237. DOI: 10.1155/2013/321237.

Diaz, J. H. (2016):

Chemical and Plant-Based Insect Repellents: Efficacy, Safety, and Toxicity.

Wilderness Environ Med 27: 153-163. DOI: 10.1016/j.wem.2015.11.007.

Domingues, L. N., Guerrero, F. D. and Foil, L. D. (2019):

Impacts of long-term insecticide treatment regimes on skdr and kdr pyrethroid resistance
alleles in horn fly field populations.

Parasitology Research 118: 2485-2497. DOI: 10.1007/s00436-019-06386-8.

94



Literaturverzeichnis

Domingues, L. N., Solis, G. D., Bendele, K. G., Foil, L. D., Perez De Leon, A. A. and
Guerrero, F. D. (2020):

Sequence and transcript expression of the super-kdr locus of the horn fly, Haematobia
irritans.

Med Vet Entomol 34: 374-378. DOI: 10.1111/mve.12442.

Donahue Jr, W. A, Showler, A. T., Donahue, M. W., Vinson, B. E. and Osbrink, W. L. (2017):
Lethal effects of the insect growth regulator cyromazine against three species of filth flies,
Musca domestica, Stomoxys calcitrans, and Fannia canicularis (Diptera: Muscidae) in cattle,
swine, and chicken manure.

Journal of economic entomology 110: 776-782. DOI: 10.1093/jee/tow294.

Dong, K. (2007):
Insect sodium channels and insecticide resistance.
Invertebrate neuroscience: IN 7: 17-30. DOI: 10.1007/s10158-006-0036-9.

Dong, K., Du, Y., Rinkevich, F., Nomura, Y., Xu, P., Wang, L., Silver, K. and Zhorov, B. S.
(2014):

Molecular biology of insect sodium channels and pyrethroid resistance.

Insect Biochem Mol Biol 50: 1-17. DOI: 10.1016/j.ibmb.2014.03.012.

Dougherty, C. T., Knapp, F. W., Burrus, P. B., Willis, D. C., Cornelius, P. L. and Bradley, N.
W. (1993):

Multiple Releases of Stable Flies (Stomoxys calcitrans L) and Behavior of Grazing Beef-
Cattle.

Applied Animal Behaviour Science 38: 191-212. DOI: 10.1016/0168-1591(93)90019-L.

Dsouli, N., Delsuc, F., Michaux, J., De Stordeur, E., Couloux, A., Veuille, M. and Duvallet, G.
(2011):

Phylogenetic analyses of mitochondrial and nuclear data in haematophagous flies support
the paraphyly of the genus Stomoxys (Diptera: Muscidae).

Infect Genet Evol 11: 663-670. DOI: 10.1016/j.meegid.2011.02.004.

EFSA (2010):
Bovine Besnoitiosis: An emerging disease in Europe.
EFSA Journal 8: 1499. DOI: 10.2903/j.efsa.2010.1499.

Elliott, M. (1995):

Chemicals in insect control.

Pyrethrum Flowers: Chemistry, Toxicology and Uses. JE Casida and GB Quistad, eds.
Oxford University Press, New York: 3-31.

Elliott, M., Farnham, A. W., Janes, N. F., Needham, P. H. and Pulman, D. A. (1974):
Synthetic insecticide with a new order of activity.
Nature 248: 710-711. DOI: 10.1038/248710a0.

EMA (2023):

Reflection paper on resistance in ectoparasites. EMA/CVMP/EWP/310225/2014.
https://www.ema.europa.eu/en/documents/reflection-paper/reflection-paper-on-resistance-in-
ectoparasites.pdf

Ensley, S. M. (2018):

Chapter 39 - Pyrethrins and Pyrethroids.

Veterinary Toxicology (Third Edition). R. C. Gupta, Academic Press: 515-520.

DOI: 10.1016/B978-0-12-811410-0.00039-8.

95



Literaturverzeichnis

Food and Agriculture Organization of the United Nations (2025):
FAOSTAT. Rome: FAQO; Daten abgerufen am 20.05.2025; https://www.fao.org/faostat/.

Farnham, A. W., Murray, A. W. A, Sawicki, R. M., Denholm, |. and White, J. C. (1987):
Characterization of the structure-activity relationship of kdr and two variants of super-kdr to
pyrethroids in the housefly (Musca domestica L.).

Pesticide Science 19: 209-220. DOI: 10.1002/ps.2780190306.

Field, L. M., Emyr Davies, T. G., O’reilly, A. O., Williamson, M. S. and Wallace, B. A. (2017):
Voltage-gated sodium channels as targets for pyrethroid insecticides.
European Biophysics Journal 46: 675-679. DOI: 10.1007/s00249-016-1195-1.

Fisher, C. R., Dressel, A. E., Silva, J. J. and Scott, J. G. (2023):

A Globally Distributed Insecticide Resistance Allele Confers a Fitness Cost in the Absence of
Insecticide in Aedes aegypti (Diptera: Culicidae), the Yellow Fever Mosquito.

Journal of Medical Entomology 60: 494-499. DOI: 10.1093/jme/tjad015.

Flint, M. L. and Van Den Bosch, R. (1981):

A History of Pest Control.

Introduction to Integrated Pest Management. M. L. Flint and R. van den Bosch. Boston, MA,
Springer US: 51-81. DOI: 0.1007/978-1-4615-9212-9 4

Florez-Cuadros, M., Berkebile, D., Brewer, G. and Taylor, D. B. (2019):
Effects of Diet Quality and Temperature on Stable Fly (Diptera: Muscidae) Development.
Insects 10. DOI: 10.3390/insects10070207.

Foil, L. D., Guerrero, F., Alison, M. W. and Kimball, M. D. (2005):

Association of the kdr and superkdr sodium channel mutations with resistance to pyrethroids
in Louisiana populations of the horn fly, Haematobia irritans irritans (L.).

Veterinary Parasitology 129: 149-158. DOI: 10.1016/j.vetpar.2005.01.007.

Foil, L. D. and Hogsette, J. A. (1994):
Biology and control of tabanids, stable flies and horn flies.
Rev Sci Tech 13: 1125-1158. DOI: 10.20506/rst.13.4.821.

Foil, L. D., Meek, C. L., Adams, W. V. and Issel, C. J. (1983):

Mechanical transmission of equine infectious anemia virus by deer flies (Chrysops flavidus)
and stable flies (Stomoxys calcitrans).

Am J Vet Res 44: 155-156.

Forgash, A. J. (1984):
History, evolution, and consequences of insecticide resistance.
Pesticide Biochemistry and Physiology 22: 178-186. DOI: 10.1016/0048-3575(84)90087-7.

Franck, P., Siegwart, M., Olivares, J., Toubon, J. F. and Lavigne, C. (2012):
Multiple origins of the sodium channel kdr mutations in codling moth populations.
PLoS One 7: e43543. DOI: 10.1371/journal.pone.0043543.

Freeman, J. C., San Miguel, K. and Scott, J. G. (2021):

All resistance alleles are not equal: the high fitness cost of super-kdr in the absence of
insecticide.

Pest Manag Sci 77: 3693-3697. DOI: 10.1002/ps.6115.

Fukuto, T. R. (1990):

Mechanism of action of organophosphorus and carbamate insecticides.
Environ Health Perspect 87: 245-254. DOI: 10.1289/ehp.9087245.

96



Literaturverzeichnis

Gao, Q,, Li, M., Sheng, C., Scott, J. G. and Qiu, X. (2012):

Multiple cytochrome P450s overexpressed in pyrethroid resistant house flies (Musca
domestica).

Pesticide Biochemistry and Physiology 104: 252-260. DOI: 10.1016/j.pestbp.2012.09.006.

Gilles, J., David, J.-F. and Duvallet, G. (2005):

Effects of Temperature on the Rate of Increase of Stomoxys calcitrans and Stomoxys niger
niger (Diptera: Muscidae) from La Réunion Island.

Journal of Medical Entomology 42: 959-965. DOI: 10.1093/jmedent/42.6.959.

Gilles, J., David, J. F., Duvallet, G., De La Rocque, S. and Tillard, E. (2007):
Efficiency of traps for Stomoxys calcitrans and Stomoxys niger niger on Reunion Island.
Med Vet Entomol 21: 65-69. DOI: 10.1111/j.1365-2915.2006.00658.x.

Goldin, A. L., Barchi, R. L., Caldwell, J. H., Hofmann, F., Howe, J. R., Hunter, J. C., Kallen,
R. G., Mandel, G., Meisler, M. H., Netter, Y. B., Noda, M., Tamkun, M. M., Waxman, S. G.,
Wood, J. N. and Catterall, W. A. (2000):

Nomenclature of voltage-gated sodium channels.

Neuron 28: 365-368. DOI: 10.1016/s0896-6273(00)00116-1.

Gollnick, N. S., Scharr, J. C., Schares, G. and Langenmayer, M. C. (2015):
Natural Besnoitia besnoiti infections in cattle: chronology of disease progression.
BMC Veterinary Research 11: 35. DOI: 10.1186/s12917-015-0344-6.

Gonzalez, M. A., Duvallet, G., Morel, D., De Blas, I., Barrio, E. and Ruiz-Arrondo, I. (2024):
An Integrated Pest Management Strategy Approach for the Management of the Stable Fly
Stomoxys calcitrans (Diptera: Muscidae).

Insects 15. DOI: 10.3390/insects15040222.

Graffelman, J. (2015):
Exploring Diallelic Genetic Markers: The HardyWeinberg Package.
Journal of Statistical Software 64: 1 - 23. DOI: 10.18637/jss.v064.i03.

Greene, G. and Cilek, J. (1993):

Management of stable flies in cattle feedlots with releases of parasitic wasps.

Kansas Agricultural Experiment Station Research Reports: 149-151. DOI: 10.4148/2378-
5977.2180.

Guerrero, F. D., Jamroz, R. C., Kammlah, D. and Kunz, S. E. (1997):

Toxicological and molecular characterization of pyrethroid-resistant horn flies, Haematobia
irritans: identification of kdr and super-kdr point mutations.

Insect Biochemistry and Molecular Biology 27: 745-755. DOI: 10.1016/S0965-
1748(97)00057-X.

Guglielmone, A. A, Castelli, M. E., Volpogni, M. M., Medus, P. D., Martins, J. R., Suarez, V.
H., Anziani, O. S. and Mangold, A. J. (2001):

Toxicity of cypermethrin and diazinon to Haematobia irritans (Diptera: Muscidae) in its
American southern range.

Vet Parasitol 101: 67-73. DOI: 10.1016/s0304-4017(01)00490-3.

Gutierrez, C., Desquesnes, M., Touratier, L. and Blscher, P. (2010):

Trypanosoma evansi: recent outbreaks in Europe.
Vet Parasitol 174: 26-29. DOI: 10.1016/j.vetpar.2010.08.012.

97



Literaturverzeichnis

Hafez, M. and Gamal-Eddin, F. (1959):
On the feeding habits' of Stomoxys calcitrans L. and sitiens Rond., with special reference to
their biting cycle in nature (Diptera: Muscidae). Bull Soc Entomol Egypte 43:245-283.

Hawkins, J. A., Adams, W. V., Cook, L., Wilson, B. H. and Roth, E. E. (1973):

Role of horse fly (Tabanus fuscicostatus Hine) and stable fly (Stomoxys calcitrans L.) in
transmission of equine infectious anemia to ponies in Louisiana.

Am J Vet Res 34: 1583-1586.

Heinisch, E., Kettrup, A. and Wenzel-Klein, S. (1993):
DDT/Lindan-Masseneinsatze in der DDR.
Umweltwissenschaften und Schadstoff-Forschung 5: 277-280. DOI: 10.1007/BF02937964.

Henning, W. (1970):
Phylogenetic Systematics. Urbana: University of lllinois — ISBN: 978-0253009122.

Hodgkin, A. L. and Huxley, A. F. (1952):

A quantitative description of membrane current and its application to conduction and
excitation in nerve.

The Journal of physiology 117: 500-544. DOI: 10.1113/jphysiol.1952.sp004764.

Hodosan, C., Gird, C. E., Ghica, M. V., Dinu-Pirvu, C. E., Nistor, L., Barbuica, I. S., Marin S,
C., Mihalache, A. and Popa, L. (2023):

Pyrethrins and Pyrethroids: A Comprehensive Review of Natural Occurring Compounds and
Their Synthetic Derivatives.

Plants (Basel) 12. DOI: 10.3390/plants12234022.

Huang, J., Kristensen, M., Qiao, C. L. and Jespersen, J. B. (2004):

Frequency of kdr gene in house fly field populations: correlation of pyrethroid resistance and
kdr frequency.

J Econ Entomol 97: 1036-1041. DOI: 10.1093/jee/97.3.1036.

Hyeock Lee, S., Smith, T., C. Knipple, D. and Soderlund, D. (1999):

Mutations in the house fly Vssc? sodium channel gene associated with super-kdr resistance
abolish the pyrethroid sensitivity of Vssc1/tipE sodium channels expressed in Xenopus
oocytes.

Insect Biochemistry and Molecular Biology 29: 185-194. DOI: 10.1016/S0965-
1748(98)00122-2.

Ingles, P. J., Adams, P. M., Knipple, D. C. and Soderlund, D. M. (1996):

Characterization of voltage-sensitive sodium channel gene coding sequences from
insecticide-susceptible and knockdown-resistant house fly strains.

Insect Biochemistry and Molecular Biology 26: 319-326. DOI: 10.1016/0965-1748(95)00093-
3.

IRAC (2025):
Mode of Action Classification Scheme Version 11.4 Abschnitt 3: What is resistance?.
Insecticide Resistance Action Committee (IRAC) International MoA Working Group.

Verflgbar unter: https://irac-online.org/documents/moa-classification/ (Abgerufen am 5. Juni
2025, 14 Uhr)

Issel, C. J. and Faoil, L. D. (2015):

Equine infectious anaemia and mechanical transmission: man and the wee beasties.
Rev Sci Tech 34: 513-523. DOI: 10.20506/rst.34.2.2376.

98



Literaturverzeichnis

James, M. T. and Harwood, R. F. (1970):
Herms's medical entomology 6th Revised edition. New York: Collier Macmillan Ltd —
ISBN: 0023601809.

Jandowsky, A. (2010):

Vorkommen und Verbreitung von Insektizidresistenzen bei Fliegen (Musca domestica) in
Milchviehbetrieben im Bundesland Brandenburg, Deutschland. Dissertation. Freie Universitat
Berlin. Journal Nr: 3340. Mensch und Buch Verlag — ISBN: 978-3-86664-751-0.

Kahana-Sutin, E., Klement, E., Lensky, |. and Gottlieb, Y. (2017):

High relative abundance of the stable fly Stomoxys calcitrans is associated with lumpy skin
disease outbreaks in Israeli dairy farms.

Med Vet Entomol 31: 150-160. DOI: 10.1111/mve.12217.

Kavi, L. A., Kaufman, P. E. and Scott, J. G. (2014):
Genetics and mechanisms of imidacloprid resistance in house flies.
Pestic Biochem Physiol 109: 64-69. DOI: 10.1016/j.pestbp.2014.01.006.

Kerr, R. W., Venables, D. G., Roulston, W. J. and Schnitzerling, H. J. (1957):
Specific DDT-Resistance in Houseflies.
Nature 180: 1132-1133. DOI: 10.1038/1801132a0.

Khan, H. A., Akram, W. and Shad, S. A. (2014):

Genetics, cross-resistance and mechanism of resistance to spinosad in a field strain of
Musca domestica L. (Diptera: Muscidae).

Acta Trop 130: 148-154. DOI: 10.1016/j.actatropica.2013.11.006.

Killough, R. A. and Mckinstry, D. M. (1965):
Mating and Oviposition Studies of the Stable Fly1.
Journal of Economic Entomology 58: 489-491. DOI: 10.1093/jee/58.3.489.

Kinn, D. N. (1966):

Predation by the Mite, Macrocheles Muscaedomesticae (Acarina: Macrochelidae), On Three
Species of Flies.

Journal of Medical Entomology 3: 155-158. DOI: 10.1093/jmedent/3.2.155.

Koukpo, C. Z., Fassinou, A., Ossé, R. A., Agossa, F. R., Sovi, A., Sewadé, W. T.,
Aboubakar, S., Assogba, B. S., Akogbeto, M. C. and Sezonlin, M. (2019):

The current distribution and characterization of the L1014F resistance allele of the kdr gene
in three malaria vectors (Anopheles gambiae, Anopheles coluzzii, Anopheles arabiensis) in
Benin (West Africa).

Malar J 18: 175. DOI: 10.1186/s12936-019-2808-9.

Kricken, J., Ehnert, P., Fiedler, S., Horn, F., Helm, C. S., Ramuinke, S., Bartmann, T., Kahl,
A., Neubert, A., Weiher, W., Daher, R., Terhalle, W., Klabunde-Negatsch, A., Steuber, S. and
von Samson-Himmelstjerna, G. (2024):

Faecal egg count reduction tests and nemabiome analysis reveal high frequency of multi-
resistant parasites on sheep farms in north-east Germany involving multiple strongyle
parasite species.

Int J Parasitol Drugs Drug Resist 25: 100547. DOI: 10.1016/}.ijpddr.2024.100547.

Kumar, A., Jasrotia, S., Dutta, J. and Kyzas, G. Z. (2023):

Pyrethroids toxicity in vertebrates and invertebrates and amelioration by bioactive
compounds: A review.

Pestic Biochem Physiol 196: 105615. DOI: 10.1016/j.pestbp.2023.105615.

99



Literaturverzeichnis

Laveissiére, C. and Grébaut, P. (1990):

[The trapping of tsetse flies (Diptera: Glossinidae). Improvement of a model: the Vavoua
trap].

Trop Med Parasitol 41: 185-192.

Leal, L. C. D. S. R., Monteiro, C. M. D. O., Mendonga, A. E. D., Bittencourt, V. R. E. P. and
Bittencourt, A. J. (2017):

Potential of entomopathogenic nematodes of the genus Heterorhabditis for the control of
Stomoxys calcitrans (Diptera: Muscidae).

Revista Brasileira de Parasitologia Veterinaria 26: 451-456. DOI: 10.1590/S1984-
29612017065.

Lee, S. H., Ingles, P. J., Knipple, D. C. and Soderlund, D. M. (2002):

Developmental regulation of alternative exon usage in the house fly Vssc? sodium channel
gene.

Invert Neurosci 4: 125-133. DOI: 10.1007/s10158-001-0014-1.

Lee, S. H., Smith, T. J., Ingles, P. J. and Soderlund, D. M. (2000):

Cloning and functional characterization of a putative sodium channel auxiliary subunit gene
from the house fly (Musca domestica).

Insect Biochem Mol Biol 30: 479-487. DOI: 10.1016/s0965-1748(00)00019-9.

Leopold, R. A., Meola, S. and Degrugillier, M. E. (1978):

The egg fertilization site within the house fly, Musca domestica (L.) (diptera: Muscidae).
International Journal of Insect Morphology and Embryology 7: 111-120. DOI:
https://doi.org/10.1016/0020-7322(78)90011-9.

Li, B. A, Li, B. M., Bao, Z,, Li, Q., Xing, M. and Li, B. (2023a):
Dichlorodiphenyltrichloroethane for Malaria and Agricultural Uses and Its Impacts on Human
Health.

Bull Environ Contam Toxicol 111: 45. DOI: 10.1007/s00128-023-03789-3.

Li, H., Cheng, F., Wei, Y., Lydy, M. J. and You, J. (2017):

Global occurrence of pyrethroid insecticides in sediment and the associated toxicological
effects on benthic invertebrates: An overview.

J Hazard Mater 324: 258-271. DOI: 10.1016/j.jhazmat.2016.10.056.

Li, M., Feng, X., Reid, W. R., Tang, F. and Liu, N. (2023b):

Multiple-P450 Gene Co-Up-Regulation in the Development of Permethrin Resistance in the
House Fly, Musca domestica.

Int J Mol Sci 24. DOI: 10.3390/ijms24043170.

Lienard, E., Salem, A., Jacquiet, P., Grisez, C., Prevot, F., Blanchard, B., Bouhsira, E. and
Franc, M. (2013):

Development of a protocol testing the ability of Stomoxys calcitrans (Linnaeus, 1758)
(Diptera: Muscidae) to transmit Besnoitia besnoiti (Henry, 1913) (Apicomplexa:
Sarcocystidae).

Parasitol Res 112: 479-486. DOI: 10.1007/s00436-012-3157-6.

Liu, L., Li, Y., Li, S., Hu, N., He, Y., Pong, R., Lin, D., Lu, L. and Law, M. (2012a):
Comparison of next-generation sequencing systems.
J Biomed Biotechnol 2012: 251364. DOI: 10.1155/2012/251364.

Liu, N. and Yue, X. (2000):

Insecticide Resistance and Cross-Resistance in the House Fly (Diptera: Muscidae).
Journal of Economic Entomology 93: 1269-1275. DOI: 10.1603/0022-0493-93.4.1269.

100



Literaturverzeichnis

Liu, S. S., Li, A. Y., Lohmeyer, K. H. and Pérez De Ledn, A. A. (2012b):

Effects of pyriproxyfen and buprofezin on immature development and reproduction in the
stable fly.

Med Vet Entomol 26: 379-385. DOI: 10.1111/j.1365-2915.2012.01013.x.

Loughney, K., Kreber, R. and Ganetzky, B. (1989):
Molecular analysis of the para locus, a sodium channel gene in Drosophila.
Cell 58: 1143-1154. DOI: 10.1016/0092-8674(89)90512-6.

Lysyk, T. J. (1998):

Relationships between temperature and life-history parameters of Stomoxys calcitrans
(Diptera: Muscidae).

J Med Entomol 35: 107-119. DOI: 10.1093/jmedent/35.2.107.

Maharajan, K., Muthulakshmi, S., Karthik, C., Nataraj, B., Nambirajan, K., Hemalatha, D., Jiji,
S., Kadirvelu, K., Liu, K. C. and Ramesh, M. (2020):

Pyriproxyfen induced impairment of reproductive endocrine homeostasis and gonadal
histopathology in zebrafish (Danio rerio) by altered expression of hypothalamus-pituitary-
gonadal (HPG) axis genes.

Sci Total Environ 735: 139496. DOI: 10.1016/j.scitotenv.2020.139496.

Malik, A., Singh, N. and Satya, S. (2007):
House fly (Musca domestica): a review of control strategies for a challenging pest.
J Environ Sci Health B 42: 453-469. DOI: 10.1080/03601230701316481.

Mardis, E. R. (2017):
DNA sequencing technologies: 2006—2016.
Nature Protocols 12: 213-218. DOI: 10.1038/nprot.2016.182.

Maron, P. C. R. G., Thomas, G. D., Siegfried, B. D. and Campbell, J. B. (1997):
Susceptibility of Stable Flies (Diptera: Muscidae) from Southeastern Nebraska Beef Cattle
Feedlots to Selected Insecticides and Comparison of 3 Bioassay Techniques.

Journal of Economic Entomology 90: 293-298. DOI: 10.1093/jee/90.2.293.

Matsuda, K., Ihara, M. and Sattelle, D. B. (2020):
Neonicotinoid Insecticides: Molecular Targets, Resistance, and Toxicity.
Annu Rev Pharmacol Toxicol 60: 241-255. DOI: 10.1146/annurev-pharmtox-010818-021747.

Matsuo, N. (2019):
Discovery and development of pyrethroid insecticides.
Proc Jpn Acad Ser B Phys Biol Sci 95: 378-400. DOI: 10.2183/pjab.95.027.

Merle, R., Busse, M., Rechter, G. and Meer, U. (2012):

Regionalisierung Deutschlands anhand landwirtschaftlicher Strukturdaten.

Berliner und Miinchener Tierarztliche Wochenschrift 125: 52-59. DOI: 10.2376/0005-9366-
125-52.

Metzker, M. L. (2010):
Sequencing technologies - the next generation.
Nat Rev Genet 11: 31-46. DOI: 10.1038/nrg2626.

Meyer, J. A, Shultz, T. A., Collar, C. and Mullens, B. A. (1991):

Relative Abundance of Stable Fly and House Fly (Diptera: Muscidae) Pupal Parasites
(Hymenoptera: Pteromalidae; Coleoptera: Staphylinidae) on Confinement Dairies in
California.

Environmental Entomology 20: 915-921. DOI: 10.1093/ee/20.3.915.

101



Literaturverzeichnis

Mihok, S. (2002):
The development of a multipurpose trap (the Nzi) for tsetse and other biting flies.
Bull Entomol Res 92: 385-403. DOI: 10.1079/ber2002186.

Mihok, S., Kang'ethe, E. K. and Kamau, G. K. (1995):
Trials of traps and attractants for Stomoxys spp. (Diptera: Muscidae).
J Med Entomol 32: 283-289. DOI: 10.1093/jmedent/32.3.283.

Miller, R. W. (1994):

Inhibition of House Flies and Stable Flies (Diptera: Muscidae) in Field-Spread Dairy Bedding
from Cattle Treated with Diflubenzuron Boluses.

Journal of Economic Entomology 87: 402-404. DOI: 10.1093/jee/87.2.402.

Modi, A., Vai, S., Caramelli, D. and Lari, M. (2021):

The Illumina Sequencing Protocol and the NovaSeq 6000 System.

Bacterial Pangenomics: Methods and Protocols. A. Mengoni, G. Bacci and M. Fondi. New
York, NY, Springer US: 15-42.

Montella, I. R., Schama, R. and Valle, D. (2012):

The classification of esterases: an important gene family involved in insecticide resistance--a
review.

Mem Inst Oswaldo Cruz 107: 437-449. DOI: 10.1590/s0074-02762012000400001.

Muita, J. W., Bargul, J. L., Makwatta, J. O., Ngatia, E. M., Tawich, S. K., Masiga, D. K. and
Getahun, M. N. (2025):

Stomoxys flies (Diptera, Muscidae) are competent vectors of Trypanosoma evansi,
Trypanosoma vivax, and other livestock hemopathogens.

PLoS Pathog 21: €1012570. DOI: 10.1371/journal.ppat.1012570.

Mullens, B. A, Lii, K. S., Mao, Y., Meyer, J. A, Peterson, N. G. and Szijj, C. E. (2006):
Behavioural responses of dairy cattle to the stable fly, Stomoxys calcitrans, in an open field
environment.

Med Vet Entomol 20: 122-137. DOI: 10.1111/j.1365-2915.2006.00608.x.

Narahashi, T. (1985):
Nerve membrane ionic channels as the primary target of pyrethroids.
Neurotoxicology 6: 3-22.

Narahashi, T. (1996):
Neuronal lon Channels as the Target Sites of Insecticides.
Pharmacology & Toxicology 79: 1-14. DOI: 10.1111/j.1600-0773.1996.tb00234 .x.

Narahashi, T., Zhao, X., Ikeda, T., Nagata, K. and Yeh, J. Z. (2007):
Differential actions of insecticides on target sites: basis for selective toxicity.
Hum Exp Toxicol 26: 361-366. DOI: 10.1177/0960327106078408.

Nasuti, C., Cantalamessa, F., Falcioni, G. and Gabbianelli, R. (2003):

Different effects of Type | and Type Il pyrethroids on erythrocyte plasma membrane
properties and enzymatic activity in rats.

Toxicology 191: 233-244. DOI: 10.1016/s0300-483x(03)00207-5.

Nayani, S., Meraj, S., Renyard, A. and Gries, G. (2024):

Blood-feeding stable flies, Stomoxys calcitrans (Diptera: Muscidae), are attracted to, and
transmit Staphylococcus aureus (Bacillales: Staphylococcaceae), a causal agent of bovine
mastitis: a laboratory pilot study.

J Med Entomol 61: 1470-1477. DOI: 10.1093/jme/tjae101.

102



Literaturverzeichnis

Olafson, P. U., Kaufman, P. E., Duvallet, G., Solorzano, J. A., Taylor, D. B. and Fryxell, R. T.
(2019):

Frequency of kdr and kdr-his Alleles in Stable Fly (Diptera: Muscidae) Populations From the
United States, Costa Rica, France, and Thailand.

J Med Entomol 56: 1145-1149. DOI: 10.1093/jme/tjz012.

Olafson, P. U., Pitzer, J. B. and Kaufman, P. E. (2011):

Identification of a mutation associated with permethrin resistance in the para-type sodium
channel of the stable fly (Diptera: Muscidae).

J Econ Entomol 104: 250-257. DOI: 10.1603/ec10307.

Olesen, A. S., Lohse, L., Hansen, M. F., Boklund, A., Halasa, T., Belsham, G. J.,
Rasmussen, T. B., Botner, A. and Bodker, R. (2018):

Infection of pigs with African swine fever virus via ingestion of stable flies (Stomoxys
calcitrans).

Transbound Emerg Dis 65: 1152-1157. DOI: 10.1111/tbed.12918.

Ore, O. T., Adeola, A. O., Bayode, A. A., Adedipe, D. T. and Nomngongo, P. N. (2023):
Organophosphate pesticide residues in environmental and biological matrices: Occurrence,
distribution and potential remedial approaches.

Environmental Chemistry and Ecotoxicology 5: 9-23. DOI: 10.1016/j.enceco0.2022.10.004.

Ota, M., Fukushima, H., Kulski, J. K. and Inoko, H. (2007):

Single nucleotide polymorphism detection by polymerase chain reaction-restriction fragment
length polymorphism.

Nat Protoc 2: 2857-2864. DOI: 10.1038/nprot.2007.407.

Pan, J., Yang, C., Liu, Y., Gao, Q., Li, M. and Qiu, X. (2018):

Novel cytochrome P450 (CYP6D1) and voltage sensitive sodium channel (Vssc) alleles of
the house fly (Musca domestica) and their roles in pyrethroid resistance.

Pest Management Science 74: 978-986. DOI: https://doi.org/10.1002/ps.4798.

Panini, M., Anaclerio, M., Puggioni, V., Stagnati, L., Nauen, R. and Mazzoni, E. (2015):
Presence and impact of allelic variations of two alternative s-kdr mutations, M918T and
M918L, in the voltage-gated sodium channel of the green peach aphid Myzus persicae.
Pest Manag Sci 71: 878-884. DOI: 10.1002/ps.3927.

Pareek, C. S., Smoczynski, R. and Tretyn, A. (2011):
Sequencing technologies and genome sequencing.
J Appl Genet 52: 413-435. DOI: 10.1007/s13353-011-0057-x.

Parravani, A., Chivers, C. A., Bell, N., Long, S., Burden, F. and Wall, R. (2019):
Seasonal abundance of the stable fly Stomoxys calcitrans in southwest England.
Med Vet Entomol 33: 485-490. DOI: 10.1111/mve.12386.

Pauron, D., Barhanin, J., Amichot, M., Pralavorio, M., Berge, J. B. and Lazdunski, M. (1989):
Pyrethroid receptor in the insect sodium channel: alteration of its properties in pyrethroid-
resistant flies.

Biochemistry 28: 1673-1677. DOI: 10.1021/bi00430a037.

Peterson, R. K. D. (2025):

Insect Pest Management and Environmental Risk.
Annu Rev Entomol 70: 103-121. DOI: 10.1146/annurev-ento-121123-021252.

103



Literaturverzeichnis

Pinto, J., Lynd, A., Vicente, J. L., Santolamazza, F., Randle, N. P., Gentile, G., Moreno, M.,
Simard, F., Charlwood, J. D., Do Rosario, V. E., Caccone, A., Della Torre, A. and Donnelly,
M. J. (2007):

Multiple origins of knockdown resistance mutations in the Afrotropical mosquito vector
Anopheles gambiae.

PLoS One 2: e1243. DOI: 10.1371/journal.pone.0001243.

PharmNet.Bund Arzneimittel-Informationssystem (2025):
Arzneimittel-Informationssystem der deutschen Arzneimittelzulassungsbehoérden

- BfArM, PEI und BVL uber das PharmNet.Bund-Portal; Daten abgerufen am 20.05.2025:
https://portal.dimdi.de/amguifree/am/search.xhtml.

Prathiksha, J., Narasimhamurthy, R. K., Dsouza, H. S. and Mumbrekar, K. D. (2023):
Organophosphate pesticide-induced toxicity through DNA damage and DNA repair
mechanisms.

Molecular Biology Reports 50: 5465-5479. DOI: 10.1007/s11033-023-08424-2.

Pu, J. and Chung, H. (2024):
New and emerging mechanisms of insecticide resistance.
Curr Opin Insect Sci 63: 101184. DOI: 10.1016/j.cois.2024.101184.

Ray, D. E. and Forshaw, P. J. (2000):
Pyrethroid insecticides: poisoning syndromes, synergies, and therapy.
J Toxicol Clin Toxicol 38: 95-101. DOI: 10.1081/clt-100100922.

Reissert (2018):

Occurence and distribution of insecticide resistance in stable flies (Stomoxys calcitrans) on
dairy farms in the Federal State of Brandenburg, Germany. Dissertation. Freie Universitt
Berlin. Journal Nr: 4078. Mensch und Buch Verlag — ISBN: 978-3-86387-940-2.

Reissert-Oppermann, S., Bauer, B., Steuber, S. and Clausen, P. H. (2019):
Insecticide resistance in stable flies (Stomoxys calcitrans) on dairy farms in Germany.
Parasitol Res 118: 2499-2507. DOI: 10.1007/s00436-019-06400-z.

Richard, J. L. and Pier, A. C. (1966):
Transmission of Dermatophilus congolensis by Stomoxys calcitrans and Musca domestica.
Am J Vet Res 27: 419-423.

Rinkevich, F. D., Du, Y. and Dong, K. (2013a):

Diversity and convergence of sodium channel mutations involved in resistance to
pyrethroids.

Pesticide Biochemistry and Physiology 106: 93-100. DOI: 10.1016/j.pestbp.2013.02.007.

Rinkevich, F. D., Hedtke, S. M., Leichter, C. A., Harris, S. A., Su, C., Brady, S. G., Taskin, V.,
Qiu, X. and Scott, J. G. (2012):

Multiple origins of kdr-type resistance in the house fly, Musca domestica.

PLoS One 7: €52761. DOI: 10.1371/journal.pone.0052761.

Rinkevich, F. D., Leichter, C. A., Lazo, T. A., Hardstone, M. C. and Scott, J. G. (2013b):
Variable fitness costs for pyrethroid resistance alleles in the house fly, Musca domestica, in
the absence of insecticide pressure.

Pesticide Biochemistry and Physiology 105: 161-168. DOI: 10.1016/j.pestbp.2013.01.006.

104



Literaturverzeichnis

Rinkevich, F. D., Zhang, L., Hamm, R. L., Brady, S. G., Lazzaro, B. P. and Scott, J. G.
(2006):

Frequencies of the pyrethroid resistance alleles of Vssc1 and CYP6D1 in house flies from
the eastern United States.

Insect Molecular Biology 15: 157-167. DOI: 10.1111/j.1365-2583.2006.00620.x.

Roca-Acevedo, G., Boscaro, I. and Toloza, A. C. (2023):
Global Pattern of kdr-Type Alleles in Musca domestica (L.).
Curr Trop Med Rep 10: 1-10. DOI: 10.1007/s40475-022-00281-6.

Rochon, K., Hogsette, J. A., Kaufman, P. E., Olafson, P. U., Swiger, S. L. and Taylor, D. B.
(2021):

Stable Fly (Diptera: Muscidae)—Biology, Management, and Research Needs.

Journal of Integrated Pest Management 12. DOI: 10.1093/jipm/pmab029.

Rodriguez, N. F., Tejedor-Junco, M. T., Gonzalez-Martin, M. and Gutierrez, C. (2014):
Stomoxys calcitrans as possible vector of Trypanosoma evansi among camels in an affected
area of the Canary Islands, Spain.

Rev Soc Bras Med Trop 47: 510-512. DOI: 10.1590/0037-8682-0210-2013.

Rossi, M., Taddei, A. R., Fasciani, |., Maggio, R. and Giorgi, F. (2018):

The cell biology of the thyroid-disrupting mechanism of dichlorodiphenyltrichloroethane
(DDT).

J Endocrinol Invest 41: 67-73. DOI: 10.1007/s40618-017-0716-9.

Salem, A., Franc, M., Jacquiet, P., Bouhsira, E. and Lienard, E. (2012):

Feeding and breeding aspects of Stomoxys calcitrans (Diptera: Muscidae) under laboratory
conditions.

Parasite 19: 309-317. DOI: 10.1051/parasite/20121943009.

Salesa, B., Torres-Gavila, J., Sancho, E. and Ferrando, M. D. (2023):
Multigenerational effects of the insecticide Pyriproxyfen and recovery in Daphnia magna.
Sci Total Environ 886: 164013. DOI: 10.1016/j.scitotenv.2023.164013.

Santos, V. S. V. and Pereira, B. B. (2020):
Properties, toxicity and current applications of the biolarvicide spinosad.
J Toxicol Environ Health B Crit Rev 23: 13-26. DOI: 10.1080/10937404.2019.1689878.

Scharf, M. E. (2008):

Bioassays with Arthropods.

Florida Entomologist 91: 510-511, 512. DOI: 10.1653/0015-
4040(2008)91[510:BWA]2.0.CO;2

Schofield, S. and Torr, S. J. (2002):
A comparison of the feeding behaviour of tsetse and stable flies.
Med Vet Entomol 16: 177-185. DOI: 10.1046/j.1365-2915.2002.00361.x.

Schwarz, L., Strauss, A., Loncaric, |., Spergser, J., Auer, A., Rimenapf, T. and Ladinig, A.
(2020):

The Stable Fly (Stomoxys calcitrans) as a Possible Vector Transmitting Pathogens in
Austrian Pig Farms.

Microorganisms 8: 1476. DOI: 10.3390/microorganisms8101476

105



Literaturverzeichnis

Scott, J., Plapp Jr, F. and Bay, D. (1997):

Pyrethroid resistance associated with decreased biotic fitness in horn flies
(Diptera: Muscidae).

Southwestern Entomologist 22: 405-410.

Scott, J. G. (2017):
Evolution of resistance to pyrethroid insecticides in Musca domestica.
Pest Management Science 73: 716-722. DOI: 10.1002/ps.4328.

Scott, J. G. (2019):

Life and Death at the Voltage-Sensitive Sodium Channel: Evolution in Response to
Insecticide Use.

Annu Rev Entomol 64: 243-257. DOI: 10.1146/annurev-ento-011118-112420.

Scott, J. G., Leichter, C. A., Rinkevihc, F. D., Harris, S. A., Su, C., Aberegg, L. C., Moon, R.,
Geden, C. J., Gerry, A. C., Taylor, D. B., Byford, R. L., Watson, W., Johnson, G., Boxler, D.
and Zurek, L. (2013):

Insecticide resistance in house flies from the United States: Resistance levels and frequency
of pyrethroid resistance alleles.

Pesticide Biochemistry and Physiology 107: 377-384. DOI: 10.1016/j.pestbp.2013.10.006.

Seifert, J. and Scott, J. G. (2002):

The CYP6D1v1 Allele Is Associated with Pyrethroid Resistance in the House Fly,
Musca domestica.

Pesticide Biochemistry and Physiology 72: 40-44. DOI: 10.1006/pest.2001.2577.

Shono, T. and Scott, J. G. (1990):

Autosomal sex-associated pyrethroid resistance in a strain of house fly (Diptera: Muscidae)
with a male-determining factor on chromosome three.

J Econ Entomol 83: 686-689. DOI: 10.1093/jee/83.3.686.

Showler, A. T. and Osbrink, W. L. (2015):
Stable Fly, Stomoxys calcitrans (L.), Dispersal and Governing Factors.
Int J Insect Sci 7: 19-25. DOI: 10.4137/ijis.S21647.

Silva, J. J. and Scott, J. G. (2020):
Conservation of the voltage-sensitive sodium channel protein within the Insecta.
Insect Mol Biol 29: 9-18. DOI: 10.1111/imb.12605.

Silva, W. M., Berger, M., Bass, C., Balbino, V. Q., Amaral, M. H., Campos, M. R. and
Siqueira, H. A. (2015):

Status of pyrethroid resistance and mechanisms in Brazilian populations of Tuta absoluta.
Pestic Biochem Physiol 122: 8-14. DOI: 10.1016/j.pestbp.2015.01.011.

Simon-Delso, N., Amaral-Rogers, V., Belzunces, L. P., Bonmatin, J. M., Chagnon, M.,
Downs, C., Furlan, L., Gibbons, D. W., Giorio, C., Girolami, V., Goulson, D., Kreutzweiser, D.
P., Krupke, C. H., Liess, M., Long, E., Mcfield, M., Mineau, P., Mitchell, E. A., Morrissey, C.
A., Noome, D. A, Pisa, L., Settele, J., Stark, J. D., Tapparo, A., Van Dyck, H., Van Praagh,
J., Van Der Sluijs, J. P., Whitehorn, P. R. and Wiemers, M. (2015):

Systemic insecticides (neonicotinoids and fipronil): trends, uses, mode of action and
metabolites.

Environ Sci Pollut Res Int 22: 5-34. DOI: 10.1007/s11356-014-3470-y.

Sims, |, Raper, C. and Sivell, O. (2025):

The genome sequence of the Stable Fly, Stomoxys calcitrans (Linnaeus, 1758).
Wellcome Open Res 10: 48. DOI: 10.12688/wellcomeopenres.23623.1.

106



Literaturverzeichnis

Smith, T. J., Hyeock Lee, S., Ingles, P. J., Knipple, D. C. and M. Soderlund, D. (1997):
The L1014F Point Mutation in the House Fly Vssc? Sodium Channel Confers Knockdown
Resistance to Pyrethroids.

Insect Biochemistry and Molecular Biology 27: 807-812. DOI: 10.1016/S0965-
1748(97)00065-9.

Soderlund, D. M. (2008):
Pyrethroids, knockdown resistance and sodium channels.
Pest Manag Sci 64: 610-616. DOI: 10.1002/ps.1574.

Soderlund, D. M. (2012):
Molecular mechanisms of pyrethroid insecticide neurotoxicity: recent advances.
Arch Toxicol 86: 165-181. DOI: 10.1007/s00204-011-0726-x.

Soderlund, D. M. and Bloomquist, J. R. (1989):
Neurotoxic Actions of Pyrethroid Insecticides.
Annual Review of Entomology 34: 77-96. DOI: 10.1146/annurev.en.34.010189.000453.

Soderlund, D. M., Clark, J. M., Sheets, L. P., Mullin, L. S., Piccirillo, V. J., Sargent, D.,
Stevens, J. T. and Weiner, M. L. (2002):

Mechanisms of pyrethroid neurotoxicity: implications for cumulative risk assessment.
Toxicology 171: 3-59. DOI: 10.1016/S0300-483X(01)00569-8.

Sun, H., Kasai, S. and Scott, J. G. (2017):

Two novel house fly Vssc mutations, D600ON and T929I, give rise to new insecticide
resistance alleles.

Pesticide Biochemistry and Physiology 143: 116-121. DOI: 10.1016/j.pestbp.2017.08.013.

Sun, H., Tong, K. P., Kasai, S. and Scott, J. G. (2016):

Overcoming super-knock down resistance (super-kdr) mediated resistance: multi-
halogenated benzyl pyrethroids are more toxic to super-kdr than kdr house flies.
Insect Molecular Biology 25: 126-137. DOI: 10.1111/imb.12206.

Sutcliffe, J. F., D'cambre, C. and Downe, A. E. (1993):

Effects of two blood-feeding regimes on mortality and female reproduction in a laboratory
colony of stable flies, Stomoxys calcitrans.

Med Vet Entomol 7: 111-116. DOI: 10.1111/j.1365-2915.1993.tb00662.x.

Sutherland, B. (1979):

Some effects of temperature on the adults, eggs and pupae of Stomoxys calcitrans Linnaeus
(Diptera: Muscidae).

Onderstepoort J Vet Res 46: 223-227.

Swiger, S. L. and Payne, R. D. (2017):

Selected Insecticide Delivery Devices for Management of Horn Flies (Haematobia irritans)
(Diptera: Muscidae) on Beef Cattle.

J Med Entomol 54: 173-177. DOI: 10.1093/jme/tjw144.

Tang, W., Wang, D., Wang, J., Wu, Z., Li, L., Huang, M., Xu, S. and Yan, D. (2018):

Pyrethroid pesticide residues in the global environment: An overview.
Chemosphere 191: 990-1007. DOI: 10.1016/j.chemosphere.2017.10.115.

107



Literaturverzeichnis

Tao, F., Si, F. L., Hong, R., He, X,, Li, X. Y., Qiao, L., He, Z. B., Yan, Z. T., He, S. L. and
Chen, B. (2022):

Glutathione S-transferase (GST) genes and their function associated with pyrethroid
resistance in the malaria vector Anopheles sinensis.

Pest Manag Sci 78: 4127-4139. DOI: 10.1002/ps.7031.

Taylor, D. B., Moon, R. D., Campbell, J. B., Berkebile, D. R., Scholl, P. J., Broce, A. B. and
Hogsette, J. A. (2010):

Dispersal of stable flies (Diptera: Muscidae) from larval development sites in a Nebraska
landscape.

Environ Entomol 39: 1101-1110. DOI: 10.1603/en10057.

Taylor, D. B., Moon, R. D. and Mark, D. R. (2012):
Economic impact of stable flies (Diptera: Muscidae) on dairy and beef cattle production.
J Med Entomol 49: 198-209. DOI: 10.1603/me10050.

Thomas, G. D. and Skoda, S. R. (1993):

Rural flies in the urban environment? North Central Regional Research Bulletin No. 335,
Institute of Agriculture and Natural Resources Research Bulletin No. 317, University of
Nebraska Agricultural Research Division, Lincoln — ISSN 1042-2898.

Thomas, G. D., Skoda, S. R., Berkebile, D. R. and Campbell, J. B. (1996):

Scheduled sanitation to reduce stable fly (Diptera: Muscidae) populations in beef cattle
feedlots.

J Econ Entomol 89: 411-414. DOI: 10.1093/jee/89.2.411.

Thompson, A. J., Verdin, P. S., Burton, M. J., Davies, T. G. E., Williamson, M. S., Field, L.
M., Baines, R. A., Mellor, |. R. and Duce, I. R. (2020):

The effects of knock-down resistance mutations and alternative splicing on voltage-gated
sodium channels in Musca domestica and Drosophila melanogaster.

Insect Biochem Mol Biol 122: 103388. DOI: 10.1016/j.ibmb.2020.103388.

Thompson, G. D., Dutton, R. and Sparks, T. C. (2000):

Spinosad — a case study: an example from a natural products discovery programme.

Pest Management Science 56: 696-702. DOI: 10.1002/1526-4998(200008)56:8<696::AlD-
PS182>3.0.CO;2-5.

Tominaga, F. K., Brito, R. S., Oliveira Do Nascimento, J., Giannocco, G., Monteiro De Barros
Maciel, R., Kummrow, F. and Pereira, B. F. (2025):

Pyriproxyfen toxicity to fish and crustaceans: A literature review.

Environ Res 274: 121295. DOI: 10.1016/j.envres.2025.121295.

Traversa, D., Otranto, D., lorio, R., Carluccio, A., Contri, A., Paoletti, B., Bartolini, R. and
Giangaspero, A. (2008):

Identification of the intermediate hosts of Habronema microstoma and Habronema muscae
under field conditions.

Med Vet Entomol 22: 283-287. DOI: 10.1111/j.1365-2915.2008.00737 .x.

Tudi, M., Daniel Ruan, H., Wang, L., Lyu, J., Sadler, R., Connell, D., Chu, C. and Phung, D.
T. (2021):

Agriculture Development, Pesticide Application and Its Impact on the Environment.

Int J Environ Res Public Health 18. DOI: 10.3390/ijerph18031112.

108



Literaturverzeichnis

Tunnakundacha, S., Desquesnes, M. and Masmeatathip, R. (2017):

Comparison of Vavoua, Malaise and Nzi traps with and without attractants for trapping of
Stomoxys spp. (Diptera: Muscidae) and tabanids (Diptera: Tabanidae) on cattle farms.
Agriculture and Natural Resources 51: 319-323. DOI: 10.1016/j.anres.2017.07.002.

Ullah, S., Li, Z., Zuberi, A., Arifeen, M. Z. U. and Baig, M. M. F. A. (2019):
Biomarkers of pyrethroid toxicity in fish.
Environmental Chemistry Letters 17: 945-973. DOI: 10.1007/s10311-018-00852-y.

Untergasser, A., Cutcutache, I., Koressaar, T., Ye, J., Faircloth, B. C., Remm, M. and Rozen,
S. G. (2012):

Primer3--new capabilities and interfaces.

Nucleic Acids Res 40: e115. DOI: 10.1093/nar/gks596.

Valentine, W. M. (1990):

Toxicology of selected pesticides, drugs, and chemicals. Pyrethrin and pyrethroid
insecticides.

Vet Clin North Am Small Anim Pract 20: 375-382. DOI: 10.1016/s0195-5616(90)50031-5.

Van Den Berg, H., Zaim, M., Yadav Rajpal, S., Soares, A., Ameneshewa, B., Mnzava, A., Hii,
J., Dash Aditya, P. and Ejov, M. (2012):

Global Trends in the Use of Insecticides to Control Vector-Borne Diseases.

Environmental Health Perspectives 120: 577-582. DOI: 10.1289/ehp.1104340.

Vander Pan, A., Kuhn, C., Schmolz, E., Von Samson-Himmelstjerna, G. and Kriicken, J.
(2020):

Detection of target-site and metabolic resistance to pyrethroids in the bed bug Cimex
lectularius in Berlin, Germany.

Int J Parasitol Drugs Drug Resist 14: 274-283. DOI: 10.1016/j.ijpddr.2020.11.003.

Varmus, H., Klausner, R., Zerhouni, E., Acharya, T., Daar, A. S. and Singer, P. A. (2003):
Public health. Grand Challenges in Global Health.
Science 302: 398-399. DOI: 10.1126/science.1091769.

Venkatesh, K. and Morrison, P. E. (1980):

Studies of weight changes and amount of food ingested by the stable fly, Stomoxys
calcitrans (Diptera: Muscidae).

The Canadian Entomologist 112: 141-149. DOI: 10.4039/Ent112141-2.

Wang, K., Zhao, J. N., Bai, J. Y., Shang, Y. Z., Zhang, S. Q., Hou, Y. F., Chen, M. H. and
Han, Z. J. (2021):

Pyrethroid Resistance and Fitness Cost Conferred by the super-kdr Mutation M918L in
Rhopalosiphum padi (Hemiptera: Aphididae).

Journal of Economic Entomology 114: 1789-1795. DOI: 10.1093/jee/toab117.

Warnes, M. L. and Finlayson, L. H. (1987):
Effect of host behaviour on host preference in Stomoxys calcitrans.
Medical and Veterinary Entomology 1: 53-57. DOI:.1111/j.1365-2915.1987.tb00322.x.

Weeks, E. N. |., Machtinger, E. T., Gezan, S. A., Kaufman, P. E. and Geden, C. J. (2017):
Effects of four commercial fungal formulations on mortality and sporulation in house flies
(Musca domestica) and stable flies (Stomoxys calcitrans).

Medical and Veterinary Entomology 31: 15-22. DOI: 10.1111/mve.12201.

109



Literaturverzeichnis

WHO (2022):

Chemical fact sheets: Pyriproxyfen

Guidelines for drinking-water Quality. 4. Auflage. Genf: World Health Organization, WHO,;
S. 12-13. https://www.ncbi.nim.nih.gov/books/NBK579460/

Wieman, G. A., Campbell, J. B., Deshazer, J. A. and Berry, I. L. (1992):

Effects of stable flies (Diptera: Muscidae) and heat stress on weight gain and feed efficiency
of feeder cattle.

J Econ Entomol 85: 1835-1842. DOI: 10.1093/jee/85.5.1835.

Williams, D. F. (1973):
Sticky traps for sampling population of Stomoxys calcitrans.
J Econ Entomol 66: 1279-1280. DOI: 10.1093/jee/66.6.1279.

Williamson, M. S., Denholm, I., Bell, C. A. and Devonshire, A. L. (1993):

Knockdown resistance (kdr) to DDT and pyrethroid insecticides maps to a sodium channel
gene locus in the housefly (Musca domestica).

Molecular and General Genetics MGG 240: 17-22. DOI: 10.1007/BF00276878.

Williamson, M. S., Martinez-Torres, D., Hick, C. A. and Devonshire, A. L. (1996):
Identification of mutations in the houseflypara-type sodium channel gene associated with
knockdown resistance (kdr) to pyrethroid insecticides.

Molecular and General Genetics MGG 252: 51-60. DOI: 10.1007/BF02173204.

Willis, N. L., Seawright, J. A., Nickel, C. and Joslyn, D. J. (1981):
Reciprocal translocations and partial correlation of chromosomes in the stable fly.
J Hered 72: 104-106. DOI: 10.1093/oxfordjournals.jhered.a109435.

Wismer, T. and Means, C. (2018):
Toxicology of Newer Insecticides in Small Animals.
Vet Clin North Am Small Anim Pract 48: 1013-1026. DOI: 10.1016/j.cvsm.2018.06.005.

WHO (2016):

Test procedures for insecticide resistance monitoring in malaria vector mosquitoes.
2. Auflage. Genf: World Health Organization, WHO; verfugbar unter:
https://iris.who.int/handle/10665/250677; ISBN: 978-92-4-151157-5.

WOAH (2021):

OIE Technical Disease Card: Trypanosoma evansi (surra). World Organisation for Animal
Health. World Organisation for Animal Health.
https://www.woah.org/app/uploads/2021/03/trypano-evansi.pdf.

Yeruham, |. and Braverman, Y. (1995):

Skin lesions in dogs, horses and calves caused by the stable fly Stomoxys calcitrans (L.)
(Diptera: Muscidae).

Rev Elev Med Vet Pays Trop 48: 347-349.

Zhang, Z., Schwartz, S., Wagner, L. and Miller, W. (2000):
A greedy algorithm for aligning DNA sequences.
J Comput Biol 7: 203-214. DOI: 10.1089/10665270050081478.

Zhao, H., Li, G., Cui, X., Wang, H., Liu, Z., Yang, Y. and Xu, B. (2022):

Review on effects of some insecticides on honey bee health.
Pestic Biochem Physiol 188: 105219. DOI: 10.1016/j.pestbp.2022.105219.

110



Literaturverzeichnis

Zhorov, B. S. and Dong, K. (2022):
Pyrethroids in an AlphaFold2 Model of the Insect Sodium Channel.
Insects 13. DOI: 10.3390/insects13080745.

Zhu, J., Qu, R., Wang, Y., Ni, R,, Tian, K., Yang, C., Li, M., Kristensen, M. and Qiu, X.
(2023):

Up-regulation of CYP6G4 mediated by a CncC/maf binding-site-containing insertion confers
resistance to multiple classes of insecticides in the house fly Musca domestica.

Int J Biol Macromol 253: 127024. DOI: 10.1016/j.ijbiomac.2023.127024.

Zumpt, F. (1973):

The Stomoxyine biting flies of the world. Diptera: Muscidae. Taxonomy, biology, economic
importance and control measures. Stuttgart: Gustav Fischer Verlag — ISBN: 3437301462.

111



112



9 Anhang

Anhang A Primer mit Nukleotidanhangen (Barcodes) fir das Demultiplexing. Barcodes

dargestellt in Kleinbuchstaben.

Primer

Sequenz

Sca_skdrExon1_for

5-atcacgATCTTGGCCCACCCTTAACT-3

Sca_skdrExon1_for

5-cgatgtcATCTTGGCCCACCCTTAACT-3'

Sca_skdrExon1_for

5-ttaggcgtATCTTGGCCCACCCTTAACT-3'

Sca_skdrExon1_for

5'-tgaccatcATCTTGGCCCACCCTTAACT-3

Sca_skdrExon1_for

5'-acagtgATCTTGGCCCACCCTTAACT-3

Sca_skdrExon1_rev

5-cgatgtATAGTTTTTGCCAAACAATTGC-3

Sca_skdrExon1_rev

5-ttaggctATAGTTTTTGCCAAACAATTGC-3

Sca_skdrExon1_rev

5'-tgaccagcATAGTTTTTGCCAAACAATTGC-3'

Sca_skdrExon1_rev

5'-acagtgcgcATAGTTTTTGCCAAACAATTGC-3'

Sca_skdrExon2_for

5-atcacgGGCCCACCCTGAATTTACTC-3'

Sca_skdrExon2_for

5'-cgatgtcGGCCCACCCTGAATTTACTC-3'

Sca_skdrExon2_for

5'-ttaggcgtGGCCCACCCTGAATTTACTC-3'

Sca_skdrExon2_for

5'-tgaccatcGGCCCACCCTGAATTTACTC-3'

Sca_skdrExon2_for

5'-acagtgGGCCCACCCTGAATTTACTC-3'

Sca_skdrExon2_rev

5-cgatgtTTTCCGAAAAGTTGCATTCC-3

Sca_skdrExon2_rev

5-ttaggctTTTCCGAAAAGTTGCATTCC-3f

Sca_skdrExon2_rev

5'-tgaccagcTTTCCGAAAAGTTGCATTCC-3'

Sca_skdrExon2_rev

5'-acagtgcgcTTTCCGAAAAGTTGCATTCC-3'

Sca_kdrAmplSeq_for

5-atcacgGTGGGCGATGTCTCCTGTAT-3

Sca_kdrAmplSeq_for

5'-cgatgtcGTGGGCGATGTCTCCTGTAT-3'

Sca_kdrAmplSeq_for

5-ttaggcgtGTGGGCGATGTCTCCTGTAT-3

Sca_kdrAmplSeq_for

5'-tgaccatcGTGGGCGATGTCTCCTGTAT-3'

Sca_kdrAmplSeq_for

5-acagtgGTGGGCGATGTCTCCTGTAT-3

Sca_kdrAmplSeq_rev1

5-cgatgtTACGATTGAAGGCCTCTGCT-3

Sca_kdrAmplSeq_rev1

5'-ttaggctTACGATTGAAGGCCTCTGCT-3'

Sca_kdrAmplSeq_rev1

5'-tgaccagcTACGATTGAAGGCCTCTGCT-3'

Sca_kdrAmplSeq_rev1

5'-acagtgcgcTACGATTGAAGGCCTCTGCT-3¢
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Anhang B BLASTn-Alignment des klonierten, sequenzierten PCR-Produkts
(Eingabesequenz - Query) mit dem Referenzsequenz (Sbjct). Die Klonierung diente
der Bestatigung des heterozygoten Genotyps kdr-his/kdr mit den SNPs (rot eingerahmt)
CTT-CATund CTT-TTT.

Query: StcalR21.M13-24F-BLUE Query ID: lcl|Query_6178349 Length: 1014

>PREDICTED: Stomoxys calcitrans sodium channel protein para (L0C106082698), transcript variant X7, mRNA
Sequence ID: XM_059367552.1 Length: 20238
Range 1: 3847 to 4447

Score:1099 bits(595), Expect:0.0,
Identities:599/601(99%), Gaps:0/601(0%), Strand: Plus/Plus

Query 75 TGGAACATTTTCGATTTCGTTATCGTTGCCTTGTCTTTACTGGAGCTGGGCCTGGAGGGA 134

PECCRCLEREEEEE e Ceerer e et e e eernnin
Sbjct 3847 TGGAACATTTTCGATTTCATTATCGTTGCCTTGTCTTTACTGGAGCTGGGCCTGGAGGGA 3906

Query 135  GTCCAGGGCTTGTCCGTGTTAAGAAGTTTCCGTTTGCTTCGTGTATTTAAATTGGCAAAA 194

RN RNy
Sbjct 3907 GTCCAGGGCTTGTCCGTGTTAAGAAGTTTCCGTTTGCTTCGTGTATTTAAATTGGCAAAA 3966

Query 195 TCTTGGCCCACCCTGAATTTACTCATTTCAATTATGGGCCGGACTATGGGTGCATTGGGT 254

PELCECEEEELEE e et e et e ettt
Sbjct 3967 TCTTGGCCCACCCTGAATTTACTCATTTCAATTATGGGCCGGACTATGGGTGCATTGGGT 4026

Query 255  AATCTAACATTTGTACTTTGCATTATCATCTTCATCTTTGCCGTTATGGGAATGCAACTT 314

IlIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIlIIIIIIlIIlIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 4027 AATCTAACATTTGTACTTTGCATTATCATCTTCATCTTTGCCGTTATGGGAATGC 4086

Query 315  TTCGGAAAGAACTATATTGATCACAAGGATAAATTCATTGATCACGAATTGCCCCGATGG 374

PELCEEEEEEEERt e et e e e e e et e i eerriinn
Sbjct 4087 TTCGGAAAGAACTATATTGATCACAAGGATAAATTCATTGATCACGAATTGCCCCGATGG 4146

Query 375  AATTTCACCGATTTTATGCACTCCTTCATGATAGTGTTCCGTGTGCTGTGCGGTGAATGG 434

IlIlIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIlIIIIIIlIIlIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 4147 AATTTCACCGATTTTATGCACTCCTTCATGATAGTGTTCCGTGTGCTGTGCGGTGAATGG 4206

Query 435  ATAGAGTCCATGTGGGACTGTATGTATGTGGGCGATGTCTCCTGTATACCATTCTTCTTG 494

NNy
Sbjct 4207 ATAGAGTCCATGTGGGACTGTATGTATGTGGGCGATGTCTCCTGTATACCATTCTTCTTG 4266

Query 495  GCTACTGTGGTCATCGGCAA AT TGGTTCTTAATCTTTTCTTAGCTTTGCTTTTGTCC 554
Il
Sbjct 4267 GCTACTGTGGTCATCGGCAA TT TTCTTAATCTTTTCTTAGCTTTGCTTTTGTCC 4326

Query 555  AATTTCGGTTCATCTAGTTTATCAGCACCGACTGCCGACAATGATACCAATAAAATAGCA 614
IlIlIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

Sbjct 4327 AATTTCGGTTCATCTAGTTTATCAGCACCGACTGCCGACAATGATACCAATAAAATAGCA 4386

Query 615  GAGGCCTTCAATCGTATTTCTCGTTTTAAGAACTGGGTGAAACGTAATATTGCCGATTGT 674
FECECELELEE e et e e e e e e e e e el

Sbjct 4387 GAGGCCTTCAATCGTATTTCTCGTTTTAAGAACTGGGTGAAACGTAATATTGCCGATTGT 4446

Query 675 T 675

|
Sbjct 4447 T 4447
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Query: StcalR29.M13-24R-BLUE Query ID: lcl|Query_6909487 Length: 973

>PREDICTED: Stomoxys calcitrans sodium channel protein para (LOC106082698), transcript variant X7, mRNA
Sequence ID: XM_059367552.1 Length: 20238
Range 1: 3847 to 4442

Score:1096 bits(593), Expect:0.0,
Identities:595/596(99%), Gaps:0/596(0%), Strand: Plus/Plus

Query 71 TGGAACATTTTCGATTTCATTATCGTTGCCTTGTCTTTACTGGAGCTGGGCCTGGAGGGA 130

CELREEEEEEE e e e e e e e e
Sbjct 3847 TGGAACATTTTCGATTTCATTATCGTTGCCTTGTCTTTACTGGAGCTGGGCCTGGAGGGA 3906

Query 131  GTCCAGGGCTTGTCCGTGTTAAGAAGTTTCCGTTTGCTTCGTGTATTTAAATTGGCAAAA 190

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 3907 GTCCAGGGCTTGTCCGTGTTAAGAAGTTTCCGTTTGCTTCGTGTATTTAAATTGGCAAAA 3966

Query 191 TCTTGGCCCACCCTGAATTTACTCATTTCAATTATGGGCCGGACTATGGGTGCATTGGGT 250

CELLEEEELEEEEE e et e e e et eer it
Sbjct 3967 TCTTGGCCCACCCTGAATTTACTCATTTCAATTATGGGCCGGACTATGGGTGCATTGGGT 4026

Query 251  AATCTAACATTTGTACTTTGCATTATCATCTTCATCTTTGCCGTTATGGGAATGCAACTT 310

CEEUEEEELEE e et et e e et r et
Sbjct 4027 AATCTAACATTTGTACTTTGCATTATCATCTTCATCTTTGCCGTTATGGGAATGCAACTT 4086

Query 311  TTCGGAAAGAACTATATTGATCACAAGGATAAATTCATTGATCACGAATTGCCCCGATGG 370

CECUEEEELEEEE e et e et e e et e ettt
Sbjct 4087 TTCGGAAAGAACTATATTGATCACAAGGATAAATTCATTGATCACGAATTGCCCCGATGG 4146

Query 371  AATTTCACCGATTTTATGCACTCCTTCATGATAGTGTTCCGTGTGCTGTGCGGTGAATGG 430

CELLEEEELEEr e e e e e e bttt
Sbjct 4147 AATTTCACCGATTTTATGCACTCCTTCATGATAGTGTTCCGTGTGCTGTGCGGTGAATGG 4206

Query 431  ATAGAGTCCATGTGGGACTGTATGTATGTGGGCGATGTCTCCTGTATACCATTCTTCTTG 490

IIIIIIIIIllIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIlIIIIIIIIIIlII
Sbjct 4207 ATAGAGTCCATGTGGGACTGTATGTATGTGGGCGATGTCTCCTGTATACCATTCTTCTTG 4266

Query 491 GCTACTGTGGTCATCGGCAATTTT TGGTTCTTAATCTTTTCTTAGCTTTGCTTTTGTCC 550

CELEEREREErerennrny 1 IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 4267 GCTACTGTGGTCATCGGCAATCTTGTGGTTCTTAATCTTTTCTTAGCTTTGCTTTTGTCC 4326

Query 551  AATTTCGGTTCATCTAGTTTATCAGCACCGACTGCCGACAATGATACCAATAAAATAGCA 610

IIIIIIIIIllllIIIIIIIIIlIIIIIIIIlIIIlIIIlIIIIIIlIIIIIIIlIIIII
Sbjct 4327 TCTAGTTTATCAGCACCGACTGCCGACAATGATACCAATAAAATAGCA 4386

Query 611  GAGGCCTTCAATCGTATTTCTCGTTTTAAGAACTGGGTGAAACGTAATATTGCCGA 666

IlIIIIIIIIHIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 4387 GAGGCCTTCAATCGTATTTCTCGTTTTAA GTGAAACGTAATATTGCCGA 4442
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Anhang C Ergebnisse der Genotypisierung einzelner Fliegen mittels PASA-PCR in Realtime.
Zur Bestimmung des Genotyps jeder Fliege wurden die Unterschiede zwischen den
Cqg-Werten der drei PCRs pro Probe ausgewertet. Die Daten wurden flr die Berechnung des
Hardy-Weinberg-Gleichgewichts sowie der Odds Ratios fiir das Uberleben der Deltamethrin-
Behandlung bei den verschiedenen Genotypen verwendet. vital 0 = nein, 1 = ja; D DTM
Dosis Deltamethrin

Probe vital farm D DTM Genotyp Leu His Phe CqlLeu CqHis CqPhe sonst.
Schi10ng 1 1 Schl 10 HF 0 1 1 30,21 25,24 25,23
Schl10ng 2 1 Schl 10 LH 1 1 0 27,11 27,15 37,55
Schl10ng 3 1 Schl 10 HH 0o 1 0 41,51 24,43 49,82
Schl10ng 4 1 Schl 10 FF 0 O 1 33,84 N/A 25,95
Schl10ng 5 1 Schl 10 LH 1 1 0 2546 2551 36,29
Schl10ng 6 1 Schl 10 FF 0 O 1 33,01 33,06 24,08
Schl10ng 7 1 Schl 10 HF 0 1 1 34,20 25,37 25,81
Schl10ng 8 1 Schl 10 FF 0 O 1 33,76 47,27 25,79
Schl10ng 9 1 Schl 10 HF 0 1 1 3586 27,35 27,63
Schi10ng 10 1 Schl 10 HF 0o 1 1 34,04 25,16 2545
Schl10ng 11 1 Schl 10 HH 0o 1 0 N/A 39,69 N/A
Schl10ng 12 1 Schl 10 HF 0 1 1 34,09 2547 25,85
Schl10ng 13 1 Schi 10 LH 1 1 0 26,66 26,36 36,80
Schl10ng 14 1 Schl 10 FF 0 o 1 33,92 N/A 25,40
Schl10ng 15 1 Schi 10 HH 0o 1 0 N/A 39,73 N/A
Schl10ng 16 1 Schl 10 HF 0 1 1 34,05 2548 2555
Schl10ng 17 1 Schl 10 FF 0 O 1 32,22 32,38 25,89
Schi10ng 18 1 Schi 10 FF 0 0 1 34,07 N/A 25,70
Schl10ng 19 1 Schl 10 LH 1 1 0 26,01 2569 35,70
Schi10ng 20 0 Schl 10 LH 1 1 0 30,93 30,84 4235
Schl10ng 21 0 Schl 10 LF 1 0 1 26,97 N/A 26,56
Schl10ng 22 0 Schl 10 LH 1 1 0 25,68 25,51 36,35
Schl10ng 23 0 Schl 10 HF 0 1 1 38,25 28,84 28,50
Schl10ng 24 0 Schl 10 HF 0 1 1 34,33 26,40 26,96
Schl10ng 25 0 Schl 10 INVALID
Schl10ng 26 0 Schl 10 LH 1 1 0 33,91 34,78 45,22
Schl10ng 27 0 Schl 10 N/A 39,67 N/A INVALID
Schl10ng 28 0 Schl 10 HF 0o 1 1 32,16 2558 25,99
Schl10ng 29 0 Schl 10 LF 1 0 1 25,69 34,90 25,80
Schi30ng 1 1 Schl 30 LH 1 1 0 2590 26,23 36,32
Schi30ng 2 1 Schl 30 FF 0 O 1 35,62 39,39 27,20
Schi30ng3 1 Schl 30 HF 0o 1 1 37,34 28,04 2847
Schi30ng 4 1 Schl 30 HF 0o 1 1 33,61 2544 26,27
Schl30ng 5 1 Schl 30 HH 0o 1 0 41,97 26,51 N/A
Schl30ng 6 1 Schl 30 HF 0 1 1 34,45 27,07 26,95
Schi30ng 7 1 Schl 30 LH 1 1 0 27,87 27,86 38,36
Schi30ng 8 1 Schl 30 HF 0 1 1 37,24 28,26 28,68
Schi30ng 9 1 Schl 30 FF 0 O 1 36,10 49,24 28,54
Schi30ng 10 1 Schl 30 HF 0o 1 1 38,21 29,68 30,05
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Probe vital farm D DTM Genotyp Leu His Phe CqlLeu CqHis CqPhe sonst.
Schi30ng 11 1 Schl 30 HH 0o 1 0 42,35 27,84 N/A
Schi30ng 12 Schl 30 HF 0o 1 1 3558 27,30 27,63
Schl30ng 13 Schl 30 LH 1 1 0 2584 25,84 36,44
Schi30ng 14 Schl 30 FF 0 O 1 33,25 36,29 2512
Schl30ng 15 Schl 30 FF 0 O 1 33,98 N/A 25,90
Schil30ng 16 Schl 30 HF 0 1 1 3566 27,61 27,73
Schi30ng 17 Schl 30 INVALID
Schi30ng 18 Schl 30 FF 0 O 1 32,74 N/A 24,54
Schi30ng 19 Schl 30 HH 0 1 0 41,35 24,33 N/A
Schl30ng 20 Schl 30 HH 0o 1 0 39,31 2496 N/A
Schi30ng 21 Schl 30 HH 0 1 0 3765 2464 N/A
Schi30ng 22 Schl 30 LF 1 0 1 32,67 4533 33,37
Schl30ng 23 Schl 30 HF 0 1 1 40,29 29,98 30,29
Schi30ng 24 Schl 30 HF 0o 1 1 46,19 34,86 35,13
Schl30ng 25 Schl 30 HF 0 1 1 N/A 35,79 36,21
Schl100ng 1 Schl 100 HF 0 1 1 33,94 2581 26,52
Schi100ng 2 Schl 100 HF 0o 1 1 3505 27,29 27,46
Schl100ng 3 Schl 100 FF 0 o 1 33,55 N/A 24,86
Schi100ng 4 Schl 100 HF 0o 1 1 3497 27,08 27,30
Schl100ng 5 Schl 100 HF 0 1 1 35,38 26,07 26,73
Schl100ng 6 Schl 100 HF 0 1 1 38,57 30,53 30,90
Schl100ng 7 Schl 100 FF 0 O 1 35,63 N/A 27,69
Schl100ng 8 Schl 100 HH 0o 1 0 42,12 27,95 N/A
Schl100ng 9 Schl 100 HF 0 1 1 3456 26,08 26,22
Schl100ng 10 Schl 100 HH 0o 1 0 38,80 23,76 32,02
Schl100ng 11 Schl 100 LH 1 1 0 2563 25,72 36,24
Schl100ng 12 Schl 100 LH 1 1 0 37,62 38,02 N/A

Schl100ng 13 Schl 100 N/A 45,92 N/A INVALID

Schl100ng 14 Schl 100 HF 34,47 26,82 26,88

Schl100ng 15 Schl 100 HH 40,46 25,98 N/A

Schl100ng 16 Schl 100 HF 36,08 27,50 27,40

Schl100ng 17 Schl 100 LH 2498 2519 3542

Schl100ng 18 Schl 100 FF 33,056 N/A 24,25

Schl100ng 19 Schl 100 HF 35,27 26,47 26,21

Schl100ng 20 Schl 100 HH 38,49 24,74 N/A

Schl100ng 21 Schl 100 FF 33,27 N/A 25,00

Schl100ng 22 Schl 100 HF 34,03 25,53 25,69

Schl100ng 23 Schl 100 LH 2591 25,84 35,87

Schl100ng 24 Schl 100 HF 35,22 26,68 27,40

Schl100ng 25 Schl 100 FF 33,70 N/A 25,59

Schl100ng 26 Schl 100 HF 34,63 25,86 26,11

Schl100ng 27 Schl 100 HH 45,62 26,69 N/A

Schl100ng 28 Schl 100 LH 26,33 26,68 37,13
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Schl100ng 29 Schl 100 LF 25,84 N/A 26,55
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Probe vital farm D DTM Genotyp Leu His Phe CqlLeu CqHis CqPhe sonst.
Schl100ng 30 0 Schi 100 HF 0o 1 1 34,22 2519 25,07
Spa3ng 1 1 Spa 3 FF 0 O 1 37,76 N/A 29,55
Spa3ng 2 1 Spa 3 LF 1 0 1 29,64 29,60 39,24
Spa3ng 3 1 Spa 3 HH 0o 1 0 4541 28,06 N/A
Spa3ng 4 1 Spa 3 HF 0o 1 1 38,16 30,94 30,58
Spa3ng 5 1 Spa 3 HH 0o 1 0 42,86 28,36 N/A
Spa3ng 6 1 Spa 3 HF 0o 1 1 37,50 29,12 29,31
Spa3ng 7 1 Spa 3 HF 0o 1 1 37,31 29,02 2917
Spa3ng 8 1 Spa 3 LF 1 0 1 29,14 N/A 29,66
Spa3ng 9 1 Spa 3 HH 0 1 0 44,28 2856 N/A
Spa3ng 10 1 Spa 3 HH 0o 1 0 40,98 27,51 N/A
Spa3ng 11 1 Spa 3 HF 0o 1 1 37,87 29,19 29,17
Spa3ng 12 1 Spa 3 HH 0o 1 0 42,47 27,97 33,82
Spa3ng 13 1 Spa 3 HF 0o 1 1 38,47 29,04 29,58
Spa3ng 14 1 Spa 3 HH 0o 1 0 43,16 28,68 N/A
Spa3ng 15 1 Spa 3 HH 0o 1 0 46,56 29,00 N/A
Spa3ng 16 1 Spa 3 HH 0 1 0 42,03 28,14 N/A
Spa3ng 17 1 Spa 3 HH 0o 1 0 3899 29,75 30,30
Spa3ng 18 1 Spa 3 HF 0o 1 1 36,92 29,05 29,49
Spa3ng 19 1 Spa 3 HH 0o 1 0 42,38 28,41 N/A
Spa3ng 20 0 Spa 3 HH 0o 1 0 43,04 28,36 N/A
Spa3ng 21 0 Spa 3 LL 1 0 0 28,07 N/A 37,23
Spa3ng 22 0 Spa 3 HH 0o 1 0 43,19 28,54 N/A
Spa3ng 23 0 Spa 3 LF 1 0 1 29,48 N/A 29,80
Spa3ng 24 0 Spa 3 LH 1 1 0 29,59 30,36 40,90
Spa3ng 25 0 Spa 3 HH 0o 1 0 46,18 28,48 N/A
Spa3ng 26 0 Spa 3 HH 0 1 0 4111 28,34 N/A
Spa3ng 27 0 Spa 3 HH 0o 1 0 43,07 26,38 N/A
Spa3ng 28 0 Spa 3 HH 0o 1 0 43,37 27,26 46,63
Spa3ng 29 0 Spa 3 HH 0o 1 0 49,37 30,19 N/A
Spa3ng 30 0 Spa 3 HH 0o 1 0 46,66 27,23 N/A
Spa10ng 1 1 Spa 10 HH 0o 1 0 40,18 24,15 N/A
Spa10ng 2 1 Spa 10 HF 0o 1 1 33,64 26,15 26,17
Spa10ng 3 1 Spa 10 FF 0 O 1 33,32 N/A 25,27
Spa10ng 4 1 Spa 10 HH 0o 1 0 39,57 24,11 N/A
Spa10ng 5 1 Spa 10 HF 0o 1 1 33,62 2589 26,01
Spa10ng 6 1 Spa 10 HH 0o 1 0 39,27 2552 N/A
Spa10ng 7 1 Spa 10 HF 0 O 1 33,59 2536 2574
Spa10ng 8 1 Spa 10 HH 0o 1 0 40,77 25,59 48,07
Spa10ng 9 1 Spa 10 HH 0o 1 0 39,04 2496 N/A
Spa10ng 10 1 Spa 10 LF 1 0 1 25,76 45,96 25,92
Spa10ng 11 1 Spa 10 LF 1 0 1 25,03 47,31 2544
Spa10ng 12 1 Spa 10 HF 0o 1 1 33,72 26,10 26,56
Spa10ng 13 1 Spa 10 LF 1 0 1 26,34 N/A 26,21
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Probe vital farm D DTM Genotyp Leu His Phe CqlLeu CqHis CqPhe sonst.
Spa10ng 14 1 Spa 10 HF 0o 1 1 33,54 26,20 26,79
Spa10ng 15 1 Spa 10 HH o 1 0 42,08 24,69 N/A
Spa10ng 16 1 Spa 10 HH 0o 1 0 39,88 25,82 49,46
Spa10Ong 17 1 Spa 10 HH 0 1 0 37,73 24,06 N/A
Spa10ng 18 0 Spa 10 HH 0 1 0 39,60 24,86 N/A
Spa10ng 19 0 Spa 10 HH 0 1 0 42,46 24,88 N/A
Spa10ng 20 0 Spa 10 HF 0o 1 1 33,50 25,03 26,06
Spa10ng 21 0 Spa 10 HH 0o 1 0 39,29 24,63 4598
Spa10ng 22 0 Spa 10 INVALID
Spa10ng 23 0 Spa 10 LH 1 1 0 2556 2550 35,89
Spa10ng 24 0 Spa 10 HH 0 1 0 38,71 2428 N/A
Spa10ng 25 0 Spa 10 HH 0 1 0 38,90 24,67 N/A
Spa10ng 26 0 Spa 10 HF 0o 1 1 33,51 25,97 2592
Spa10ng 27 0 Spa 10 LF 1 0 1 26,23 N/A 26,79
Spa10ng 28 0 Spa 10 LL 1 0 0 24,84 N/A 35,40
Spa10ng 29 0 Spa 10 HF 0o 1 1 33,02 2526 2522
Spa10ng 30 0 Spa 10 LF 1 0 1 2524 36,90 25,65
Spa30ng 1 1 Spa 30 FF 0 O 1 34,14 N/A 25,54
Spa30ng 2 1 Spa 30 HH 0o 1 0 39,68 2428 48,02
Spa30ng 3 1 Spa 30 HF 0o 1 1 34,69 2564 2577
Spa30ng 4 1 Spa 30 HH 0o 1 0 38,73 24,41 N/A
Spa30ng 5 1 Spa 30 HF 0o 1 1 33,43 2558 2575
Spa30ng 6 1 Spa 30 LF 1 0 1 26,00 30,58 26,22
Spa30ng 7 1 Spa 30 HF 0o 1 1 33,37 2532 2546
Spa30ng 8 1 Spa 30 FF 0 O 1 34,09 N/A 25,39
Spa30ng 9 1 Spa 30 HH 0o 1 0 39,53 2450 N/A
Spa30ng 10 1 Spa 30 HF 0o 1 1 34,32 2534 25,53
Spa30ng 11 1 Spa 30 LF 1 0 1 27,13 N/A 27,55
Spa30ng 12 0 Spa 30 HH 0 1 0 38,22 25,26 40,22
Spa30ng 13 0 Spa 30 LF 1 0 1 25,47 49,36 25,76
Spa30ng 14 0 Spa 30 HF 0 1 1 34,16 25,43 25,61
Spa30ng 15 0 Spa 30 HH 0 1 0 42,93 25,82 N/A
Spa30ng 16 0 Spa 30 HF 0o 1 1 36,80 27,71 27,85
Spa30ng 17 0 Spa 30 HF 0 1 1 37,29 28,57 29,02
Spa30ng 18 0 Spa 30 HH 0o 1 0 39,27 23,81 49,30
Spa30ng 19 0 Spa 30 HH 0 1 0 42,00 2566 N/A
Spa30ng 20 0 Spa 30 LF 1 0 1 25,39 4985 25,99
Spa30ng 21 0 Spa 30 HF 0o 1 1 34,36 2569 2594
Spa30ng 22 0 Spa 30 HH 0o 1 0 40,60 24,35 N/A
Spa30ng 23 0 Spa 30 HF 0o 1 1 36,39 26,40 26,68
Spa30ng 24 0 Spa 30 HF 0o 1 1 3515 26,00 26,33
Spa30ng 25 0 Spa 30 HH 0 1 0 39,44 25,02 N/A
Spa30ng 26 0 Spa 30 LH 1 1 0 25,39 2527 36,07
Spa30ng 27 0 Spa 30 HH 0 1 0 43,16 2593 N/A

119



Anhang

Probe vital farm D DTM Genotyp Leu His Phe CqlLeu CqHis CqPhe sonst.
Spa30ng 28 0 Spa 30 LH 1 1 0 25,88 26,02 36,80
Spa30ng 29 0 Spa 30 HF 0o 1 1 34,65 2593 25,88
Spa30ng 30 0 Spa 30 HF 0o 1 1 34,67 2510 25,30
Gos10ng 1 1 Go 10 LF 1 0 1 27,62 N/A 27,21
Gos10ng 2 1 Go 10 HF o 1 1 34,72 26,72 26,64
Gos10ng 3 1 Go 10 FF 0 O 1 3456 N/A 26,69
Gos10ng 4 1 Go 10 FF 0 O 1 34,74 N/A 27,62
Gos10ng 5 1 Go 10 HF 0o 1 1 34,44 26,32 25,57
Gos10ng 6 1 Go 10 HF 0o 1 1 3513 26,87 27,23
Gos10ng 7 1 Go 10 FF 0 O 1 34,49 N/A 26,50
Gos10ng 8 1 Go 10 HF 0o 1 1 34,05 26,24 26,48
Gos10ng 9 1 Go 10 46,03 N/A 39,65 INVALID
Gos10ng 10 1 Go 10 HH 0o 1 0 39,38 30,82 N/A
Gos10ng 11 1 Go 10 LF 1 0 1 32,76 N/A 24,89
Gos10ng 12 1 Go 10 HF o 1 1 34,29 26,86 27,10
Gos10ng 13 1 Go 10 HF 0o 1 1 36,44 27,99 28,30
Gos10ng 14 1 Go 10 HH 0o 1 0 39,30 24,73 N/A
Gos10ng 15 1 Go 10 HF 0o 1 1 34,81 26,46 26,72
Gos10ng 16 1 Go 10 FF 0O O 1 34,62 N/A 26,57
Gos10ng 17 1 Go 10 44,31 39,33 39,173 INVALID
Gos10ng 18 1 Go 10 HF 0o 1 1 39,86 31,75 32,18
Gos10ng 19 1 Go 10 INVALID
Gos10ng 20 1 Go 10 HF 0o 1 1 43,29 34,54 35,06
Gos10ng 21 0 Go 10 HF 0o 1 1 46,36 33,47 33,39
Gos10ng 22 0 Go 10 HF 0o 1 1 35,01 26,67 2644
Gos10ng 23 0 Go 10 LF 1 0 1 28,70 N/A 28,86
Gos10ng 24 0 Go 10 LF 1 0 1 31,12 39,73 28,22
Gos10ng 25 0 Go 10 LH 1 1 0 2595 26,20 36,43
Gos10ng 26 0 Go 10 HH 0 1 0 36,46 26,70 34,62
Gos10ng 27 0 Go 10 LF 1 0 1 29,39 N/A 25,93
Gos30ng 1 1 Go 30 HF 0o 1 1 4145 32,46 32,80
Gos30ng 2 1 Go 30 FF 0 O 1 37,75 4419 29,94
Gos30ng 3 1 Go 30 N/A 42,27 N/A
Gos30ng 4 1 Go 30 HF o 1 1 42,23 31,76 32,17
Gos30ng 5 1 Go 30 HF 0o 1 1 34,47 2583 26,02
Gos30ng 6 1 Go 30 HF 0o 1 1 34,02 26,19 26,39
Gos30ng 7 1 Go 30 LF 1 0 1 29,13 N/A 25,90
Gos30ng 8 1 Go 30 HH 0o 1 0 42,89 26,63 N/A
Gos30ng 9 1 Go 30 HH 0o 1 0 38,88 25,07 44,51
Gos30ng 10 1 Go 30 HF 0o 1 1 3532 2717 27,56
Gos30ng 11 1 Go 30 HF o 1 1 34,17 2594 26,21
Gos30ng 12 1 Go 30 FF 0 O 1 34,64 N/A 26,90
Gos30ng 13 1 Go 30 HF 0o 1 1 33,30 25,14 25,14
Gos30ng 14 1 Go 30 HF 0o 1 1 33,18 2538 254
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Probe vital farm D DTM Genotyp Leu His Phe CqlLeu CqHis CqPhe sonst.
Gos30ng 15 1 Go 30 LF 1 0 1 29,02 N/A 25,59
Gos30ng 16 1 Go 30 HF 0o 1 1 3443 26,21 26,45
Gos30ng 17 1 Go 30 HF 0o 1 1 34,04 2596 26,61
Gos30ng 18 1 Go 30 LF 1 0 1 36,05 4564 32,36
Gos30ng 19 1 Go 30 LF 1 0 1 26,21 34,18 26,68
Gos30ng 20 0 Go 30 LF 1 0 1 29,56 N/A 27,43
Gos30ng 21 0 Go 30 HF 0o 1 1 38,19 30,00 29,74
Gos30ng 22 0 Go 30 LF 1 0 1 3524 4497 32,84
Gos30ng 23 0 Go 30 HF 0o 1 1 34,31 26,36 26,44
Gos30ng 24 0 Go 30 HH 0o 1 0 42,55 2566 N/A
Gos30ng 25 0 Go 30 LF 1 0 1 27,64 48,22 28,70
Gos30ng 26 0 Go 30 HF 0o 1 1 34,18 26,21 26,68
Gos30ng 27 0 Go 30 FF 0 O 1 34,12 N/A 26,07
Gos30ng 28 0 Go 30 HF 0o 1 1 N/A 43,18 43,88
Gos30ng 29 0 Go 30 HH o 1 0 42,21 27,09 N/A
Gos100ng 1 1 Go 100 FF 0 O 1 33,35 N/A 24,87
Gos100ng 2 1 Go 100 HF 0 1 1 34,05 2562 26,02
Gos100ng 3 1 Go 100 HF 0o 1 1 34,13 2548 25,67
Gos100ng 4 1 Go 100 HF 0o 1 1 34,58 26,23 26,49
Gos100ng 5 0 Go 100 FF 0 O 1 3320 N/A 25,03
Gos100ng 6 0 Go 100 HH 0 1 0 39,29 2446 N/A
Gos100ng 7 0 Go 100 HH 0o 1 0 42,72 26,32 42,45
Gos100ng 8 0 Go 100 HF 0o 1 1 33,60 25,78 25,92
Gos100ng 9 0 Go 100 HF 0o 1 1 34,00 26,15 25,76
Gos100ng 10 0 Go 100 LH 1 1 0 2520 24,60 35,26
Gos100ng 11 0 Go 100 HF o 1 1 36,37 27,84 28,11
Gos100ng 12 0 Go 100 FF 0 O 1 N/A 48,07 37,70
Gos100ng 13 0 Go 100 HF 0 1 1 N/A 37,91 36,85
Gos100ng 14 0 Go 100 FF 0 O 1 32,23 30,81 24,20
Gos100ng 15 0 Go 100 HH 0 1 0 3940 2520 N/A
Gos100ng 16 0 Go 100 HF 0o 1 1 34,63 2571 26,07
Gos100ng 17 0 Go 100 HF 0o 1 1 34,06 25,70 24,61
Gos100ng 18 0 Go 100 FF 0 O 1 33,20 N/A 24,62
Gos100ng 19 0 Go 100 HF 0o 1 1 34,15 24,88 25,29
Gos100ng 20 0 Go 100 HF 0o 1 1 34,15 2566 25,63
Gos100ng 21 0 Go 100 FF 0 O 1 38,73 N/A 25,05
Gos100ng 22 0 Go 100 HF 0o 1 1 3580 26,97 27,23
Gos100ng 23 0 Go 100 HF o 1 1 34,54 2547 25,44
Gos100ng 24 0 Go 100 HF 0o 1 1 33,42 2529 45437
Gos100ng 25 0 Go 100 HF 0o 1 1 34,41 2591 26,47
Gos100ng 26 0 Go 100 INVALID
Gos100ng 27 0 Go 100 HF 0o 1 1 38,46 29,04 29,39
Gos100ng 28 0 Go 100 HF 0o 1 1 33,36 2540 25,21
Bah3ng 1 1 Bah 3 HH 0 1 0 39,23 26,01 N/A
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Probe vital farm D DTM Genotyp Leu His Phe CqlLeu CqHis CqPhe sonst.
Bah3ng 2 1 Bah 3 HH 0o 1 0 42,31 2521 N/A
Bah3ng 3 1 Bah 3 HH o 1 0 4156 2594 N/A
Bah3ng 4 1 Bah 3 HH o 1 0 43,39 26,07 N/A
Bah3ng 5 1 Bah 3 HF 0o 1 1 34,05 26,06 26,65
Bah3ng 6 1 Bah 3 HH o 1 0 40,93 26,18 N/A
Bah3ng 7 1 Bah 3 HF 0o 1 1 34,35 26,98 26,10
Bah3ng 8 1 Bah 3 HH 0o 1 0 41,80 26,41 N/A
Bah3ng 9 1 Bah 3 HH 0o 1 0 39,52 2509 N/A
Bah3ng 10 1 Bah 3 HF 0o 1 1 34,36 27,76 28,00
Bah3ng 11 1 Bah 3 HH 0o 1 0 25,70 25,65 36,24
Bah3ng 12 1 Bah 3 HF 0o 1 1 40,55 26,02 26,29
Bah3ng 13 1 Bah 3 HF 0o 1 1 3456 26,87 26,95
Bah3ng 14 1 Bah 3 HH 0o 1 0 41,53 2577 N/A
Bah3ng 15 1 Bah 3 HH o 1 0 40,21 24,85 N/A
Bah3ng 16 1 Bah 3 LH 1 1 0 41,73 2527 36,18
Bah3ng 17 1 Bah 3 HH 0o 1 0 40,32 26,01 48,52
Bah3ng 18 1 Bah 3 HH o 1 0 40,73 27,86 N/A
Bah3ng 19 1 Bah 3 HH 0o 1 0 41,20 2499 N/A
Bah3ng 20 1 Bah 3 HH o 1 0 42,63 2554 N/A
Bah3ng 21 1 Bah 3 HH 0o 1 0 42,71 24,80 N/A
Bah3ng 22 1 Bah 3 HF 0o 1 1 33,71 2566 26,27
Bah3ng 23 1 Bah 3 HH 0o 1 0 40,95 2503 N/A
Bah3ng 24 1 Bah 3 HH 0o 1 0 41,82 24779 41,67
Bah3ng 25 1 Bah 3 HF 0o 1 1 33,95 2583 26,35
Bah3ng 26 0 Bah 3 HF 0o 1 1 47,16 37,25 38,58
Bah3ng 27 0 Bah 3 HF 0o 1 1 34,08 26,54 26,13
Bah3ng 28 0 Bah 3 LH 1 1 0 33,11 32,87 43,36
Bah3ng 29 0 Bah 3 INVALID
Bah10ng 1 1 Bah 10 HH 0 1 0 41,53 26,03 39,59
Bah10ng 2 1 Bah 10 HF 0o 1 1 34,28 25,77 26,26
Bah10ng 3 1 Bah 10 HF 0o 1 1 34,18 26,07 26,87
Bah10ng 4 1 Bah 10 HF 0o 1 1 34,78 26,35 26,47
Bah10ng 5 1 Bah 10 HH 0o 1 0 39,26 25,12 N/A
Bah10ng 6 1 Bah 10 HF 0o 1 1 37,05 2582 25,69
Bah10ng 7 1 Bah 10 FF 0 O 1 33,22 N/A 25,1
Bah10ng 8 1 Bah 10 HH 0o 1 0 38,85 2523 N/A
Bah10ng 9 1 Bah 10 FF 0 O 1 32,79 37,33 24,82
Bah10ng 10 1 Bah 10 HH 0o 1 0 41,28 2523 N/A
Bah10ng 11 1 Bah 10 HH o 1 0 38,69 2537 47,02
Bah10ng 12 1 Bah 10 HF 0o 1 1 34,11 26,45 26,45
Bah10ng 13 1 Bah 10 LF 1 0 1 26,64 N/A 26,74
Bah10ng 14 1 Bah 10 HF 0o 1 1 36,37 28,65 28,63
Bah10ng 15 1 Bah 10 HH 0o 1 0 41,98 26,74 N/A
Bah10ng 16 1 Bah 10 HH 0 1 0 42,93 2549 N/A
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Probe vital farm D DTM Genotyp Leu His Phe CqlLeu CqHis CqPhe sonst.
Bah10ng 17 1 Bah 10 HH 0o 1 0 39,47 26,39 N/A
Bah10ng 18 1 Bah 10 HH 0o 1 0 4412 26,14 N/A
Bah10ng 19 1 Bah 10 HF 0o 1 1 3526 27,03 27,21
Bah10ng 20 1 Bah 10 HH 0 1 0 42,28 26,40 N/A
Bah10ng 21 1 Bah 10 HH 0 1 0 3824 27,02 N/A
Bah10ng 22 0 Bah 10 LH 1 1 0 26,04 26,32 41,97
Bah10ng 23 0 Bah 10 LH 1 1 0 27,41 27,46 37,98
Bah10ng 24 0 Bah 10 HH 0 1 0 39,36 2520 N/A
Bah10ng 25 0 Bah 10 HF 0o 1 1 3551 27,54 28,13
Bah10ng 26 0 Bah 10 HH 0o 1 0 40,09 25,35 N/A
Bah10ng 27 0 Bah 10 HH 0o 1 0 41,08 2585 41,89
Bah10ng 28 0 Bah 10 HF o 1 1 47,71 27,73 28,21
Bah10ng 29 0 Bah 10 HH 0 1 0 39,60 25,77 N/A
Bah10ng 30 0 Bah 10 LF 1 0 1 26,85 N/A 27,31
Bah30ng 1 1 Bah 30 HH o 1 0 40,176 26,11 N/A
Bah30ng 2 1 Bah 30 HF 0o 1 1 34,63 264 26,94
Bah30ng 3 1 Bah 30 HH 0o 1 0 42,87 25,00 N/A
Bah30ng 4 1 Bah 30 LH 1 1 0 2719 27,40 37,71
Bah30ng 5 1 Bah 30 HF 0o 1 1 3548 27,67 27,87
Bah30ng 6 1 Bah 30 HH 0o 1 0 39,34 24,62 38,95
Bah30ng 7 1 Bah 30 HF 0o 1 1 34,40 26,52 26,56
Bah30ng 8 1 Bah 30 HF 0o 1 1 3725 26,82 30,35
Bah30ng 9 0 Bah 30 HF 0o 1 1 36,24 27,05 27,38
Bah30ng 10 0 Bah 30 LH 1 1 0 24,83 24,73 3598
Bah30ng 11 0 Bah 30 HH 0 1 0 41,05 2564 N/A
Bah30ng 12 0 Bah 30 HH 0 1 0 40,91 25,88 N/A
Bah30ng 13 0 Bah 30 LH 1 1 0 27,03 26,71 36,49
Bah30ng 14 0 Bah 30 LH 1 1 0 2715 27,41 36,86
Bah30ng 15 0 Bah 30 LH 1 1 0 26,12 26,62 37,24
Bah30ng 16 0 Bah 30 HH 0o 1 0 N/A 31,32 N/A
Bah30ng 17 0 Bah 30 LH 1 1 0 27,68 27,22 40,25
Bah30ng 18 0 Bah 30 LH 1 1 0 26,61 26,56 3348
Bah30ng 19 0 Bah 30 HH 0 1 0 41,51 26,89 N/A
Bah30ng 20 0 Bah 30 HF 0o 1 1 34,34 26,68 26,88
Bah30ng 21 0 Bah 30 HH 0 1 0 46,01 27,55 N/A
Bah30ng 22 0 Bah 30 HH o 1 0 42,85 27,18 44,00
Bah30ng 23 0 Bah 30 HF 0o 1 1 35,04 26,86 27,16
Bah30ng 24 0 Bah 30 HH 0o 1 0 47,78 27,76 N/A
Bah30ng 25 0 Bah 30 LH 1 1 0 27,09 27,04 37,24
Bah30ng 26 0 Bah 30 HF 0o 1 1 34,42 27,01 26,18
Bah30ng 27 0 Bah 30 LH 1 1 0 26,0 26,20 37,68
Bah30ng 28 0 Bah 30 HH 0o 1 0 39,38 24,49 49,33
Bah30ng 29 0 Bah 30 LH 1 1 0 39,68 39,24 N/A
MSD 0,3ng 1 1 MSD 0,3 LL 1 0 0 25,12 47,08 35,86
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Probe vital farm D DTM Genotyp Leu His Phe CqlLeu CqHis CqPhe sonst.
MSD 0,3ng 2 1 MSD 0,3 LL 1 0 0 23,66 43,23 34,03
MSD 0,3ng 3 1 MSD 0,3 LL 1 0 0 26,56 N/A 37,27
MSD 0,3ng 4 0 MSD 0,3 LL 1 0 0 24,33 N/A 35,62
MSDO0,3ng 5 0 MSD 0,3 LL 1 0 0 25,03 N/A 34,71
MSDO0,3ng 6 0 MSD 0,3 LL 1 0 0 24,66 43,05 3540
MSD 0,3ng 7 0 MSD 0,3 LL 1 0 0 2442 48,49 3594
MSD 0,3ng 8 0 MSD 0,3 LL 1 0 0 32,31 N/A 48,23
MSD 0,3ng 9 0 MSD 0,3 LL 1 0 0 36,60 N/A N/A
MSDO0,3ng 10 0 MSD 0,3 LL 1 0 0 26,39 N/A 37,29
MSD1ng 1 0 MSD 1 LL 1 0 0 24,30 4752 34,19
MSD1ng 2 0 MSD 1 LL 1 0 0 23,06 41,65 34,21
MSD1ng 3 0 MSD 1 LL 1 0 0 24,06 46,77 34,93
MSD1ng 4 0 MSD 1 LL 1 0 0 2460 41,77 34,82
MSD1ng 5 0 MSD 1 LL 1 0 0 24,66 N/A 35,44
MSD1ng 6 0 MSD 1 LL 1 0 0 25,04 N/A 34,99
MSD1ng 7 0 MSD 1 LL 1 0 0 23,88 39,49 34,56
MSD1ng 8 0 MSD 1 LL 1 0 0 25,15 N/A 35,99
MSD1ng 9 0 MSD 1 LL 1 0 0 24,86 49,01 36,17
MSD1ng 10 0 MSD 1 LL 1 0 0 25,05 N/A 36,05
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