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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 späteren Identifizierung einzelner Proben während der Analyse der Sequenzierung 

wurden die Primer zusätzlich am 5‘-Ende mit individuellen Nukleotidanhängen (Barcodes) 

versehen. Die Anhänge setzten sich aus sechs bis acht Nukleotiden zusammen und es wurden 

insgesamt fünf verschiedene Anhänge für die Vorwärtsprimer und vier für die Rückwärtsprimer 

verwendet (Anhang A). 

Die PCRs zur Probenvorbereitung für die Sequenzierung (Library Preparation) wurden unter 

Verwendung einer DreamTaq DNA Polymerase durchgeführt. Der Mastermix für die PCR 

setzte sich aus 12,5 µl DreamTaq PCR Master Mix (2X), jeweils 1 µl Forward- und Reverse-

Primer (10 µM), 4 µl DNA-Template sowie 6,5 µl DEPC-H₂O zu einem Gesamtvolumen von 

25 µl zusammen. Für die Amplifikation wurde resultierend aus dem Optimierungsprozess für 

die Annealing-Temperatur folgendes Protokoll angewandt: 

 
Schritt Temperatur Zeit 
1. Initiale Denaturierung 95 °C 1 min 

40 Zyklen:  

2. Denaturierung 

3. Primer-Hybridisierung 

4. Elongation 

95 °C 28 s 

60 °C 30 s 

72 °C 1 min 

5. Finale Elongation 

6. Abkühlung 

72 °C

4 °C

5 min 

unbegrenzt 

 
Im Anschluss wurde mittels Gelelektrophorese und der Verwendung eines 2%-Agarosegels 

der Erfolg der PCRs überprüft. Für 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. Außerdem erfolgte die Elution mit DEPC-H2O anstelle eines Puffers. Im Anschluss 

wurde als Grundlage für das „pooling“ die Konzentrationsmessung der aufgereinigten PCR-

Produkte mit dem Epoch Mikroplatten-Spektralphotometer vorgenommen. 

 Vorbereitung der NGS-Libraries  
Im Vorfeld der Durchführung der Illumina-Sequenzierung wurden die PCR-Produkte zu 

insgesamt neun Pools (Libraries) zusammengefügt. Da innerhalb der Sequenzierung 

gleichzeitig eine Untersuchung von M. domestica-Proben mit ebenfalls drei verschiedenen 

Amplikons durchgeführt wurde, erfolgte die Planung der Libraries unter Einschluss dieser 

PCR-Produkte. Es wurde darauf geachtet, dass jede Primerkombination (vorwärts/rückwärts) 

mit den entsprechenden Barcodes nur ein einziges Mal in jeder Library vertreten war, um eine 

Identifikation der Einzelproben in der späteren Analyse zu gewährleisten. Für das Pipettieren 
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wurden die benötigten 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 Erhöhung der Konzentrationen der pipettierten neun Libraries von mind. 50 ng/µl 

eine Evaporation unter Vakuum-Zentrifugation und Hitzeeinwirkung mit dem 

Concentrator 5301.  

 Deep-Amplicon-Sequencing mittels Illumina Sequenzierung 
Die Sequenzierung wurde bei dem kommerziellen Anbieter Novogene GmbH (München, 

Deutschland) in Auftrag gegeben. Die aufgereinigten, gepoolten Proben wurden daher an den 

Auftragnehmer versandt, wo die weitere Prozessierung der NGS-Bibliotheksvorbereitung 

(library preparation) erfolgte. Für die Sequenzierung fand das Illumina NovaSeq 6000 System 

(2 × 250 bp, Illumina) Anwendung. Für jede Library sollten mind. 5x107 Paired-End-Reads 

generiert werden. Die erzeugten Rohdaten aus der Sequenzierung wurden im Anschluss 

zurück ans Institut für Parasitologie und Tropenveterinärmedizin der FU Berlin übermittelt. 

 Statistische Auswertung 

 Bestimmung der LD50 für Deltamethrin 
Die aus der topikalen Applikation gewonnenen Daten wurden zunächst 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 anschließend 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 fünf-parametrischen log-logistischen Modell angepasst. Als X-Werte wurde die 

verwendete die log10-transformierte Deltamethrin-Dosis eingesetzt, und den Y-Werten wurden 

die Phänotypen „lebend oder tot/ paralysiert“ (Werte 1 oder 0) zugeordnet. 

Die Ermittlung der Resistenzfaktoren (RF) erfolgte mittels Division des LD50-Wertes der 

Feldisolate durch den LD50-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-Mücken (WHO 

2022) auf Pyrethroidresistenz herangezogen. Gemäß den Leitlinien gilt eine Population als 

anfällig, 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 Bestätigung des Vorhandenseins von Resistenzgenen in der Population. 
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 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) überprüft. Hierbei erfolgte eine 

Testung auf die Allele F, H und L. 

Des Weiteren wurden die Odds Ratios (OR) zum Überleben der Deltamethrin-Applikation für 

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 unabhängige, erklärende 

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

 Vergleich der Verteilung der Allelhäufigkeiten zwischen den Regionen BB, 
BW und SH 

Die Verteilung der Häufigkeiten 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 

überprüft. Anschließend wurden unter Verwendung des Mann-Whitney-Tests mittels R 

Funktion wilcox.test() die Häufigkeiten der Allele kdr, kdr-his und wt zwischen den 

Gruppen, welche in diesem Fall durch die Bundesländer Brandenburg (BB), Baden-

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

 Bioinformatische Analyse der Sequenzierungsdaten 
Die von Novogene GmbH als fastq-Dateien gelieferten Rohdaten aus der Sequenzierung 

wurden für 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 Datensätze. Das erste 

Demultiplexing, das Entfernen der Illumina Indexprimer, wurde bereits beim Export der Daten 

aus dem Illumina-Sequenziergerät vorgenommen. Beim zweiten Demultiplexing wurden die 

einzelnen Proben innerhalb der Pools anhand der individuellen, eigengewählten Barcodes 

auseinandersortiert. Hierbei kam die Geneious Funktion seperateByBarcode() zum 

Einsatz. Da die ursprüngliche Dateibenennung nach Primernamen ungeeignet für die weitere 

Analyse war, wurden die Dateien anschließend nach Betrieb und Amplikon umbenannt 

(Renaming). Das Read-Merging (Zusammenführen passender Vorwärts- und 

Rückwärtsreads) 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 für eine weitere Auswertung verwendbar waren. Anschließend 

erfolgte das Aussortieren nach Länge. 

Für 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 gezählt 

und die ersten 1.000 dieser Sequenzen als FASTA-Datei exportiert. Die zusammengefassten 

Varianten wurden auf das Vorkommen der entsprechenden resistenzassoziierten Mutationen 

überprüft, entsprechend als wt (Wildtyp), kdr, kdr-his oder super-kdr annotiert und dienten im 

Anschluss als Referenzvarianten für die weiteren Analysen. 

Die weiterführende Analyse erfolgte wieder innerhalb der Geneious Prime Software. Von den 

jeweiligen PCR-Produkt-Varianten wurden nach Häufigkeit und phylogenetischer Verteilung 

Hauptvarianten ausgewählt und für die weiteren Analysen verwendet. Anschließend erfolgte 

ein Mapping der sortierten Rohdaten auf die ausgewählten Referenzvarianten. Im Mapping 

wurde eine Fehlerquote von maximal 2 % je Read akzeptiert. Der Anteil der gemappten Reads 

je Referenzvariante diente für 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. 

Die aus der Dereplication erhaltenen Referenzvarianten wurden, analog zur Berechnung der 

Resistenzanteile, je Farm nach Häufigkeit sortiert und aufsteigend nummeriert. Die 20 

häufigsten Varianten je Farm wurden für die weitere Analyse verwendet. Für die 

phylogenetische Analyse wurden alle Referenzvarianten vom Amplikon 3, welches die kdr-

Position enthält, mittels Neighbor-Joining-Algorithm (unrooted, HKY Distanzmodell) berechnet 

und graphisch dargestellt. Die weitere Verarbeitung und Annotation (Bundesland, wt/kdr/kdr-

his, Häufigkeit) des Neighbor-Joining-Trees (Phylogenetischen Baums) erfolgte mit der 

Online-Anwendung iTol Version 7.0. 

 

3.2.5.4.1 Phylogenetische Analyse 
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4 Ergebnisse 

 Phänotypische Untersuchung von Feldisolaten (4) 

 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 phänotypischen 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 fünf Parametern 

ermöglichte die Beurteilung der Resistenz der vier Feldisolate gegen Deltamethrin anhand des 

Vergleichs mit dem suszeptiblen Referenzstamm (Abb. 4-1). Für die vier Feldisolate konnten 

dabei die LD50-Werte von 19,71 ng Deltamethrin/Fliege (95 %-KI: 12,91 – 30,07 ng/Fliege) für 

Bah, von 18,30 ng/Fliege (95 %-KI: 9,985 – 33,53 ng/Fliege) für Spa, von 47,42 ng/Fliege 

(95 %-KI: 27,99 – 80,32 ng/Fliege) für Gos und von 40,55 ng/Fliege (95 %-KI: 14,93 – 

110,1 ng/Fliege) für Schl ermittelt werden.  

Unter Bezugnahme auf den LD₅₀-Wert des sensiblen Referenzstammes MSD von 

0,397 ng/Fliege (95 %-KI: 0,213 – 0,739 ng/Fliege) resultierten daraus Resistenzfaktoren von 

49,65 für Bah, 46,10 für Spa, 119,45 für Gos und 102,14 für Schl (Tab. 4-1).  

Die vier Feldisolate können daher als resistent gegenüber dem Wirkstoff Deltamethrin 

bewertet werden.  
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Abb. 4-1 Deltamethrin-Dosis-Wirkungskurve für die vier S. calcitrans-Feldisolate und den 
MSD-Referenzstamm. Es wurde eine asymmetrische logistische Regression mit fünf 

Parametern angewandt. x: log10 Deltamethrin-Dosis in ng/Fliege; y: Nicht-
Paralyse/Überlebensrate der S. calcitrans Feldisolate Bah, Spa, Schl, Gos und des 

Referenzstamms MSD; x̄ und ± SD sind durch die Datenpunkte dargestellt.  
Modifiziert dargestellt nach (Daher et al. 2024) 

 

 

Tab. 4-1 LD50-Werte für Deltamethrin für die S. calcitrans Feldisolate und den 
Referenzstamm; modifiziert nach (Daher et al. 2024) 

 MSD Bah Gos Schl Spa
LD50 ng/fly 0,397 19,71 47,42 40,55 18,30

LD50 95 %KIa 0,213 
0,739 

12,91
30,07

27,99
80,32

14,93 
110,1 

9,985
33,53

Hill slopeb − 1.352 − 2.099 − 1.003 − 0.773 − 0.777

Hill slope 95 %KI − 3.032 
0.328 

− 6.084
1.886

− 1.811
0.195

− 1.463 
0.083 

− 1.674
0.121

Generation F3 F2 F1 F1 F1

N 88 210 210 210 210

Dosisbereichc 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 
C Dosisbereich (ng Deltamethrin/µl) 
D Vergleich mit dem MSD-Stamm mittels eines F-Tests auf Basis der Quadratsummen 
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 Genotypische Untersuchungen einzelner Fliegen aus 
Feldisolaten  

 Vorkommen der Mutationen L1014F, L1014H und M918T in  
S. calcitrans-Rückstellproben 

Der Nachweis der Mutationen L1014F, L1014H und M918T im Vssc-Gen von insgesamt 

22 S. calcitrans-Rückstellproben aus neun verschiedenen Milchviehbetrieben wurde mittels 

RT-PCR unter Verwendung des Primerpaars StcalVGSC2651for/ StcalVGSC3250 geführt. 

Die erfolgreiche Amplifikation der Zielsequenzen konnte durch die Darstellung der erwarteten 

Banden im Bereich von 600 bp durch die Agarose-Gelelektrophorese bestätigt werden. Bei 

einer Probe gelang die Vervielfachung der cDNA nicht, womit kein Ergebnis über 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) bestätigt 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 fünf mit der kdr-his (H/H). 

Die verbliebenen acht Fliegen wurden als heterozygot mutiert bewertet, wobei bei fünf 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 fünf 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 Rückstellproben gestützt 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) 

gegenüber 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 Rückstellproben 

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

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

Um die Spezifität, der für die PASA entwickelten Primer zu bestätigen, wurden zunächst die 

Templates P-Leu, P-Phe und P-His unter Anwendung eines Temperaturgradienten 

amplifiziert. Dabei wurden die drei spezifischen Vorwärtsprimer mit dem allgemeinen 

Rückwärtsprimer 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, 

entspräche 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 für 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 ausgewählten Konzentrationsfenster für die Feldisolate Bah, Schl, Gos und Spa 

und den Referenzstamm MSD waren zuvor insgesamt 366 Wadenstecher phänotypisch 

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 darüber 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 Sensitivität gegenüber Deltamethrin auf 

genotypischer Ebene bestätigt 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 häufigsten 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 häufigsten 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 gehörten 

(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 höher resistenten Isolaten Gos und Schl war die 

Häufigkeit des kdr-Allels um das 1,6- bis 2,7-fache höher als in den beiden Betrieben mit 

geringerem Resistenzniveau (Bah und Spa). Für 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 LD50 Ergebnisse für 
Deltamethrin (DTM) ausgewählt 

Testgruppe  Isolat LD50 (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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 Hardy-Weinberg-Gleichgewicht 

Die Berechnung mit dem R Paket HardyWeinberg ergab im Tri-allelic Exact Test für die drei 

Allele L, F und H, dass nur für die Population Bah (p = 0,744) die Nullhypothese „Die 

Population befindet sich im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht“ nicht abgelehnt werden konnte. 

Für 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 Häufigkeiten der Allele und Genotypen und Analyse des Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (HWE) für die vier Feldisolate. Die Allele sind 
entsprechend der kodierten Aminosäure benannt: L, Leucin; H, Histidin; F, Phenylalanin. Modifiziert dargestellt nach (Daher et al. 2024) 
 

Isolat Anzahl Genotypen Total Häufigkeit Genotyp Häufigkeit 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 44 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 0,152 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 0,461 0,292 0,045 0,112 0,629 0,258 < 0,001 

Betriebe 
gesamt 

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. 
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 Logistische Regression zur Analyse der Überlebenswahrscheinlichkeit 
nach Deltamethrin-Exposition in Abhängigkeit vom Genotyp 

Anhand der Ergebnisse aus der Untersuchung von Phänotyp und Genotyp der einzelnen 

Fliegen ließen sich in Abhängigkeit von der Ausprägung der verschiedenen Resistenzallele 

Unterschiede in der Wirksamkeit von Deltamethrin aufzeigen. In der Untersuchung der 

Individuen der Feldisolate Gos und Schl, bei welchen mittels LD50-Bestimmung ein hoch 

resistenter Phänotyp nachgewiesen werden konnte, wurde das kdr-Allel (F) häufiger detektiert 

als in den Isolaten Bah und Spa, die phänotypisch einen niedrigeren Resistenzfaktor zeigten. 

Diese potenzielle Korrelation zwischen den unterschiedlichen Resistenzallelen und der Stärke 

der Resistenzausbildung wurde mittels Bestimmung des Chancenverhältnisses (engl. Odds 

Ratios, OR), unter Verwendung einer logistischen Regression mit der abhängigen Variable 

Paralyse (ja oder nein) und den erklärenden 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 höhere Überlebenschance (OR = 92,0; 

95 %-KI: 20,5 - 549,3) einherging, verglichen mit der Überlebenschance bei der Ausprägung 

des sensiblen Genotyps L/L. Zum anderen wurde mit der Ausprägung des Allels kdr (F) eine 

höhere Überlebenschance und somit Resistenz beobachtet als mit der Ausprägung 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 Phänotyp in 

Verbindung gebracht. Der Genotyp F/H kann wiederum eine höhere Resistenz induzieren als 

der homozygote Genotyp H/H (OR = 14,9, 95 %-KI: 4,6-66,7) bzw. die heterozygoten 

Genotypen L/F (OR = 10,2; 95 %-KI: 2,7 - 50,9) und L/H (OR = 5,1; 95 %-KI: 1,3 - 25,7). 
Außerdem hatte die verwendete Dosis von Deltamethrin selbst einen signifikanten Effekt auf 

die Chance, dass nach Exposition eine Paralyse beobachtet werden konnte. Jede Erhöhung 

der Dosis um 10 ng führte zu einer 9,67-fach (95 %-KI: 9,57 - 9,76) niedrigeren Chance, dass 

keine Paralyse auftrat (Abb. 4-3). 

 



Ergebnisse 

 62

Abb. 4-3 Odds Ratios mit 95 % Konfidenzintervallen (95 % KI) in einem logistischen 
Regressionsmodells. Es wird die Chance der verschiedenen Genotypen der Fliege für das 

Überleben der Deltamethrin-Exposition dargestellt. Die Wirkung der Deltamethrin-Dosis wird 
pro 10 ng Deltamethrin-Erhöhung dargestellt. Die Genotypen sind im Vergleich zum 
suszeptiblen Wildtyp L/L als Referenz dargestellt. Die Allele sind durch die kodierten 

Aminosäuren gekennzeichnet: L, Leucin; H, Histidin; F, Phenylalanin. *, p < 0,05; 
***, p < 0,001. Modifiziert dargestellt nach (Daher et al. 2024) 
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 Resistenzuntersuchungen auf Milchbetrieben ausgewählter 
Bundesländer 

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. 

Für alle 67 Pools ließ sich erfolgreich analysieren, ob eine Mutation an der kdr-Position (L1014) 

zu einem Aminosäureaustausch zu Phenylalanin (kdr, L1014F) oder Histidin (kdr-his, L1014H) 

geführt hat und ob sich am Locus der super-kdr (M918T) eine Basensubstitution identifizieren 

ließ. Außerdem konnten die Häufigkeiten der einzelnen Allele anteilig für jeden Betrieb 

dargestellt werden. 

 Vorkommen und Frequenzen der Mutationen kdr und kdr-his 

In allen 65 sequenzierten S. calcitrans-Pools konnte der Nachweis für das Vorkommen der 

Allele kdr- und der kdr-his in Amplikon 3 erbracht werden (Abb. 4-4). In sämtlichen 

untersuchten Betrieben wies das kdr-his-Allel mit durchschnittlich 63,3 % die größte relative 

Häufigkeit auf. In den Populationen der Betriebe SH9, SH10, SH12, SH14 und SH15 

dominierte das kdr-his-Allel mit Häufigkeiten von über 80 %. Die Häufigkeiten des kdr-Allels 

aller getesteten Pools bildeten einen Mittelwert von 29,2 %. Dabei wurde der anteilig höchste 

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 Häufigkeit unterhalb dieses Cut-off-Werts, sodass in diesen Populationen kein 

quantitativer Nachweis des Wildtyp-Allels geführt werden konnte. In drei weiteren Betrieben in 

Schleswig-Holstein wurde das Allel zudem mit einer sehr geringen Häufigkeit von unter 1 % 

nachgewiesen (SH14 = 0,7 %; SH31 = 0,7 %; SH7 = 0,8 %) (Abb. 4-4). 
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Abb. 4-4 Häufigkeiten (%) der Allele Wildtyp (wt), kdr und kdr-his in den S. calcitrans-
Populationen aus den untersuchten Betrieben in Schleswig-Holstein (SH), Baden-

Württemberg (BW) und Brandenburg (BB). Häufigkeiten unter 1 % (BB3, SH1, SH7, SH14, 
SH23, SH31) sind aufgrund des Maßstabs nur eingeschränkt darstellbar. 

 



Ergebnisse 

65 

 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 Häufigkeiten 

des super-kdr-Allels lagen in diesen Pools zwischen 0,6 % und 9,5 %. Diese Ergebnisse 

wurden in Betrieben aus Baden-Württemberg (n = 16) und Brandenburg (n = 3) ermittelt. In 

den Populationen aus Schleswig-Holstein erfolgte kein Nachweis der M918T-Mutation mit 

einer relativen Häufigkeit von über 0,5 %. 

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

Spezies S. calcitrans erbracht. 
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Abb. 4-5 Häufigkeiten (%) der Allele Wildtyp (wt) und super-kdr in den S. calcitrans- 
Populationen aus den untersuchten Betrieben in Schleswig-Holstein (SH),  

Baden-Württemberg (BW) und Brandenburg (BB) 
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 Vergleich der Häufigkeiten der Allele kdr, kdr-his und wt zwischen den 
Regionen BB, BW und SH 

Die Überprüfung der Normalverteilung ergab eine Abweichung für die Häufigkeiten 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 

Allelhäufigkeiten hatte. 

 

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

 Phylogenetische Analyse 

Für die Erstellung eines phylogenetischen Baums über 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 Länge des Introns ließen 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 Blätter repräsentiert. 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 unabhängig entstanden sind. Die als Vergleichsproben sequenzierten 

Fliegen aus Uganda ließen sich teilweise den Kladen 1 und 2 zuordnen, bildeten jedoch auch 

eine separat dargestellte, weitere taxonomische Einheit, in der ausschließlich das Wildtyp-Allel 

vertreten war. Da eine Speziesidentifizierung mikroskopisch anhand von morphologischen 

Merkmalen für diese Proben nicht erfolgen konnte, besteht die Möglichkeit, dass es sich nicht 

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

 

 

Abb. 4-7 Phylogenetischer Baum. Dargestellt sind die 20 häufigsten Sequenzvarianten pro 
S. calcitrans-Probenpool. Ringe von innen nach außen: Kladen und regionale Ausreißer 

(weitere taxonomische Einheit), Allel, Herkunft. Erstellt mit iTOL v7.0
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5 Diskussion 

 Phänotypische Untersuchungen  

 Zucht von Feldisolaten  

Adulte Wadenstecher wurden im Juli 2018 zunächst auf vier ausgewählten 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 Größe und Aktivität sowie Verträglichkeit des 

Wirkstoffs beobachtet werden. Bei näherer Betrachtung und mikroskopischer Untersuchung 

einzelner Imagines konnte ein Milbenbefall (Abb. 5-1) festgestellt werden. Eine genaue 

Identifikation der Milbenspezies gelang nicht, jedoch ist für S. calcitrans und weitere 

Fliegenarten der Befall durch Macrocheles spp. beschrieben (Kinn 1966; Cook 2020; Azevedo 

et al. 2022).  

Durch das Waschen der Puppen ließ sich eine Übertragung der Milben auf die Folgegeneration 

unterbinden. Hierfür wurden die Puppen einzeln mit einer entomologischen Pinzette aus dem 

Zuchtmedium gesammelt, danach in einem Wasserbad abgespült und anschließend in einer 

Petrischale in den für die Nachfolgegeneration vorgesehenen Zuchtkäfig verbracht. Für das 

Isolat Spa war ein erneuter Beginn der Zucht aufgrund der Milbenerkrankung notwendig. Die 

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

 

 
Abb. 5-1 Fliege mit Milbenfall dorsal am Abdomen 
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Neben der Schädigung durch parasitierende Milben, nahmen auch die Temperatur und das 

Nährstoffangebot Einfluss auf die Entwicklung der Fliegen. Die Räume, 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 Aktivität der Imagines (Florez-Cuadros et al. 2019). Um 

die Vergleichbarkeit zwischen den verschiedenen Isolaten bei der phänotypischen 

Untersuchung zu gewährleisten, wurden adulte Fliegen im Alter von drei bis acht Tagen 

ausgewählt. Durch die Auswahl einer kurzen Altersspanne konnte die Einwirkung großer 

Wetter- bzw. Temperaturschwankungen geringgehalten werden. 

 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 phänotypisch als resistent gegenüber Deltamethrin 

einzustufen waren (WHO 2022). Die deutlich höheren LD50-Werte für Deltamethrin zeigten 

dabei die Isolate Schl (40,55 ng/Fliege) und Gos (47,42 ng/Fliege) gegenüber den niedrigeren 

Werten für Bah (19,71 ng/Fliege) und Spa (18,3 ng/Fliege). Damit konnten die Verhältnisse, 

die sich aus der topikalen Applikation der Vorgängerstudie ergaben, für die Isolate Gos und 

Bah nicht bestätigt werden (Reissert 2018). In dieser Studie wiesen Bah und Schl die 

niedrigeren Paralyseraten und dementsprechend höhere Resistenz auf als Spa und Gos. Es 

ist jedoch zu berücksichtigen, dass eine Vergleichbarkeit der Studienergebnisse nur 

eingeschränkt möglich ist. Dies ist zum einen darauf zurückzuführen, dass zwischen dem 

Fangen der jeweiligen F0-Generationen der Feldisolate für die Laborzucht ein Zeitraum von 

drei Jahren lag. Zum anderen können bei einem phänotypischen Testverfahren Abweichungen 

durch Faktoren wie die Konstitution der Fliegen auftreten. Diese wird zum Beispiel auch durch 

die Populationsdichte im Zuchtmedium und in den Käfigen 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 Phänotyp für alle vier Feldisolate bestätigt 

werden.  

Die LD50-Werte für 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 für einen Stamm mit dem kdr-

Genotyp sowie 1,14 ng/Fliege und 1,4 ng/Fliege für 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 LD50-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. Für einen M. domestica-Stamm mit dem super-kdr-Allel konnte 
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wiederum ein LD50-Wert für Deltamethrin von 288 ng/Fliege ermittelt werden (Sun et al. 2016). 

Bereits Farnham et al. (1987) hatten für super-kdr-enthaltende Stämme der Stubenfliege 

Resistenzfaktoren von 220 bis 430 für Deltamethrin berechnet (Farnham et al. 1987). 

Untersuchungen mittels topikaler Applikation von M. domestica Populationen in Saudi-Arabien 

mit einem hohen Anteil des 1B-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 für die Isolate Bah, Gos, Schl und Spa zwischen LD50-Werten 

und Resistenzfaktoren von M. domestica mit nachgewiesener kdr- und super-kdr-Mutation 

einordnen. Vergleichbare Untersuchungen für S. calcitrans fehlen und konnten nicht 

herangezogen werden.  

Bei der Beurteilung der Resistenzausprägung in Assoziation mit den genetischen Markern des 

kdr-Typs ist jedoch zu berücksichtigen, 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). Darüber hinaus haben Veränderungen in der 

Struktur und den enzymatischen Reaktionen der Cuticula einen wesentlichen Einfluss auf den 

Resistenzgrad der Insekten (Balabanidou et al. 2018). Die Überexpression 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, berücksichtigt werden. Die Isolate Bah, Gos, Schl, und Spa 

der vorliegenden Studie stammen ebenfalls aus Betrieben, deren S. calcitrans-Populationen 

als phänotypisch resistent gegenüber Azametiphos (Organophosphat) und Deltamethrin 

bewertet wurden (Reissert-Oppermann et al. 2019). Eine weitergehende Analyse unter 

Einbeziehung sowohl metabolischer als auch zielgenassoziierter Resistenzmechanismen 

würde demzufolge eine präzisere Einordnung der hier ermittelten Resistenzphänotypen 

ermöglichen.  
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 Genotypische Untersuchungen 

 Nachweis der Mutationen kdr und kdr-his in Rückstellproben 

Die Detektion der Polymorphismen kdr und kdr-his in den Rückstellproben 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).  

Gemäß Kapitel 5.1.2. lassen sich die ermittelten LD50-Ergebnisse für Deltamethrin für die vier 

Feldisolate mit phänotypischen Untersuchungen von M. domestica vergleichen und bezüglich 

der Ausprägung der Resistenzstärke zwischen Genotypen mit der kdr und der super-kdr 

eingliedern. Die Sequenzierung des 600 bp cDNA-Amplikons aus Rückstellproben zeigte das 

Vorkommen der Resistenzallele kdr und kdr-his, jedoch keinen Hinweis für das Vorhandensein 

weiterer resistenzassoziierter Mutationen. Dies entspricht den Daten aus vorläufigen 

genotypischen Untersuchungen von S. calcitrans (Olafson et al. 2019). Dennoch kann das 

Auftreten weiterer Mutation im Vssc-Gen von Wadenstechern, wie sie für 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).  

 Beurteilung der Genotypisierung einzelner Fliegen mittels PASA  

Aufgrund der Sequenzierungsergebnisse der Rückstellproben wurde bei der Genotypisierung 

einzelner Fliegen der Fokus auf die Untersuchung der kdr/kdr-his-Position gelegt, während 

weitere Loci, für die resistenzassoziierte Mutationen bekannt sind, vorerst ausgeschlossen 

wurden. Die PASA konnte dabei erfolgreich etabliert werden und erwies sich als präzise 

Methode zur Detektion der Resistenzallele kdr, kdr-his sowie des Wildtyps. Der Vergleich der 

Ergebnisse des Phänotyps einzelner Fliegen aus der topikalen Applikation mit denen des 

Genotyps aus der PASA führte zur Bestätigung der bereits aus früheren Studien bekannten 

Korrelation zwischen dem Pyrethroidresistenz-Phänotyp 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, während das Wildtypallel lediglich in geringer Häufigkeit 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 häufigsten 

detektiert, gefolgt vom kdr-Allel mit einer Häufigkeit von 57 %. Dieses Verhältnis 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 gegenüber 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 ausschließlich das 

kdr-his-Allel in S. calcitrans detektiert (Olafson et al. 2019). 

 Unterschiede in der Resistenzausprägung in Abhängigkeit vom Genotyp 
Die Berechnung der Odds Ratios für das Überleben der Applikation von Deltamethrin in 

Abhängigkeit vom Genotyp ergab, dass die Resistenzallele kdr und kdr-his zu unterschiedlich 

hohen Resistenzen bei S. calcitrans führen. Die vorliegende Analyse bestätigt somit die 

Hypothese, dass das kdr-Allel zu einer höheren Resistenz gegen Deltamethrin führt als das 

kdr-his-Allel. Diese Erkenntnis stimmt mit den Ergebnissen vergleichbarer Untersuchungen an 

M. domestica überein (Rinkevich et al. 2006; Scott et al. 2013). Neben Deltamethrin konnten 

dieselben Resistenzunterschiede auch für Cypermethrin, Permethrin und Resmethrin 

festgestellt werden (Scott et al. 2013). Direkte Charakterisierungen der Mutationen L1014F 

und L1014H durch elektrophysiologische Messungen an modifizierten Natriumkanälen der 

Spezies D. melanogaster in Xenopus-Oozysten ergaben jedoch eine abweichende Abstufung 

der Resistenz gegenüber Deltamethrin (Burton et al. 2011). Die stärkste Reduktion der 

Wirkung von Deltamethrin auf den Kanal erfolgte hier durch L1014H, gefolgt von L1014F. Für 

Permethrin und DDT konnte wiederum bestätigt werden, dass L1014F eine höhere 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 Aminosäuren von L1014F und 

L1014H in ihrer Interaktion mit den Wirkstoffen nicht identisch verhalten (Burton et al. 2011). 

Daraus lässt sich die Hypothese ableiten, dass die unterschiedliche Wirkung der Mutationen 

des Vssc-Gens gegenüber den verschiedenen Pyrethroiden und DDT auf die evolutionär 

spezifische Entstehung der Resistenzallele in Abhängigkeit von der Exposition mit einem 

bestimmten Wirkstoff zurückzuführen ist. Demnach üben die verschiedenen Pyrethroide einen 

unterschiedlichen Selektionsdruck aus, der zu spezifischen Mutationen im Zielgen führt 

(Davies et al. 2008; Burton et al. 2011).  

Die Diskrepanz zwischen den Ergebnissen der Untersuchung der Resistenzstärke in 

Abhängigkeit vom Resistenzallel auf molekularer Ebene und den Ergebnissen auf der Ebene 

des Gesamtorganismus der Fliege kann zum einen darauf zurückgeführt werden, dass weitere 

Resistenzmechanismen, wie z.B. die Überexpression 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 für die Allele kdr und kdr-his entwickelt wurde. 
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 Beurteilung des HWG und mögliche Fitnesskomponenten  
Die Betrachtung der Häufigkeiten der verschiedenen Genotypen innerhalb der vier 

S. calcitrans Feldpopulationen zeigte, dass drei Populationen (Bah, Gos, Schl) signifikant vom 

HWG abwichen. Lediglich das Isolat 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 Berücksichtigung des Geschlechts als einflussnehmenden 

Faktor, obwohl in der vorliegenden Studie beide Geschlechter getestet wurden. Der Grund für 

diese Annahme ist die Lokalisierung des Vssc-Gens im Genom auf Chromosom 4 (NCBI 

Accession ID: OY720438). Außerdem zeigten die letzten Analysen des Genoms von 

S. calcitrans (NCBI Assembly: GCF_963082655.1), dass unter den fünf vorhandenen 

Chromosomen kein Geschlechtschromosom identifiziert werden konnte (Sims et al. 2025). 

Eine frühere Studie weist wiederum darauf hin, dass sich ein geschlechtsdeterminierender 

Locus auf dem Chromosom 1 befinden könnte (Willis et al. 1981). Zum Vergleich zeigte die 

Untersuchung einer M. domestica-Population aus einem Betrieb in Miyagi, Japan, 

Unterschiede in der Resistenz gegenüber verschiedenen Pyrethroiden in Abhängigkeit vom 

Geschlecht, wobei die Weibchen eine 22- bis 245-fach höhere Resistenz aufwiesen (Shono 

und Scott 1990). Für 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 Männchen identifiziert werden, der an der Übertragung und Ausprägung von 

Resistenzgenen beteiligt sein könnte (Shono und Scott 1990). Sollte sich eine derartige 

geschlechtsgebundene Vererbung der Resistenzallele für S. calcitrans ergeben, müsste dies 

in den HWG-Berechnungen berücksichtigt werden. 

Die Ablehnung des HWG in den S. calcitrans-Feldpopulationen weist daraufhin, dass in 

Abhängigkeit des Vorkommens der Resistenzallele kdr und kdr-his innerhalb der Populationen 

Selektion stattfindet. Dies ist damit zu erklären, dass bei Pyrethroid-Exposition für die Fliegen 

unter dem Vorhandensein eines Resistenzallels ein Fitnessvorteil besteht. Unter Abwesenheit 

von Insektiziden verursachen die Mutationen des kdr-Typs für 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. 

Für M. domestica und H. irritans verursacht das kdr-his-Allel geringere Fitnesskosten als das 

kdr-Allel, gefolgt vom super-kdr-Allel, das mit den höchsten Fitnesskosten assoziiert wird 

(Rinkevich et al. 2013b; Domingues et al. 2019; Freeman et al. 2021; Roca-Acevedo et al. 

2023). Für 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 wäre zu untersuchen, ob sich Populationen 

unter Verzicht des Pyrethroideinsatzes wieder zu einem sensiblen Wildtyp zurückentwickeln 
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können. Dafür 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 verdrängt. Zudem zeigen 

Untersuchungen von M. domestica den Trend, dass der fortwährende Einsatz von 

Pyrethroiden zur Selektion neuer Polymorphismen, wie der D600N- und T929I-Variation im 

Vssc-Gen, führt, 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 ähnliche 

Weise voranschreitet. 

 Resistenzuntersuchungen mittels Deep Amplicon Sequencing 

 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 phänotypischen und genotypischen 

Analysen als geeignete genetische Marker für Pyrethroidresistenz bestätigen ließen. 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 äußerst weit 

verbreitet ist.  

Die angestrebte Stichprobengröße von insgesamt 100 Fliegenpopulationen, mit mindestens 

30 Pools aus jedem der drei Bundesländer Brandenburg, Baden-Württemberg und Schleswig-

Holstein, konnte nicht erreicht werden. Gründe hierfür waren das zum einen das teils geringe 

Fliegenaufkommen in den Betrieben und zum anderen eine verminderte Fliegenaktivität 

aufgrund ungünstiger Witterungsbedingungen an den ausgewählten Beprobungstagen. 

Zudem konnte aufgrund der umfangreichen zeitlichen und logistischen Planung, die diese 

großflächige Beprobung voraussetze, jeder Betrieb nur einmal besucht werden und kurzfristige 

Terminverschiebungen nicht umgesetzt werden. Die angestrebte Stichprobengröße von 

100 Betrieben wurde auf Grundlage einer gewünschten Präzision von 0,1 (10 % Abweichung) 

und eines erwarteten Auftretens der Resistenzallele von mindestens 0,5 (50 %) festgelegt. 

Das errechnete Ergebnis einer Stichprobengröße von 97 Betrieben wurde auf 100 

aufgerundet. Tatsächlich konnten 87 der 100 angestrebten Betriebe für die Untersuchung 

gewonnen und beprobt werden. Aufgrund bereits genannter Einschränkungen wurden 

schließlich 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 tatsächlichen Stichprobengröße 

von 65 Probenpools wurde mithilfe der Wilson-Konfidenzintervallmethode das 95 %-

Konfidenzintervall für verschiedene Stichprobengrößen gegenübergestellt, 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 

Stichprobengrößen von 10 und 100 Betrieben dargestellt. Der Vergleich zeigte, dass das 

95 %-Konfidenzintervall der realisierten 65 Stichproben [0,944; 1,000] nur geringfügig von dem 

der angestrebten Stichprobengröße von 100 Pools [0,963; 1,000] abwich. Die kleinere 

Stichprobe (n = 10) hätte hingegen ein deutlich breiteres Intervall von [0,722; 1,000] ergeben, 

was die Aussagekraft der realisierten Stichprobe zusätzlich stützt. 

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 

für 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 Prävalenz von 

Pyrethroidresistenz beim Wadenstecher lässt 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 zurückführen. Besonders in der DDR wurde 

DDT in der Landwirtschaft aber auch in der Forstwirtschaft zur Kontrolle der Borkenkäfer 

(Scolytinae) und des Nachtfalters Lymantria monacha über 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 für 

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 bestätigt werden, dass Pyrethroide weiterhin die am häufigsten 

eingesetzte Insektizid-Wirkstoffklasse (86 %) sind.  

Betrachtet man die Allelfrequenzen unter Berücksichtigung 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 

Bundesländern, welche als repräsentative Regionen für die verschiedenen Betriebsstrukturen 

innerhalb Deutschlands gewählt worden waren, überwog im Durchschnitt das kdr-his-Allel, 

gefolgt vom kdr-Allel. Unter den untersuchten Betrieben befanden sich zudem sechs in 

ökologischer 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 geführten 

Betrieben und den Biobetrieben häufig nur geringe Distanzen von weniger als 20 km lagen, 

wodurch ein genetischer Austausch zwischen den Fliegenpopulationen nicht auszuschließen 

ist. In Florida, USA, konnte an markierten Wadenstechern sogar ein Ortswechsel über eine 

Distanz von bis zu 225 km nachgewiesen werden (Showler und Osbrink 2015). Neben dem 

Einfluss des Windes auf die Verbreitung von S. calcitrans über weite Distanzen ist, aufgrund 

von Beobachtungen während der Beprobung der Betriebe im Rahmen dieser Studie, auch die 

unbeabsichtigte Verteilung der Fliegen durch die Mitnahme in Kraftfahrzeugen zu erwähnen. 
  

 

Abb. 5-2 Verteilung der Betriebe. Gebiete (rot), in denen sowohl konventionelle als auch 
ökologische Betriebe innerhalb eines Radius von weniger als 20 km beprobt wurden. 

  



Diskussion 
 

 78

 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 höheren 

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 

Amplikonlänge für die hier verwendete Sequenzierungsmethode bei weitem überschritten 

hätte. Weiterführende Sequenzierungen einzelner Fliegen aus den Populationen sowie 

phänotypische Untersuchungen, wie sie bereits für die Feldisolate Bah, Gos, Schl und Spa 

durchgeführt wurden, könnten hier Aufschluss darüber geben, ob die Mutation ebenfalls an die 

kdr gebunden ist und Auswirkungen auf den Resistenzphänotyp hat, wie dies bei M. domestica 

und H. irritans beobachtet wurde.  

Der Nachweis des M918T-Polymorphismus in Amplikon 2 erfolgte in insgesamt 

19 Fliegenpopulationen (Abb. 4-5), wobei nur die PCR-Pools mit einer Häufigkeit des super-

kdr-Allels von über 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 auszuschließen. Für die Auswertung der Häufigkeiten der M918T 

im Amplikon 1 wurde derselbe Cut-off angewendet. Damit wurde der höchste Anteil des 

super-kdr-Allels, der für 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 für den Nachweis der Mutation in dieser Population bewertet. 

Das Vorkommen der super-kdr-Mutation wurde in dieser Studie in zwei Amplikons überprüft, 

da im Vssc-Gen der Fliegenart M. domestica die M918T-Mutation in zwei sich gegenseitig 

ausschließenden 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 c 

wurde entsprechend in Amplikon 1 untersucht, die zu Exon d in Amplikon 2. Bei M. domestica 

führt der gegenseitige Ausschluss dieser beiden Exons zu unterschiedlichen Transkripten und 

entsprechenden Proteinvarianten. Da Exon c im Gen dieser Spezies ein Stopcodon enthält, 

kodiert das Transkript eine vermutlich verkürzte, nicht-funktionale Isoform des Natriumkanals 

(Lee et al. 2002). In vielen Insektenarten ist nur ein Natriumkanal-Gen im Genom vorhanden, 

weshalb durch alternatives Spleißen 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 Spleißen 

und die Expression verschiedener Isoformen des Natriumkanals eine Rolle für die verminderte 

Empfindlichkeit gegenüber Insektiziden spielen können (Thompson et al. 2020). 

Eine analoge Sequenzwiederholung am super-kdr-Locus in den Exons c und d ist auch im 

Vssc-Gen von S. calcitrans nachweisbar (vgl. Aminosäuresequenz in Abb. 3-5 und 3-6), was 

die Annahme stützt, dass auch in dieser Art eine resistenzassoziierte Mutation detektiert 

werden könnte. Zudem könnte neben dem Vorkommen der super-kdr-Mutation auch das 

Vorhandensein verschiedener Spleißvarianten bei S. calcitrans einen relevanten Einfluss auf 

die Resistenzentwicklung haben. Vergleicht man jedoch die Sequenzen von S. calcitrans und 

M. domestica, fällt auf, dass parallel zu Exon c von M. domestica bei S. calcitrans kein 

frühzeitiges Stopcodon kodiert wird. Bei H. irritans gibt es bisher keine Hinweise auf 

alternatives Spleißen am super-kdr-Locus, da in Feldpopulationen mittels Untersuchung von 

cDNA ausschließlich Exon d nachgewiesen wurde. Daher wird angenommen, dass die super-

kdr zwar ein relevanter genetischer Marker für Pyrethroidresistenz ist, jedoch alternatives 

Spleißen 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 bestätigt 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 ausschließende Exons handelt und 

ob verschiedene Spleißvarianten in Bezug auf Resistenzmechanismen vorhanden sind und 

eine Rolle in der Resistenzentwicklung spielen, ist eine fortführende Untersuchung von cDNA-

Proben erforderlich (Lee et al. 2002; Domingues et al. 2020). 

 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 durchgeführt. Dieses Intron befindet 

sich 3 bp hinter dem kdr-Locus und gleicht damit dem Intron im orthologen Gen von 

M. domestica, welches als äußerst variabel und damit geeignet für eine phylogenetische 

Analyse beschrieben wird (Rinkevich et al. 2006). Es ist dennoch vorab zu erwähnen, dass 

aufgrund der begrenzten Länge des Introns Schlussfolgerungen zur Phylogenie der 

Resistenzallele nur eingeschränkt möglich sind und auf die Berechnung von Bootstrap-Werten 

verzichtet wurde. 

Eine hohe Variabilität des Introns konnte in der vorliegenden Studie bestätigt werden. 

Insgesamt wurden 261 Varianten gefunden, die sich in zwei Kladen einordnen ließen. 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 unabhängig voneinander entstanden 

sind. Dies stützt 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 langjährigen und weitverbreiteten Einsatz von 

Pyrethroiden wirkt, der zur unabhängigen Entstehung derselben resistenzassoziierten 

Mutationen im Zielgen geführt hat. Eine entsprechende voneinander unabhängige 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 Ursprünge für die kdr-his nachweisen, für die 

kdr allerdings nur einen einzigen. Im Vergleich dazu belegte eine Analyse des vergleichbaren 

Introns im Gen der grünen Pfirsichblattlaus, Myzus persicae, mehrere voneinander 

unabhängige Ursprünge für die kdr-Mutation (Anstead et al. 2005). Dies konnte auch in der 

vorliegenden Arbeit für die kdr-Mutation ermittelt werden. In einer späteren Studie konnten 

Rinkevich et al. (2012) unter Einbezug von M. domestica-Populationen aus den USA, der 

Türkei und China mehrere, voneinander unabhängige Ursprünge 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 Trägern 

des kdr-Allels entwickelt hat (Rinkevich et al. 2012). Diese Korrelation konnte auch für 

M. persicae gezeigt werden (Anstead et al. 2005). Vergleichbare Untersuchungen von 

Haplotypen mit dem super-kdr-Allel unter Einbezug einer Intronsequenz-Analyse können 

dahingehend Informationen über die Entstehung des super-kdr-Allels bei S. calcitrans bieten. 

Rinkevich et al. (2012) betonen, dass für die Analyse der Evolution von Resistenzallelen eine 

ausreichende Probenzahl aus unterschiedlichen Regionen erforderlich ist, um die genetische 

Diversität korrekt abzubilden. Frühere Untersuchungen, die nur eine begrenzte geografische 

Abdeckung hatten, führten daher fälschlicherweise zu der Annahme eines einzelnen 

Ursprungs für 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 erläutert, welche 

S. calcitrans zurücklegen 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 würde. Eine Einordnung der Uganda-



Diskussion 

81 

Varianten erfolgte jedoch ebenfalls in die Kladen 1 und 2, womit kein weiterer, unabhängiger 

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 Bekämpfung von Malariavektoren 

eingesetzt werden (Chouaïbou et al. 2017; Koukpo et al. 2019; Ablorde et al. 2023; Acford-

Palmer et al. 2023), was aufgrund des resultierenden Selektionsdrucks auch für Fliegen 

anzunehmen ist. Einige Haplotypen aus Uganda stellten sich jedoch als „Ausreißer“ dar und 

konnten nicht den beiden Kladen mit den S. calcitrans-Haplotypen zugeordnet werden. Dies 

ist wahrscheinlich damit zu erklären, dass es sich bei diesen Haplotypen um Fliegen einer 

anderen Spezies aus der Gattung Stomoxys handelt als S. calcitrans. Eine genauere 

Speziesidentifikation mittels der Differenzierung anhand morphologischer Merkmale war 

allerdings nicht mehr möglich, da die in 70 %-Ethanol gelagerten Proben leicht beschädigt und 

verfärbt 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 über große Distanzen zurückzuführen 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), während der Nachweis für die kdr-his-

Mutation in Nord- (USA) und Südamerika (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 Ausmaßes darstellt.  

Die multiple Entstehung resistenzassoziierter Mutationen in Fliegenpopulationen stellt eine 

erhebliche Herausforderung für die Bekämpfung dar, da das Auftreten von Resistenzen durch 

die voneinander unabhängige Entstehung beschleunigt wird. Aus der phylogenetischen 

Analyse wird deutlich, dass auch biogeografische Barrieren wie die Sahara keine Grenze für 

die Ausbreitung der Resistenzallele bei S. calcitrans bilden.  
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 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 Möglichkeit der Untersuchung von 

gepoolten Proben und damit der gleichzeitigen Analyse einer großen Fliegenanzahl. In dieser 

Studie konnte eine Gesamtzahl von über 5000 S. calcitrans-Imagines 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 

gegenüber 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 würde 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 verlässliche 

Aussage über das Vorkommen der Resistenz in einer Population getroffen werden, aber auch 

über die Häufigkeit bestimmter Allele. Dies bietet am Beispiel der vorliegenden Arbeit 

Informationen über das Verbleiben des Wildtyps innerhalb der Population, was insbesondere 

relevant ist in Bezug auf die Möglichkeit einer Rückentwicklung zur Suszeptibilität, aufgrund 

der Änderung des Selektionsdrucks durch den Verzicht von Insektiziden. Ein Potenzial zur 

Rückselektion zum Wildtyp sollte nicht ausgeschlossen werden, da von einigen Autoren für 

die Resistenzallele kdr, kdr-his und super-kdr Fitnesskosten nachgewiesen worden (Scott 

2017; Freeman et al. 2021). Dafür ist jedoch ein Restverbleib des Wildtyps innerhalb der 

Population erforderlich. Die Methodik der Amplikonsequenzierung eignet sich daher zur 

Erhebung eines Resistenzstatus und Überwachung der Entwicklung von Resistenzen und 

bietet damit eine wertvolle Datengrundlage zur Entwicklung von Bekämpfungsstrategien.  

Mit der Hochdurchsatzsequenzierung steigt zudem die Wahrscheinlichkeit, neue 

resistenzassoziierte Mutationen im Zielgen zu detektieren (Acford-Palmer et al. 2023). 

Dadurch können relevante SNPs, solange sich ihre relative Häufigkeit innerhalb von 

Populationen noch geringhält, frühzeitig identifiziert werden. Durch die Früherkennung 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 

zusätzlich eine phylogenetische Analyse vorgenommen werden. Dabei wurden verschiedene 

Varianten innerhalb des gesamten beprobten Gebiets und innerhalb der Populationen 

identifiziert. Bei der Beurteilung der genetischen Diversität und der relativen Häufigkeiten 

einzelner Haplotypen ist jedoch zu berücksichtigen, 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 einfließen. Die 
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Anzahl der Imagines im Pool lässt daher keine Interpretation für das Verhältnis der Varianten 

innerhalb einer Population zu. Zu diesem Zweck empfiehlt es sich, ausschließlich die Köpfe 

der Fliegen zu verwenden. Das analysierte Intron weist auch im Vssc-Gen anderer Insekten 

eine hohe Variabilität sowie eine Nähe zum kdr-Locus auf, womit die Methodik auf weitere 

Spezies übertragbar ist (Anstead et al. 2005; Rinkevich et al. 2006). Für 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). Diesbezüglich empfiehlt es sich Abschnitte aus mitochondrialen Genen wie der 

Cytochrom-c-Oxidase-Untereinheit I (COI) 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 für die Nemabiom-Untersuchung, der Spezieszusammensetzung von 

Nematoden innerhalb einer Probe, etabliert (Avramenko et al. 2015; Krücken 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 können nur durch den Vergleich des Resistenzphänotyps mit dem Genotyp einzelner 

Individuen verifiziert werden. Für die Untersuchung einzelner Fliegen ist der Deep Amplicon 

Sequencing Assay gegenüber 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).  

 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 phänotypischen Untersuchungen der vier Feldisolate den 

Zusammenhang der Mutationen L1014F/H mit einer vielfachen Resistenz gegenüber 

Deltamethrin, das auch als Wirkstoff in Tierarzneimitteln enthalten ist.  

Diese Ergebnisse implizieren einen hochsensiblen Umgang mit Insektiziden und fordern einen 

dringenden Strategiewechsel in der Bekämpfung von Schädlingsinsekten. Diese Aussage 

beschränkt 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 Übertragung des in dieser Studie entwickelten Deep 

Amplicon Sequencing Assays kann die Resistenzsituation weiterer Spezies ermittelt werden. 

Ein vergleichbarer Ansatz wurde auch schon für den Malariavektor Anopheles stephensi 

verfolgt und als wichtiges Mittel für das integrierte Vektormanagement (vgl. Integrated Pest 
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Management) bewertet (Acford-Palmer et al. 2023). Die weitflächige Erhebung von 

Resistenzdaten bietet die Möglichkeit zur Etablierung eines Monitorings, auf dessen Basis 

Bekämpfungs- und Kontrollstrategien abgeleitet werden können. Außerdem liefern sie 

Hinweise auf die Dynamiken der Resistenzentwicklung innerhalb von Populationen, wie sie in 

dieser Studie durch die Detektion der super-kdr in S. calcitrans gegeben wurden. Das Auftreten 

einer weiteren Mutation, die bei anderen Arten mit einer deutlich höheren Pyrethroidresistenz 

assoziiert ist, weist zusätzlich auf den hohen Selektionsdruck hin, der durch den 

kontinuierlichen Pyrethroideinsatz erzeugt wird. Weiteren Erkenntnisse über den 

Resistenzphänotyp der super-kdr können fortführende 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 äußerst komplexes 

Thema dar. So haben verschiedene Mechanismen Einfluss auf die Ausprägung der Resistenz. 

Mittels der genotypischen Analyse einzelner Fliegen konnte eine Differenzierung in der 

Resistenzstärke gegenüber Deltamethrin in Bezug auf die einzelnen Allele gezeigt werden, 

welche sich jedoch von Ergebnissen elektrophysiologischer Untersuchungen am Natriumkanal 

unterscheiden (Burton et al. 2011). Weiterführende Untersuchungen des Natriumkanals und 

der Auswirkungen von SNPs im Vssc-Gen auf die Interaktion zwischen Pyrethroiden und dem 

Kanal können daher wertvolle Ergebnisse für die Wahl des Insektizids und auch für die 

Weiterentwicklung von Wirkstoffen liefern. Zudem fehlen bisher Kenntnisse über die Rolle der 

CYPs bei der Resistenzausprägung von S. calcitrans. Metabolische Resistenzmechanismen 

sind insbesondere beim Auftreten von Multiresistenz, wie sie bereits in S. calcitrans-

Populationen in Brandenburg nachgewiesen wurde, dringend zu berücksichtigen (Reissert-

Oppermann et al. 2019).  

Die Problematik der Multiresistenz ist ein weiteres Indiz für 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 für den Einsatz als Tierarzneimittel als auch für 

den Einsatz von Bioziden innerhalb des Betriebs. Die quantitative Analyse in den 65 

Milchviehbetrieben in Deutschland hat gezeigt, dass der Anteil der Resistenzallele, gegenüber 

dem des Wildtyps, in allen Populationen überwiegt. Ob eine genetische Rückentwicklung zum 

Wildtyp unter Feldbedingungen möglich ist, erscheint fraglich. Für diesen Aspekt ist auch die 

Umweltpersistenz verschiedener Wirkstoffe zu berücksichtigen. Dennoch sollte der 

Selektionsdruck durch Weglassen der Pyrethroide reduziert werden, auch um eine verstärkte 

Entwicklung der Resistenz zu vermeiden. Neben der Ermittlung der Resistenzsituation ist 

daher die Aufklärung von Landwirten und Tierärzten nicht zu vernachlässigen. 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 Bekämpfung der 

Schädlingsinsekten zu entwickeln. Diese Modelle können eine Methode zur Beobachtung der 

Resistenzentwicklung in der Population integrieren, welche mittels Markerdetektion auf 

genotypischer Ebene oder phänotypischen Tests, wie z.B. der FlyBox®-Methode, umsetzbar 

ist. Darüber hinaus sollten sie auf die Bekämpfung der Entwicklungsstadien abzielen, wofür 

sich Maßnahmen im Betriebsmanagement sowie die ergänzende Anwendung biologischer 

und mechanischer Bekämpfungsmittel und der Einsatz von Larviziden bewährt haben (Cook 

2020; González et al. 2024).  

Resistenzen bei Vektoren, Schädlingen und Mikroorganismen gehören zu den größten 

Herausforderungen unserer Zeit. Sie erfordern eine interdisziplinäre Zusammenarbeit 

innerhalb der Bereiche Human- und Veterinärmedizin, Landwirtschaft und Umwelt. Die 

zusätzliche Erkenntnis des Vorkommens der Resistenzallele in S. calcitrans-Populationen in 

Uganda stützt die Hypothese, dass Pyrethroidresistenz ein Problem globalen Ausmaßes ist 

(Olafson et al. 2019). Die Entwicklung von Strategien für das Resistenzmanagement und für 

verbesserte Kontrollmaßnahmen ist somit weltweit von Bedeutung. 
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6 Zusammenfassung 

Der Wadenstecher, Stomoxys calcitrans, verursacht als hämatophage Stechfliege erhebliche 

Produktionseinbußen in der Milchwirtschaft. Neben Ertragsverlusten durch eine herabgesetzte 

Tiergesundheit und die damit einhergehende reduzierte Milchleistung, führt auch der Einsatz 

von Insektiziden zu hohen Kosten in der Landwirtschaft. Zur Bekämpfung von Vektoren und 

Schadinsekten werden weltweit seit mehreren Jahrzehnten Pyrethroide eingesetzt. Durch den 

dauerhaften, unkontrollierten Gebrauch kam es zur Entwicklung und Verbreitung von 

Resistenzen gegenüber Pyrethroiden bei einer Vielzahl von Insektenspezies, darunter 

S. calcitrans, wodurch die Kontrolle des Lästlings erschwert wird. Die 

Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNPs) kdr L1014F und kdr-his L1014H im Gen des 

spannungsabhängigen Natriumkanals (Vssc) wurden mit Pyrethroidresistenz bei S. calcitrans 

in Verbindung gebracht. Wissenschaftliche Daten über das Vorkommen und die Verbreitung 

dieser genetischen Marker für Pyrethroidresistenz in S. calcitrans-Populationen in 

Deutschland fehlen bisher vollkommen. Frühere Untersuchungen auf phänotypischer Ebene 

indizierten jedoch, dass Pyrethroidresistenz in der deutschen Milchviehhaltung eine 

weitverbreitete Problematik darstellt. Die weiterführende Erhebung des Resistenzstatus ist für 

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 LD50-Werte der Feldisolate mit dem eines suszeptiblen 

Referenzstammes ergaben sich Resistenzfaktoren von 46,1 bis 119,5. Die anschließende 

genotypische Untersuchung der getesteten Fliegen unter Anwendung einer allelspezifischen 

Realtime-PCR bestätigte den Zusammenhang zwischen dem Deltamethrin-resistenten 

Phänotyp und dem Vorkommen der Punktmutationen L1014F und L1014H in S. calcitrans. 

Zudem zeigte sich ein Unterschied in der Stärke der Resistenzausprägung in Abhängigkeit der 

vorhandenen Resistenzallele. So war in den Feldisolaten mit höheren LD50-Werten das kdr-

Allel am häufigsten verbreitet. Die statistische Analyse mittels logistischer Regression 

bestätigte zudem, dass das kdr-Allel die Überlebenswahrscheinlichkeit nach Kontakt mit 

Deltamethrin stärker erhöht 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 durchzuführen. Zur Erhebung qualitativer und quantitativer 

Resistenzdaten wurde ein Deep Amplicon Sequencing Assay etabliert und angewandt. Es 

konnten insgesamt 87 Betriebe in den Bundesländern Schleswig-Holstein, Brandenburg und 

Baden-Württemberg 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 äußerst geringe prozentuale Häufigkeit 

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 höheren Resistenz gegen Pyrethroide assoziiert 

als die kdr und kdr-his. Sie konnte auf Betrieben in Baden-Württemberg (n = 16) und 

Brandenburg (n = 3) detektiert werden mit einer relativen Häufigkeit von bis zu 9,5 %. Ob auch 

ein Zusammenhang zwischen der super-kdr und dem Pyrethroidresistenz-Phänotyp von 

S. calcitrans besteht, sollte in weiterführenden Studien näher untersucht werden.  

Die phylogenetische Analyse einer Intronsequenz im dritten Amplikon deutete darauf hin, dass 

die resistenzassoziierten Mutationen kdr und kdr-his jeweils mindestens zweimal unabhängig 

voneinander entstanden sind, da sich die identifizierten Haplotypen zwei unterschiedlichen 

Kladen zuordnen ließen. Der hohe Selektionsdruck, der durch die Anwendung von 

Pyrethroiden auf Wadenstecher ausgeübt wird, wurde durch dieses Ergebnis zusätzlich 

unterstrichen. Zum Vergleich wurden außerdem 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 kdr und 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 

präzise Methodik etabliert, die eine solche Erhebung und Überwachung von Resistenzdaten 

erlaubt. Auf der Grundlage von Resistenzdaten sollten einerseits verbesserte Strategien zur 

Kontrolle von Stechfliegen entwickelt und andererseits anwendende Landwirte und Tierärzte 

aufgeklärt 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 

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 LD50 values 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 LD50 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-Württemberg 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 

a significant cost factor in agriculture. To control vectors and pest insects, pyrethroids have 



Summary 
 

 90

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-

Württemberg (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. 
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9 Anhang 

Anhang A Primer mit Nukleotidanhängen (Barcodes) für 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-3‘ 

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 Bestätigung des heterozygoten Genotyps kdr-his/kdr mit den SNPs (rot eingerahmt) 
CTT – CAT und CTT – TTT. 
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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 
Cq-Werten der drei PCRs pro Probe ausgewertet. Die Daten wurden für die Berechnung des 
Hardy-Weinberg-Gleichgewichts sowie der Odds Ratios für das Überleben 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 Cq Leu Cq His Cq Phe sonst. 
Schl10ng 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 0 1 0 41,51 24,43 49,82 
 

Schl10ng 4 1 Schl 10 FF 0 0 1 33,84 N/A 25,95 
 

Schl10ng 5 1 Schl 10 LH 1 1 0 25,46 25,51 36,29 
 

Schl10ng 6 1 Schl 10 FF 0 0 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 0 1 33,76 47,27 25,79 
Schl10ng 9 1 Schl 10 HF 0 1 1 35,86 27,35 27,63 
Schl10ng 10 1 Schl 10 HF 0 1 1 34,04 25,16 25,45 
Schl10ng 11 1 Schl 10 HH 0 1 0 N/A 39,69 N/A 
Schl10ng 12 1 Schl 10 HF 0 1 1 34,09 25,47 25,85 
Schl10ng 13 1 Schl 10 LH 1 1 0 26,66 26,36 36,80 
Schl10ng 14 1 Schl 10 FF 0 0 1 33,92 N/A 25,40 
Schl10ng 15 1 Schl 10 HH 0 1 0 N/A 39,73 N/A 
Schl10ng 16 1 Schl 10 HF 0 1 1 34,05 25,48 25,55 
Schl10ng 17 1 Schl 10 FF 0 0 1 32,22 32,38 25,89 
Schl10ng 18 1 Schl 10 FF 0 0 1 34,07 N/A 25,70 
Schl10ng 19 1 Schl 10 LH 1 1 0 26,01 25,69 35,70 
Schl10ng 20 0 Schl 10 LH 1 1 0 30,93 30,84 42,35 

 

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 0 1 1 32,16 25,58 25,99 
Schl10ng 29 0 Schl 10 LF 1 0 1 25,69 34,90 25,80 
Schl30ng 1 1 Schl 30 LH 1 1 0 25,90 26,23 36,32 
Schl30ng 2 1 Schl 30 FF 0 0 1 35,62 39,39 27,20 
Schl30ng3 1 Schl 30 HF 0 1 1 37,34 28,04 28,47 
Schl30ng 4 1 Schl 30 HF 0 1 1 33,61 25,44 26,27 
Schl30ng 5 1 Schl 30 HH 0 1 0 41,97 26,51 N/A 
Schl30ng 6 1 Schl 30 HF 0 1 1 34,45 27,07 26,95 
Schl30ng 7 1 Schl 30 LH 1 1 0 27,87 27,86 38,36 
Schl30ng 8 1 Schl 30 HF 0 1 1 37,24 28,26 28,68 
Schl30ng 9 1 Schl 30 FF 0 0 1 36,10 49,24 28,54 

 

Schl30ng 10 1 Schl 30 HF 0 1 1 38,21 29,68 30,05 
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Probe vital farm D DTM Genotyp Leu His Phe Cq Leu Cq His Cq Phe sonst. 
Schl30ng 11 1 Schl 30 HH 0 1 0 42,35 27,84 N/A 

 

Schl30ng 12 1 Schl 30 HF 0 1 1 35,58 27,30 27,63 
 

Schl30ng 13 1 Schl 30 LH 1 1 0 25,84 25,84 36,44 
 

Schl30ng 14 1 Schl 30 FF 0 0 1 33,25 36,29 25,12 
 

Schl30ng 15 1 Schl 30 FF 0 0 1 33,98 N/A 25,90 
 

Schl30ng 16 1 Schl 30 HF 0 1 1 35,66 27,61 27,73 
 

Schl30ng 17 1 Schl 30 
 

INVALID
Schl30ng 18 1 Schl 30 FF 0 0 1 32,74 N/A 24,54 

 

Schl30ng 19 0 Schl 30 HH 0 1 0 41,35 24,33 N/A 
 

Schl30ng 20 0 Schl 30 HH 0 1 0 39,31 24,96 N/A 
 

Schl30ng 21 0 Schl 30 HH 0 1 0 37,65 24,64 N/A 
 

Schl30ng 22 0 Schl 30 LF 1 0 1 32,67 45,33 33,37 
Schl30ng 23 0 Schl 30 HF 0 1 1 40,29 29,98 30,29 
Schl30ng 24 0 Schl 30 HF 0 1 1 46,19 34,86 35,13 
Schl30ng 25 0 Schl 30 HF 0 1 1 N/A 35,79 36,21 
Schl100ng 1 1 Schl 100 HF 0 1 1 33,94 25,81 26,52 
Schl100ng 2 1 Schl 100 HF 0 1 1 35,05 27,29 27,46 
Schl100ng 3 1 Schl 100 FF 0 0 1 33,55 N/A 24,86 
Schl100ng 4 1 Schl 100 HF 0 1 1 34,97 27,08 27,30 
Schl100ng 5 1 Schl 100 HF 0 1 1 35,38 26,07 26,73 
Schl100ng 6 1 Schl 100 HF 0 1 1 38,57 30,53 30,90 
Schl100ng 7 0 Schl 100 FF 0 0 1 35,63 N/A 27,69 
Schl100ng 8 0 Schl 100 HH 0 1 0 42,12 27,95 N/A 
Schl100ng 9 0 Schl 100 HF 0 1 1 34,56 26,08 26,22 
Schl100ng 10 0 Schl 100 HH 0 1 0 38,80 23,76 32,02 
Schl100ng 11 0 Schl 100 LH 1 1 0 25,63 25,72 36,24 

 

Schl100ng 12 0 Schl 100 LH 1 1 0 37,62 38,02 N/A 
 

Schl100ng 13 0 Schl 100 N/A 45,92 N/A INVALID
Schl100ng 14 0 Schl 100 HF 0 1 1 34,47 26,82 26,88 
Schl100ng 15 0 Schl 100 HH 0 1 0 40,46 25,98 N/A 
Schl100ng 16 0 Schl 100 HF 0 1 1 36,08 27,50 27,40 
Schl100ng 17 0 Schl 100 LH 1 1 0 24,98 25,19 35,42 
Schl100ng 18 0 Schl 100 FF 0 0 1 33,05 N/A 24,25 
Schl100ng 19 0 Schl 100 HF 0 1 1 35,27 26,47 26,21 
Schl100ng 20 0 Schl 100 HH 0 1 0 38,49 24,74 N/A 
Schl100ng 21 0 Schl 100 FF 0 0 1 33,27 N/A 25,00 
Schl100ng 22 0 Schl 100 HF 0 1 1 34,03 25,53 25,69 
Schl100ng 23 0 Schl 100 LH 1 1 0 25,91 25,84 35,87 
Schl100ng 24 0 Schl 100 HF 0 1 1 35,22 26,68 27,40 
Schl100ng 25 0 Schl 100 FF 0 0 1 33,70 N/A 25,59 
Schl100ng 26 0 Schl 100 HF 0 1 1 34,63 25,86 26,11 
Schl100ng 27 0 Schl 100 HH 0 1 0 45,62 26,69 N/A 
Schl100ng 28 0 Schl 100 LH 1 1 0 26,33 26,68 37,13 

 

Schl100ng 29 0 Schl 100 LF 1 0 1 25,84 N/A 26,55 
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Probe vital farm D DTM Genotyp Leu His Phe Cq Leu Cq His Cq Phe sonst. 
Schl100ng 30 0 Schl 100 HF 0 1 1 34,22 25,19 25,07 

 

Spa3ng 1 1 Spa 3 FF 0 0 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 0 1 0 45,41 28,06 N/A 
 

Spa3ng 4 1 Spa 3 HF 0 1 1 38,16 30,94 30,58 
 

Spa3ng 5 1 Spa 3 HH 0 1 0 42,86 28,36 N/A 
 

Spa3ng 6 1 Spa 3 HF 0 1 1 37,50 29,12 29,31 
 

Spa3ng 7 1 Spa 3 HF 0 1 1 37,31 29,02 29,17 
 

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 28,56 N/A 
 

Spa3ng 10 1 Spa 3 HH 0 1 0 40,98 27,51 N/A 
 

Spa3ng 11 1 Spa 3 HF 0 1 1 37,87 29,19 29,17 
Spa3ng 12 1 Spa 3 HH 0 1 0 42,47 27,97 33,82 
Spa3ng 13 1 Spa 3 HF 0 1 1 38,47 29,04 29,58 
Spa3ng 14 1 Spa 3 HH 0 1 0 43,16 28,68 N/A 
Spa3ng 15 1 Spa 3 HH 0 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 0 1 0 38,99 29,75 30,30 
Spa3ng 18 1 Spa 3 HF 0 1 1 36,92 29,05 29,49 
Spa3ng 19 1 Spa 3 HH 0 1 0 42,38 28,41 N/A 
Spa3ng 20 0 Spa 3 HH 0 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 0 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 0 1 0 46,18 28,48 N/A 

 

Spa3ng 26 0 Spa 3 HH 0 1 0 41,11 28,34 N/A 
 

Spa3ng 27 0 Spa 3 HH 0 1 0 43,07 26,38 N/A 
Spa3ng 28 0 Spa 3 HH 0 1 0 43,37 27,26 46,63 
Spa3ng 29 0 Spa 3 HH 0 1 0 49,37 30,19 N/A 
Spa3ng 30 0 Spa 3 HH 0 1 0 46,66 27,23 N/A 
Spa10ng 1 1 Spa 10 HH 0 1 0 40,18 24,15 N/A 
Spa10ng 2 1 Spa 10 HF 0 1 1 33,64 26,15 26,17 
Spa10ng 3 1 Spa 10 FF 0 0 1 33,32 N/A 25,27 
Spa10ng 4 1 Spa 10 HH 0 1 0 39,57 24,11 N/A 
Spa10ng 5 1 Spa 10 HF 0 1 1 33,62 25,89 26,01 
Spa10ng 6 1 Spa 10 HH 0 1 0 39,27 25,52 N/A 
Spa10ng 7 1 Spa 10 HF 0 0 1 33,59 25,36 25,74 
Spa10ng 8 1 Spa 10 HH 0 1 0 40,77 25,59 48,07 
Spa10ng 9 1 Spa 10 HH 0 1 0 39,04 24,96 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 25,44 
Spa10ng 12 1 Spa 10 HF 0 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 Cq Leu Cq His Cq Phe sonst. 
Spa10ng 14 1 Spa 10 HF 0 1 1 33,54 26,20 26,79 

 

Spa10ng 15 1 Spa 10 HH 0 1 0 42,08 24,69 N/A 
 

Spa10ng 16 1 Spa 10 HH 0 1 0 39,88 25,82 49,46 
 

Spa10ng 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 0 1 1 33,50 25,03 26,06 
 

Spa10ng 21 0 Spa 10 HH 0 1 0 39,29 24,63 45,98 
 

Spa10ng 22 0 Spa 10 
 

INVALID
Spa10ng 23 0 Spa 10 LH 1 1 0 25,56 25,50 35,89 

 

Spa10ng 24 0 Spa 10 HH 0 1 0 38,71 24,28 N/A 
 

Spa10ng 25 0 Spa 10 HH 0 1 0 38,90 24,67 N/A 
Spa10ng 26 0 Spa 10 HF 0 1 1 33,51 25,97 25,92 
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 0 1 1 33,02 25,26 25,22 
Spa10ng 30 0 Spa 10 LF 1 0 1 25,24 36,90 25,65 
Spa30ng 1 1 Spa 30 FF 0 0 1 34,14 N/A 25,54 
Spa30ng 2 1 Spa 30 HH 0 1 0 39,68 24,28 48,02 
Spa30ng 3 1 Spa 30 HF 0 1 1 34,69 25,64 25,77 
Spa30ng 4 1 Spa 30 HH 0 1 0 38,73 24,41 N/A 
Spa30ng 5 1 Spa 30 HF 0 1 1 33,43 25,58 25,75 
Spa30ng 6 1 Spa 30 LF 1 0 1 26,00 30,58 26,22 
Spa30ng 7 1 Spa 30 HF 0 1 1 33,37 25,32 25,46 
Spa30ng 8 1 Spa 30 FF 0 0 1 34,09 N/A 25,39 
Spa30ng 9 1 Spa 30 HH 0 1 0 39,53 24,50 N/A 

 

Spa30ng 10 1 Spa 30 HF 0 1 1 34,32 25,34 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 0 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 0 1 0 39,27 23,81 49,30 
Spa30ng 19 0 Spa 30 HH 0 1 0 42,00 25,66 N/A 
Spa30ng 20 0 Spa 30 LF 1 0 1 25,39 49,85 25,99 
Spa30ng 21 0 Spa 30 HF 0 1 1 34,36 25,69 25,94 
Spa30ng 22 0 Spa 30 HH 0 1 0 40,60 24,35 N/A 
Spa30ng 23 0 Spa 30 HF 0 1 1 36,39 26,40 26,68 
Spa30ng 24 0 Spa 30 HF 0 1 1 35,15 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 25,27 36,07 

 

Spa30ng 27 0 Spa 30 HH 0 1 0 43,16 25,93 N/A 
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Probe vital farm D DTM Genotyp Leu His Phe Cq Leu Cq His Cq Phe sonst. 
Spa30ng 28 0 Spa 30 LH 1 1 0 25,88 26,02 36,80 

 

Spa30ng 29 0 Spa 30 HF 0 1 1 34,65 25,93 25,88 
 

Spa30ng 30 0 Spa 30 HF 0 1 1 34,67 25,10 25,30 
 

Gos10ng 1 1 Go 10 LF 1 0 1 27,62 N/A 27,21 
 

Gos10ng 2 1 Go 10 HF 0 1 1 34,72 26,72 26,64 
 

Gos10ng 3 1 Go 10 FF 0 0 1 34,56 N/A 26,69 
 

Gos10ng 4 1 Go 10 FF 0 0 1 34,74 N/A 27,62 
 

Gos10ng 5 1 Go 10 HF 0 1 1 34,44 26,32 25,57 
 

Gos10ng 6 1 Go 10 HF 0 1 1 35,13 26,87 27,23 
 

Gos10ng 7 1 Go 10 FF 0 0 1 34,49 N/A 26,50 
 

Gos10ng 8 1 Go 10 HF 0 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 0 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 0 1 1 34,29 26,86 27,10 
Gos10ng 13 1 Go 10 HF 0 1 1 36,44 27,99 28,30 
Gos10ng 14 1 Go 10 HH 0 1 0 39,30 24,73 N/A 
Gos10ng 15 1 Go 10 HF 0 1 1 34,81 26,46 26,72 
Gos10ng 16 1 Go 10 FF 0 0 1 34,62 N/A 26,57 
Gos10ng 17 1 Go 10 44,31 39,33 39,13 INVALID
Gos10ng 18 1 Go 10 HF 0 1 1 39,86 31,75 32,18 
Gos10ng 19 1 Go 10 INVALID
Gos10ng 20 1 Go 10 HF 0 1 1 43,29 34,54 35,06 
Gos10ng 21 0 Go 10 HF 0 1 1 46,36 33,47 33,39 
Gos10ng 22 0 Go 10 HF 0 1 1 35,01 26,67 26,44 
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 25,95 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 0 1 1 41,45 32,46 32,80 
Gos30ng 2 1 Go 30 FF 0 0 1 37,75 44,19 29,94 
Gos30ng 3 1 Go 30 N/A 42,27 N/A 
Gos30ng 4 1 Go 30 HF 0 1 1 42,23 31,76 32,17 
Gos30ng 5 1 Go 30 HF 0 1 1 34,47 25,83 26,02 
Gos30ng 6 1 Go 30 HF 0 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 0 1 0 42,89 26,63 N/A 
Gos30ng 9 1 Go 30 HH 0 1 0 38,88 25,07 44,51 
Gos30ng 10 1 Go 30 HF 0 1 1 35,32 27,17 27,56 
Gos30ng 11 1 Go 30 HF 0 1 1 34,17 25,94 26,21 
Gos30ng 12 1 Go 30 FF 0 0 1 34,64 N/A 26,90 
Gos30ng 13 1 Go 30 HF 0 1 1 33,30 25,14 25,14 

 

Gos30ng 14 1 Go 30 HF 0 1 1 33,18 25,38 25,4 
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Probe vital farm D DTM Genotyp Leu His Phe Cq Leu Cq His Cq Phe sonst. 
Gos30ng 15 1 Go 30 LF 1 0 1 29,02 N/A 25,59 

 

Gos30ng 16 1 Go 30 HF 0 1 1 34,43 26,21 26,45 
 

Gos30ng 17 1 Go 30 HF 0 1 1 34,04 25,96 26,61 
 

Gos30ng 18 1 Go 30 LF 1 0 1 36,05 45,64 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 0 1 1 38,19 30,00 29,74 
 

Gos30ng 22 0 Go 30 LF 1 0 1 35,24 44,97 32,84 
 

Gos30ng 23 0 Go 30 HF 0 1 1 34,31 26,36 26,44 
 

Gos30ng 24 0 Go 30 HH 0 1 0 42,55 25,66 N/A 
 

Gos30ng 25 0 Go 30 LF 1 0 1 27,64 48,22 28,70 
 

Gos30ng 26 0 Go 30 HF 0 1 1 34,18 26,21 26,68 
Gos30ng 27 0 Go 30 FF 0 0 1 34,12 N/A 26,07 
Gos30ng 28 0 Go 30 HF 0 1 1 N/A 43,18 43,88 
Gos30ng 29 0 Go 30 HH 0 1 0 42,21 27,09 N/A 
Gos100ng 1 1 Go 100 FF 0 0 1 33,35 N/A 24,87 
Gos100ng 2 1 Go 100 HF 0 1 1 34,05 25,62 26,02 
Gos100ng 3 1 Go 100 HF 0 1 1 34,13 25,48 25,67 
Gos100ng 4 1 Go 100 HF 0 1 1 34,58 26,23 26,49 
Gos100ng 5 0 Go 100 FF 0 0 1 33,20 N/A 25,03 
Gos100ng 6 0 Go 100 HH 0 1 0 39,29 24,46 N/A 
Gos100ng 7 0 Go 100 HH 0 1 0 42,72 26,32 42,45 
Gos100ng 8 0 Go 100 HF 0 1 1 33,60 25,78 25,92 
Gos100ng 9 0 Go 100 HF 0 1 1 34,00 26,15 25,76 
Gos100ng 10 0 Go 100 LH 1 1 0 25,20 24,60 35,26 
Gos100ng 11 0 Go 100 HF 0 1 1 36,37 27,84 28,11 

 

Gos100ng 12 0 Go 100 FF 0 0 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 0 1 32,23 30,81 24,20 
Gos100ng 15 0 Go 100 HH 0 1 0 39,40 25,20 N/A 
Gos100ng 16 0 Go 100 HF 0 1 1 34,63 25,71 26,07 
Gos100ng 17 0 Go 100 HF 0 1 1 34,06 25,70 24,61 
Gos100ng 18 0 Go 100 FF 0 0 1 33,20 N/A 24,62 
Gos100ng 19 0 Go 100 HF 0 1 1 34,15 24,88 25,29 
Gos100ng 20 0 Go 100 HF 0 1 1 34,15 25,66 25,63 
Gos100ng 21 0 Go 100 FF 0 0 1 38,73 N/A 25,05 
Gos100ng 22 0 Go 100 HF 0 1 1 35,80 26,97 27,23 
Gos100ng 23 0 Go 100 HF 0 1 1 34,54 25,47 25,44 
Gos100ng 24 0 Go 100 HF 0 1 1 33,42 25,29 45437 
Gos100ng 25 0 Go 100 HF 0 1 1 34,41 25,91 26,47 
Gos100ng 26 0 Go 100 INVALID
Gos100ng 27 0 Go 100 HF 0 1 1 38,46 29,04 29,39 
Gos100ng 28 0 Go 100 HF 0 1 1 33,36 25,40 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 Cq Leu Cq His Cq Phe sonst. 
Bah3ng 2 1 Bah 3 HH 0 1 0 42,31 25,21 N/A 

 

Bah3ng 3 1 Bah 3 HH 0 1 0 41,56 25,94 N/A 
 

Bah3ng 4 1 Bah 3 HH 0 1 0 43,39 26,07 N/A 
 

Bah3ng 5 1 Bah 3 HF 0 1 1 34,05 26,06 26,65 
 

Bah3ng 6 1 Bah 3 HH 0 1 0 40,93 26,18 N/A 
 

Bah3ng 7 1 Bah 3 HF 0 1 1 34,35 26,98 26,10 
 

Bah3ng 8 1 Bah 3 HH 0 1 0 41,80 26,41 N/A 
 

Bah3ng 9 1 Bah 3 HH 0 1 0 39,52 25,09 N/A 
 

Bah3ng 10 1 Bah 3 HF 0 1 1 34,36 27,76 28,00 
 

Bah3ng 11 1 Bah 3 HH 0 1 0 25,70 25,65 36,24 
 

Bah3ng 12 1 Bah 3 HF 0 1 1 40,55 26,02 26,29 
 

Bah3ng 13 1 Bah 3 HF 0 1 1 34,56 26,87 26,95 
Bah3ng 14 1 Bah 3 HH 0 1 0 41,53 25,77 N/A 
Bah3ng 15 1 Bah 3 HH 0 1 0 40,21 24,85 N/A 
Bah3ng 16 1 Bah 3 LH 1 1 0 41,73 25,27 36,18 
Bah3ng 17 1 Bah 3 HH 0 1 0 40,32 26,01 48,52 
Bah3ng 18 1 Bah 3 HH 0 1 0 40,73 27,86 N/A 
Bah3ng 19 1 Bah 3 HH 0 1 0 41,20 24,99 N/A 
Bah3ng 20 1 Bah 3 HH 0 1 0 42,63 25,54 N/A 
Bah3ng 21 1 Bah 3 HH 0 1 0 42,71 24,80 N/A 
Bah3ng 22 1 Bah 3 HF 0 1 1 33,71 25,66 26,27 
Bah3ng 23 1 Bah 3 HH 0 1 0 40,95 25,03 N/A 
Bah3ng 24 1 Bah 3 HH 0 1 0 41,82 24,79 41,67 
Bah3ng 25 1 Bah 3 HF 0 1 1 33,95 25,83 26,35 
Bah3ng 26 0 Bah 3 HF 0 1 1 47,16 37,25 38,58 
Bah3ng 27 0 Bah 3 HF 0 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 0 1 1 34,28 25,77 26,26 
Bah10ng 3 1 Bah 10 HF 0 1 1 34,18 26,07 26,87 
Bah10ng 4 1 Bah 10 HF 0 1 1 34,78 26,35 26,47 
Bah10ng 5 1 Bah 10 HH 0 1 0 39,26 25,12 N/A 
Bah10ng 6 1 Bah 10 HF 0 1 1 37,05 25,82 25,69 
Bah10ng 7 1 Bah 10 FF 0 0 1 33,22 N/A 25,1 
Bah10ng 8 1 Bah 10 HH 0 1 0 38,85 25,23 N/A 
Bah10ng 9 1 Bah 10 FF 0 0 1 32,79 37,33 24,82 
Bah10ng 10 1 Bah 10 HH 0 1 0 41,28 25,23 N/A 
Bah10ng 11 1 Bah 10 HH 0 1 0 38,69 25,37 47,02 
Bah10ng 12 1 Bah 10 HF 0 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 0 1 1 36,37 28,65 28,63 
Bah10ng 15 1 Bah 10 HH 0 1 0 41,98 26,74 N/A 

 

Bah10ng 16 1 Bah 10 HH 0 1 0 42,93 25,49 N/A 
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Probe vital farm D DTM Genotyp Leu His Phe Cq Leu Cq His Cq Phe sonst. 
Bah10ng 17 1 Bah 10 HH 0 1 0 39,47 26,39 N/A 

 

Bah10ng 18 1 Bah 10 HH 0 1 0 44,12 26,14 N/A 
 

Bah10ng 19 1 Bah 10 HF 0 1 1 35,26 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 38,24 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 25,20 N/A 
 

Bah10ng 25 0 Bah 10 HF 0 1 1 35,51 27,54 28,13 
 

Bah10ng 26 0 Bah 10 HH 0 1 0 40,09 25,35 N/A 
 

Bah10ng 27 0 Bah 10 HH 0 1 0 41,08 25,85 41,89 
 

Bah10ng 28 0 Bah 10 HF 0 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 0 1 0 40,16 26,11 N/A 
Bah30ng 2 1 Bah 30 HF 0 1 1 34,63 26,4 26,94 
Bah30ng 3 1 Bah 30 HH 0 1 0 42,87 25,00 N/A 
Bah30ng 4 1 Bah 30 LH 1 1 0 27,19 27,40 37,71 
Bah30ng 5 1 Bah 30 HF 0 1 1 35,48 27,67 27,87 
Bah30ng 6 1 Bah 30 HH 0 1 0 39,34 24,62 38,95 
Bah30ng 7 1 Bah 30 HF 0 1 1 34,40 26,52 26,56 
Bah30ng 8 1 Bah 30 HF 0 1 1 37,25 26,82 30,35 
Bah30ng 9 0 Bah 30 HF 0 1 1 36,24 27,05 27,38 
Bah30ng 10 0 Bah 30 LH 1 1 0 24,83 24,73 35,98 
Bah30ng 11 0 Bah 30 HH 0 1 0 41,05 25,64 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 27,15 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 0 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 33,48 
Bah30ng 19 0 Bah 30 HH 0 1 0 41,51 26,89 N/A 
Bah30ng 20 0 Bah 30 HF 0 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 0 1 0 42,85 27,18 44,00 
Bah30ng 23 0 Bah 30 HF 0 1 1 35,04 26,86 27,16 
Bah30ng 24 0 Bah 30 HH 0 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 0 1 1 34,42 27,01 26,18 
Bah30ng 27 0 Bah 30 LH 1 1 0 26,10 26,20 37,68 
Bah30ng 28 0 Bah 30 HH 0 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 
 

  



Anhang 
 

 124

Probe vital farm D DTM Genotyp Leu His Phe Cq Leu Cq His Cq Phe 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 
 

MSD0,3ng 5 0 MSD 0,3 LL 1 0 0 25,03 N/A 34,71 
 

MSD0,3ng 6 0 MSD 0,3 LL 1 0 0 24,66 43,05 35,40 
 

MSD 0,3ng 7 0 MSD 0,3 LL 1 0 0 24,42 48,49 35,94 
 

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 
 

MSD0,3ng 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 47,52 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 24,60 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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