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ecological group of ,tunnelers®. However, it was not possible to establish laboratory cultures with the
species Euoniticellus intermedius and Euoniticellus fulvus. In contrast, two new test methods with the
established test species Aphodius constans were developed. They have been successfully proved
using Ivermectin and Moxidectin. Both in the Elongated Larvae Test as well as in the Adult
Reproduction Test an increased sensitivity was found in comparison to the established OECD Larvae
Test; by a factor of two for lvermectin but less for Moxidectin. In addition, 15 dung fly species belonging
to the family Sepsidae were tested (with up to eight different populations), using a modified version of
the existing OECD test guideline and ivermectin as a model substance. The sensitivity of the dung flies
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established. Starting with the experiences made in this project detailed recommendations have been
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Ziel dieses Vorhabens war die Zusammenfassung und Verbreitung der Ergebnisse der Aveiro-Gruppe
sowie die Weiterentwicklung bestehender Labortests mit Dungkafern und Dungfliegen. Im theoreti-
schen Teil wurde eine Publikation mit Empfehlungen zur Vorbereitung, Durchfiihrung und Auswertung
von Freilandtests mit Dungorganismen fertig gestellt. Zudem wird gegenwartig eine zweite Publikation
in enger Absprache mit dem Auftraggeber zur Einreichung vorbereitet, bei der es um eine verbesserte
Teststrategie bei der Bewertung von Veterinarpharmaka geht. Im praktischen Teil wurde versucht, eine
zweite, fur die Durchflihrung standardisierter Tests geeignete Dungkaferspezies aus der 6kologischen
Gruppe der ,Tunneler” zu identifizieren. Entsprechende Versuche zur Etablierung von Zuchten mit den
Arten Euoniticellus intermedius und Euoniticellus fulvus fluhrten nicht zum Ziel. Dagegen konnten zwei
neue Testverfahren fir die Art Aphodius constans entwickelt und mit den beiden Substanzen
Ivermectin und Moxidectin erfolgreich angewandt werden. Im verlangerten Larven- sowie im
Reproduktions-Adulttest wurde eine um den Faktor 2 héhere Empfindlichkeit bei Ivermectin, nicht aber
fur Moxidectin gegeniiber dem herkémmlichen OECD-Larventest festgestellt. Zusatzlich wurden 15
Dundfliegenarten aus der Familie der Sepsiden, teils aus bis zu acht verschiedenen Populationen
stammend, in auf der OECD-Methode basierenden Tests in Hinsicht auf ihre Empfindlichkeit
gegenuber lvermectin untersucht. Dabei wurde eine je nach Art und Herkunft stark schwankenden, oft
aber sehr hohen Empfindlichkeit dieser Fliegen festgestellt, wobei verschiedene akute wie sublethale
Endpunkte einsetzbar waren. Ausgehend von den in diesem Vorhaben gemachten Erfahrungen
konnten sowohl konkrete Vorschlage fir eine Weiterentwicklung der Teststrategie von Veterinar-
pharmaka gegeniber Dungorganismen als auch Empfehlungen fir die Einfilhrung subletaler Tests mit
Dungkafern als auch weiteren Fliegenarten gemacht werden. Eine Konsequenz daraus ist die
gegenwartige Durchfihrung eines Ringtests mit der Dungkaferart Onthophagus nuchicornis.

17. Schlagwérter

Dungkéafer, Dungfliegen, Sepsiden, lvermectin, Moxidectin, Labortest, Freilandtest, Teststrategie

18. 19. 20.

E:«C=T Oekotoxikologie GmbH




Seite: 4 von 40

Inhaltsverzeichnis:
1. Ziele des Sachverstandigengutachtens 5
2. Darstellung der bisher durchgefiihrten Arbeiten: Teil Theorie 6
2.1.  Veroftentlichungen 6
2.1.1 Manuskript Nr. 1 6
2.1.2  Manuskript Nr. 2 7
2.2 Weitere Offentlichkeitsarbeit 7
2.3 Richtlinienbetreuung und —entwicklung 8
3. Darstellung der bisher durchgefiihrten Arbeiten: Teil Praxis 9
3.1 Tests mit Dungkéfern 9
3.1.1 Auswahl der zu verwendenden Dungkéfer 9
3.1.2 Zucht und Haltung von Dungkéfern der Art Euoniticellus 10
intermedius und Euoniticellus fulvus
3.1.3 Charakterisierung der Testspezies Aphodius constans 14
3.1.4 Diskussion der bisher durchgefiihrten Kéfertests 23
3.2 Durchfiihrung der Tests: Dungfliegen 25
3.2.1 Tests mit Sepsiden 25
3.2.2 Tests mit anderen Dungfliegen 32
4. Zusammenfassung und Ausblick 34
4.1 Zusammenfassung 34
4.2 Ausblick 35
5. Literaturverzeichnis 37

Danksagung:

Wir danken allen Mitgliedern der Aveiro-Gruppe fiir die Moglichkeit der Diskussion der in
diesem Bericht dargelegten Ideen und Ergebnisse:

Nicole Adler (Deutschland), Jean Bachmann (Deutschland), Luc Bussiere (England), Chuck
Eirkson (USA), John Jensen (Ddnemark), Ralf Jochmann (Schweiz), Silvio Knébe
(Deutschland), Ute Kryger (Siidafrika), Joost Lahr (Niederlande), Keith Wardhaugh
(Australien), Kevin Floate (Kanada).

E:«C=T Oekotoxikologie GmbH



Seite: 5 von 40

1. Ziele des Sachverstindigengutachtens

Aufgabe des Vorhabens ist die Uberpriifung des von der ,,Aveiro-Gruppe* auf ihren Sitzungen
in den Jahren 2007 und 2008 erarbeiteten Priifprotokolls flir ,higher-tier tests* fiir
Dungorganismen in einer Weise, dass dieses (in mehr oder weniger modifizierter Form) in die
bestehenden Leitfiden zum europdischen Arzneimittelrecht filir Veterindrpharmaka eingearbeitet
werden kann. Die wichtigste Anderung auf formaler Ebene war die Verlingerung des
urspriinglichen Vorhabens um 15 Monate, d.h. von Anfang Juli 2009 bis Ende September 2010.
Grund dieser Verlangerung war primér die Ausweitung des zu testenden Organismenspektrums,
da neben den bisher untersuchten Dungkéfern auch Dungfliegen abgedeckt werden sollten. Fiir
diesen Teil der Arbeiten wurde als Unterauftragnehmer Dr. W. Blanckenhorn, Universitit
Ziirich gewonnen, dessen Arbeitsgruppe iiber grofe Erfahrungen mit Dungfliegen
(Scathophagidae, Sepsidae, Muscidae) verfiigt. Im Berichtszeitraum wurden vor allem
praktische Tests durchgefiihrt, wobei sowohl Arbeiten aus dem Labor des Auftragnehmers ECT
GmbH als auch parallel dazu erarbeitete Ergebnisse aus dem Labor von Prof. J-P. Lumaret

(Universitit Montpellier) vorgestellt werden.

Im Einzelnen gliedert sich das Vorhaben (und der Bericht) in einen theoretischen und einen

praktischen Teil, deren Ziele sich wie folgt konkretisieren lassen:

Teil Theorie:

- Publikation der Ergebnisse der Arbeitsgruppen 2 und 3 der Aveiro-Gruppe

- Publikation der Ergebnisse der Arbeitsgruppe 1 der Aveiro-Gruppe

- Publikation der Ergebnisse der im Rahmen des Vorhabens durchgefiihrten praktischen
Kaéfer- und Fliegentests

- Betreuung der Richtlinienentwicklung der OECD.

Teil Praxis:

- Auswahl der fiir eine Testung am besten geeigneten Dungkéferspezies (inklusive
deren Haltung und Zucht)

- Durchfiihrung von sublethalen Tests, primér mit der Art Aphodius constans

- Durchfiihrung von nicht-standardisierten Tests mit Fliegenarten aus der Familie der
Sepsiden

Die Ergebnisse aus beiden Teilen des Vorhabens sind in Form von Empfehlungen zum

weiteren Vorgehen bei der 6kotoxikologischen Testung von Veterinarpharmaka zusammen zu

fassen.
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2. Darstellung der bisher durchgefiihrten Arbeiten: Teil Theorie
2.1. Veroffentlichungen
Die Ergebnisse der ,,Aveiro-Gruppe* wurden fiir die Publikation durchgefiihrt. De facto werden

gegenwértig zwel Manuskripte vorbereitet, die sich wie folgt beschreiben lassen:

2.1.1 Manuskript Nr. 1
Titel: Higher tier test strategy for dung fauna organisms during the authorization

process of parasiticides

Autoren: Nicole Adler, Jean Bachmann & Jorg Rombke
Ewvtl.: Rick Greening, Jennifer Mackie, Tom Hargreaves (Mitglieder der WG2)
Basis: Poster SETAC-Europe Conference Meeting Goteborg 2009
Aveiro-Group Reports 2 and 3; Minutes of the Berlin Workshop
Journal: Integrated Environmental Assessment and Management
Abstract: According to European legislation, an Environmental Risk Assessment (ERA) of

veterinary medicinal products (VMPs) for dung fauna is required if the substance acts as a
parasiticide for the treatment of pasture animals. However, the demonstration of the
environmental safety of those VMPs for dung fauna was strongly hampered by the fact that no
standardized tests were available until recently. Therefore, starting with recommendations from
the SETAC advisory group DOTTS (Dung Organism Toxicity Test Standardization) test
systems for phase II tier A tests on the mortality of dung fly and dung beetle larvae were
developed. The dung fly test guideline No. 228 was adopted by OECD on October 2008, while
an OECD guidance document for standard laboratory tests with dung beetles will be available in
2009. If a risk is identified for dung organisms in phase II tier A of the ERA process, a higher
tier test strategy is required for tier B — but currently no advice is given for those studies in the
existent guidelines. Therefore, three workshops took place in 2007/2008 with international dung
fauna experts (Aveiro-Group) in order to find an appropriate test strategy for higher tier dung
fauna. Possible strategies and potential endpoints were identified and their practicability for
routine testing were discussed. Based on this discussion recommendations are given considering

different dung species, test compounds and endpoints.

Status: Ein Entwurf liegt vor und wird gegenwirtig durch Vertreter des Auftraggebers

kommentiert. Die Einreichung wird noch in diesem Herbst erfolgen.
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2.1.2 Manuskript Nr. 2

Titel: Recommendations for designing field studies on the effects of parasiticides on
dung organism in the context of regulatory higher testing

Autoren: Ralf Jochmann, Wolf Blanckenhorn, Luc Bussiere, Chuck Eirkson, John Jensen,
Silvio Knibe, Ute Kryger, Joost Lahr, Jean-Pierre Lumaret, Jorg Rombke , Keith
Wardhaugh, Kevin Floate

Journal: Intergrated Environmental Assessment and Management

Abstract: To register veterinary medicinal products (VMPs) as parasiticides on pastured
animals, legislation in the European Union requires an Environmental Risk Assessment to test
the potential non-target effects of faecal residues on dung-dwelling organisms. Products with
adverse effects in single-species laboratory tests require further ‘higher-tier’ testing to assess the
extent of these effects on entire communities of dung dwelling organisms under more realistic
field or semi-field conditions. Currently there are no documents specifically written to assist
researchers in conducting higher tier tests, nor to assist regulators in interpreting the results of
such tests in an appropriate context. Here we provide such a document written by members of
the SETAC Advisory Group DOTTS (Dung Organism Toxicity Testing Standardisation) with
research experience on dung fauna in central and southern Europe, Canada, Australia, and South
Africa. This document briefly reviews the organisms that comprise the dung community and
their role in dung degradation, identifies key considerations in the design and interpretation of

experimental studies, and makes recommendations on how to proceed.

Status: Das im April 2010 eingereichte Manuskript befindet sich bei der oben genannten
Zeitschrift im Druck. Die dort gemachten Empfehlungen wurden in ein gerade

begonnenes UBA-Vorhaben (FKZ 371063412) integriert.

2.2 Weitere Offentlichkeitsarbeit

Wihrend der SETAC-Europe Tagung in Goteborg (Schweden) im Mai 2009 wurden sowohl die
generelle Vorgehensweise als auch Details der Testdurchfithrung mit Dungkifern (4. constans)
in einem Poster vorgestellt (Adler et al. 2009). Eine &hnliche Darstellung erfolgte, auch als
Poster, im Rahmen der diesjdhrigen SETAC-Europe Tagung in Seville (Spanien) (Rémbke et
al. 2010). Weitere Vorstellungen der Erfahrungen aus diesem Vorhaben wurden auf einem

,Dung Ecology Workshop* in Oxford (UK) im Dezember 2009 vorgetragen.
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2.3  Richtlinienbetreuung und -entwicklung

Im Berichtszeitraum wurden die folgenden Aktivititen im Zusammenhang mit Richtlinien zur

Dungorganismentestung durchgefiihrt:

- Beantwortung der zweiten Runde der (wenigen) Kommentare der Experten der
OECD-Testrichtlinienkommission zum Entwurf des ,,Guidance Documents®“ zum
Dungkifertest (OECD 2009); inzwischen wurde die neue Version zur erneuten
Kommentierung (Dauer: bis Januar 2010) an die nationalen Koordinatoren verschickt.

- Nach offizieller Publikation der Richtlinie zur Dungfliegentestung (OECD 2008)
wurden die zugrunde liegenden Daten aus einem internationalen Ringtest mit den
Dungfliegen S. stercoraria und M. autumnalis in zwei englischsprachigen Journalen

verdffentlicht (Rombke et al. 2009; 2010).

In der zweiten Hélfte des Jahres 2009 wurde das Umweltbundesamt bei der Organisation und
Durchfiihrung eines Experten-Fachgesprichs mit dem Titel ,,Non-target impacts of the
veterinary parasiticide ivermectin on the biodiversity of dung dwelling organisms®
unterstiitzt, das am 03. und 04. Dezember 2009 in Berlin stattfand. Ziel dieser Veranstaltung,
an der 14 Kollegen aus Australien, Didnemark, Deutschland, Frankreichs, Griechenland,
Kanada, den Niederlanden, der Schweiz und Siidafrika teilnahmen, war es, das
Expertenwissen zur Biodiversitdit von Dungorganismen zusammenzutragen. AufBerdem
sollten Wissensliicken zur Wirkung von Parasitiziden auf die Dungorganismengemeinschaft
identifiziert werden. Im Rahmen des Fachgesprach wurde von Seiten der ECT ein Vortrag
zum Thema ,Protecting biodiversity as part of the environmental risk assessment of
pesticides or contaminated soils: Lessons learned from current discussions in the European

Union“ gehalten.

Die Experten kommentierten zudem ein von Dr. J Jensen vorgestellten Entwurf eines EMEA-
Konzeptpapiers mit dem Titel ,,Concept Paper on Higher Tier Testing of Antiparasitics to
Dung Organisms®. Die dabei gemachten Ergdnzungen und Anregungen wurden bei der
Endfassung dieses Dokuments beriicksichtigt, das wiederum als Grundlage fiir das weitere
Vorgehen bei der Umweltrisikobeurteilung von Veterindrpharmaka auf er EU-Ebene, speziell
in Hinsicht auf die Auswahl von ,,Higher-Tier-Tests®, gilt. Weitere Konsultationen zwischen
Mitgliedern der entsprechenden Arbeitsgruppe der EMEA und Mitarbeitern der ECT GmbH

erfolgten auch im laufenden Jahr.
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3. Darstellung der bisher durchgefithrten Arbeiten: Teil Praxis

3.1 Tests mit Dungkiifern

3.1.1 Auswahl der zu verwendenden Dungkifer

Im Berichtszeitraum wurden die Tests mit der im Vorlduferprojekt verwendeten Spezies
Aphodius constans als Vertreter der 6kologischen Gruppe der ,,Dwellers® abgeschlossen (Abb.
1). Dagegen war es bisher nicht moglich, Arten der ,,Tunnelers* (z.B. Onthophagus taurus,
Onthophagus gazellae, Euoniticellus fulvus und Euoniticellus intermedius) zu untersuchen, da
teils die entsprechenden Starterkulturen (O. taurus von Huntingdon Life Sciences, UK) nicht
geliefert werden konnten, teils die angesetzten Kulturen (E. intermedius, Universitit
Montpellier, Frankreich) nicht ausreichend Jungtiere lieferten. Alle bei der ECT GmbH
angesetzten Kulturen scheiterten spétestens in der dritten Generation. Es bleibt aber der
Anspruch, zwei der wichtigen Lebens- und Vermehrungsstrategien von Dungkéfern durch
reprasentative Testspezies abzudecken, da diese aufgrund ihres unterschiedlichen Einflusses auf
das Okosystem Dunghaufen (z.B. dauert deren Abbau bei ,, Tunnelers* meist nur Stunden bis
Tage, wihrend es bei ,,.Dwellers Wochen bis Monate sein kdnnen) auch als dkologische

Gruppen mit spezifischen 6kosystemaren Leistungen aufzufassen sind (Doube 1990).

Abb. 1: Schematische Darstellung der wichtigsten Lebens- und Vermehrungsstrategien von

Dungkéfern (nach Doube (1990), verdandert von N.N. (2005)).
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3.1.2 Zucht und Haltung von Dungkifern der Art Euoniticellus intermedius und
Euoniticellus fulvus

Beide Arten wurden von Keith Wardhaugh, CSIRO Entomology, Australien geliefert. Ziel
war es, mit diesen Organismen eine Laborzucht zu etablieren. Analog zu den meisten
okotoxikologischen Labortests wurde versucht auf Freilandfinge als Testorganismen zu
verzichten, im besten Fall sollten lediglich im Labor geschliipfte Kéfer fiir entsprechende
Tests verwendet werden. Zuerst wurde nur Euoniticellus intermedius geliefert (Dezember
2008). Diese Tiere waren jedoch fiir einen Zuchtautbau ungeeignet da sie offensichtlich durch
den Transport stark beeintrachtigt waren. Insbesondere die Mobilitdt war stark eingeschréinkt.
In einem zweiten Schritt wurden sowohl E. intermedius als auch E. Fulvus geliefert. Einige
Individuen von E. intermedius waren mit Milben befallen (Abb. 2), weitere erkennbare

Auffilligkeiten wurden nicht beobachtet. Die mit Milben befallenen Kéfer wurden separiert.

Laut Empfehlung von Keith Wardhaugh wurden 10 Parchen pro Zuchtbehilter eingesetzt. Da
diese Empfehlung sich aber hauptsidchlich auf die Erfahrungen mit Zuchtversuchen der Art
Ontophagus taurus bezieht wurden dariiber hinaus in einigen Zuchtbehiltern mehr Péarchen
eingesetzt. Damit sollte herausgefunden werden, ob eine hohere Besatzdichte an Individuen
ebenfalls geeignet ist. Im Falle von E. intermedius war die Unterscheidung der Geschlechter
problemlos. Die Mannchen wurden am Horn im Kopfbereich identifiziert (Abb. 3), was ohne
optische Hilfsmittel moglich war. Diese Unterscheidung war bei E. fulvus nicht machbar, da
sich die Tiere optisch nicht von einander unterschieden. Aus diesem Grund wurden jeweils 20
Individuen pro Zuchtbehilter eingesetzt, mit der Hoffnung, dass das — nicht bekannte -

Geschlechterverhiltnis der Vermehrung der Tiere zutrdglich war.

Die Haltung beider Arten erfolgte zwischen 24 und 28 °C bei einem Lichtzyklus von 16 h
hell (Lichtintensitit zwischen 400 und 800 Lx) und 8 h dunkel. Fiir die Haltung wurden
Plastikeimer mit einem Volumen von 10 L verwendet. Diese wurden zu knapp mehr als zur
Hilfte mit einem Gemisch des Standardbodens Lufa St. 2.2 und Vermiculit gefiillt und mit
gelocherten Deckeln verschlossen. Als Futtermittel diente frischer Rinderdung, welcher
vorher fiir mindestens 48 h eingefroren und ein bis zwei Tage vor Verwendung aufgetaut
wurde. Dazu wurde auf die Oberflache des Standardbodens je nach Bedarf, aber hochstens
zweimal pro Woche, ein etwa faustgroBer Dungball gelegt (Abb. 4). Der alte Dungball wurde

nach Kéfern durchsucht und danach entfernt.
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Abb. 3: Euoniticellus intermedius, links Weibchen rechts Madnnchen.
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Abb. 4: Dungball auf Lufa St. 2.2 mit Individuen der Art E. intermedius

Nach ca. 14 Tagen wurden die Zuchtbehédlter nach Brutbéllen durchsucht und die
Uberlebensrate der adulten Kifer bestimmt. Bei diesem Arbeitschritt wurde zuerst der
Dungball nach Kéfern durchsucht, danach wurde das Zuchtsubstrat durch ein 5 mm Sieb
gegeben und sowohl die Kifer als auch die Brutbélle gezédhlt. Das Substrat wurde zuriick in
den Zuchtbehilter {iberfiihrt, auf die Oberfliche wurde ein frischer Dungball gegeben und die
lebenden adulten Kéfer wieder eingesetzt. Sowohl bei E. fulvus als auch bei E. intermedius
wurden die Brutbélle vorsichtig mit der Hand gedffnet und iiberpriift, ob ein Ei enthalten war
(Abb. 5a). Gelegentlich wurde beobachtet, dass sich in einzelnen Brutbéllen adulte Kéfer
authielten. Diese wurden nachtraglich in die entsprechenden Zuchtbehélter iiberfiihrt. Die
gedffneten Brutbille, die ein Ei enthielten, wurden vorsichtig wieder geschlossen und mit
etwas frischem Dung fixiert. Diese Brutbdlle wurden separat in mit Lufa St. 2.2 gefiillten 1 L
Bellaplastschalen gegeben (je 10 Stiick pro Bellaplastschale) und mit Vermiculit abgedeckt.
Diese Arbeitschritte wurden einmal pro Woche durchgefiihrt.

Die Brutbélle wurden nach ca. 10 Tagen auf Schlupferfolg der Larven iiberpriift (Abb. 5b)

und wieder mit frischem Dung geschlossen. Danach wurden die Bellplastschalen wochentlich
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nach frisch geschliipften Kéfern durchsucht, diese gezéhlt und das Geschlecht bestimmt

(Abb. 6). Diese wurden dann unter den gleichen Bedingungen wie oben beschrieben gehalten.

Abb. 6: Nachzucht von E. intermedius

Im Laufe der Zeit wurden in den Original-Zuchtbehéltern keine Brutbélle mehr produziert,
gleichzeitig stieg die Anzahl der toten Kéfer. In den Zuchtbehiltern der zweiten Generation
wurden zwar weiterhin Brutbdlle mit Eiern produziert, aus diesen sind allerdings keine
Larven bzw. Kifer geschliipft, so dass die Zucht aufgegeben werden musste. Ahnliche
Erfahrungen wurden in anderen europdischen Laboratorien gemacht, ohne dass dafiir bisher

ein Grund angegeben werden kann.
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3.1.3 Charakterisierung der Testspezies Aphodius constans
Entwicklungsstadien vom Ei zum adulten Kiifer
In Tabelle 1 sind die verschiedenen Entwicklungsstadien der Art A. constans hinsichtlich ihrer

typischen Merkmale sowie der Dauer des jeweiligen Stadiums dargestellt.

Tab. 1: Zusammenstellung der verschiedenen Entwicklungsstadien von Aphodius constans. Die

Zeitangaben sind empirisch beobachtete Werte und unterliegen erheblichen Schwankungen.

Zeitpunkt Stadium Merkmal

Schlupf 1. Larvenstadium Korper und Kopf weill

ca. 1 —7 Tage 1. Larvenstadium Korper weil3, Kopf rétlich

ca. 7—14 Tage | 2. Larvenstadium Korper wei/grau und grofer als im 1.

Stadium. Kopf schwarz

ca. 14 —21 Tage | 3. Larvenstadium Korper grau, noch groBer als im 2.

Stadium. Kopf rétlich bis schwarz

ca.21 —25 Tage | 3. Larvenstadium kurz vor | Korper weill (Darm entleert).

Verpuppung

ca. 25 —49 Tage | Puppenstadium Puppe weil.

ca. 35— 52 Tage | Schlupf des Kéfers

ca.35—70 Tage | Entwicklung des Kaifers bis | Korperfarbe verdndert sich von weil, gold,

zum voll ausgewachsenen Tier | rotbraun, braun, zu schwarz (Abb. 7).

Biologisch lassen sich die vier Stadien wie folgt charakterisieren:

Eier:

- Form kapselformig, von hellgelber Farbung, Lange ca. 2 mm

- Ablage einzeln innerhalb des Dungfladens in einer Schicht von ca. 60 — 65 % Feuchte
- Mit zunehmender Austrocknung des Fladens: Ablage in verschiedenen Schichten
Larven:

- Charakteristisch fiir jeden Teil des Larvenstadiums: zunehmender Kopfdurchmesser
(Messung horizontal, um Fehler durch bewegliche Mundwerkzeuge zu vermeiden)

- Koérper madenformig, weillliche Farbung mit dunkel durchscheinendem Darm, Kopf
gelblich- bis rotlich-braun mit kraftigen Mundwerkzeugen

- Erndhrung von kleinen, festen Dungpartikeln; vor der Verpuppung keine

Nahrungsaufnahme fiir 1 - 2 Wochen, gefolgt von kompletter Entleerung der Darms.

E:«C=T Oekotoxikologie GmbH
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Puppe:
- Gelbliche Korperfarbung, Lange ca. 6 mm

- Verpuppung nach Eingraben der Larven in den Boden

- Storung der Verpuppung kann zu Fehlbildungen bei den Kéfern fiihren.

Kifer:

- Entwicklungsdauer vom Ei bis zum Kifer ca. 2 Monate (bei 20°C), kann jedoch je

nach Temperatur stark differieren.

Lange ca. 6 mm, Farbung nach Verpuppung gelb bis rot; adulte Tiere schwarz

Dauer der Oviposition: 1 - 2 Monate

Nahrung: fliissige Anteile des Dungs (Mandibel der adulten Kéfer weich)

Abb. 7: Entwicklungsstadien von A. constans vom Schlupf aus der Puppe bis zum Adultus. Die

unterschiedliche GroBe der Tiere zeigt die Bandbreite des individuellen Wachstums auf.

Lebensraum von Aphodius constans

Verbreitung:

- Hauptséchlich im Mittelmeerraum, aber auch in Deutschland und Grof3britannien

- Herkunft der selbst getesteten Tiere: Siid-Frankreich, Roussillon

Abiotische Faktoren (Temperatur, Feuchte, Licht)

- Im mediterranem Raum Eiablage zwischen Herbst und Friihjahr (optimal: 15 - 20°C)
- Uberleben der Adulti im Winter auch bei Frost ohne Schaden méoglich
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- Diapause im Sommer, d.h. Riickzug der Tiere in tiefere Bodenschichten

- Bevorzugung der tagaktiven adulten Kéfer: Tag/Nacht-Zyklus (8 - 10 h hell)

- Larven und Puppen: Dauerdunkel

- Bei einer Feuchte des Dungs < 60 % verringert sich die Dauer der
Larvalentwicklung, die Korpergrof3e der adulten Tiere ist jedoch kleiner.

- Adulte Kéfer bevorzugen ein trockeneres Bodensubstrat als die Puppen.

Taxonomie von Aphodius constans:
- Verwechselungsgefahr mit anderen in Europa vorkommenden Dungkifern sehr
gering, da A. constans an Farbung und Grofe eindeutig zu erkennen ist.
- Einzige dhnlich aussehende Art: Aphodius ater. Unterscheidungsmerkmale sind:
- die gedrungenere Korperform und dunklere Farbung
- ausgeprigtere und von Durchmesser und Verteilung gleichmiBigere
Vertiefungen auf der Oberseite des Brustpanzers.
- Dornartige Auswiichse unterhalb des Fliigelansatzes
- Unterschiede zwischen @ und & bei Aphodius constans (Abb. 8)
- drei hornartige Erhebungen auf dem Kopfpanzer; bei & ausgepragter
- ,.stirnartige* Erhebung auf dem Kopfpanzer der 9.

- ménnliches Abdomen spitzer als weibliches (schwer zu erkennen)

Abb. 8: Weibliches (links) und ménnliches (rechts) Individuum von 4. constans

E:«C=T Oekotoxikologie GmbH
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3.1.4 Durchfiihrung der Tests: Kifer
Die Durchfiihrung der in diesem Kapitel beschriebenen Dungkéfertests erfolgte parallel in den
Laboratorien der ECT GmbH bzw. denen der Universitit Montpellier.

Im Berichtszeitraum wurden in Florsheim jeweils zwei verschiedene Methoden in Tests mit
Ivermectin und Moxidectin eingesetzt. Parallel dazu wurden in Montpellier beide Methoden,
bisher aber nur mit Ivermectin durchgefiihrt. Bei der ersten Methode, dem verldangerten
Larventest, handelt es sich um eine Abwandlung des bekannten 21-d-Larventests (OECD 2009),
wihrend es sich bei dem Reprotest um eine Neuentwicklung handelt (Tab. 2). Beide Veterinar-
pharmaka sind hiufig eingesetzte Antiparasitika aus den Gruppen der Avermectine bzw.
Milbemycine (Floate et al. 2005; Lumaret et al. 2010). Besonders Ivermectin diirfte das
okotoxikologisch am besten charakterisierte Pharmakon sein, was sich auch in seiner Rolle als
Referenzsubstanz in der OECD-Richtlinie 228 (2008) zur Dungfliegentestung widerspiegelt. In
allen Tests wurde die Art Aphodius constans verwendet, wobei sublethale Endpunkte im
Mittelpunkt des Interesses standen. Die beiden Methoden lassen sich kurz wie folgt
charakterisieren (siche auch Kapitel 3.1.2.1 und 3.1.2.2):

Tab. 2: Zusammenfassung der verschiedenen Testmethoden mit der jeweiligen Testdauer, dem

verwendeten Mess-Eckpunkt sowie einer kurzen Methodenbeschreibung

Testmethode Dauer Endpunkt Methode
Larventest 21d Mortalitdt 20 Replikate pro Behandlungsstufe,
(OECD 2010) eine Larve pro Testgefal3.

Verlingerter Max. 70 Tage | Schlupfrate adulter | Wie oben beschrieben. Nach 21d
Larventest Kifer Umfiillen des behandelten Dungs auf
LUFA St. 22 Boden in neue
TestgefiBe. Uberpriifung der Ent-
wicklung der {tberlebenden Larven

bis zum adulten Kéferstadium.

Reproduktions | 21d Reproduktion 2 - 4 Replikate pro Behandlungs-
-test stufe. 20 - 30 adulte Kéfer pro Test-
gefdl. Kontaminierter frischer Dung
auf unkontaminiertem LUFA St. 2.2
Boden.
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Statistische Auswertung

In Ubereinstimmung mit den entsprechenden Richtlinien (z.B. OECD 2008) bzw. der Literatur
(Finney 1971) wurden die LC50/EC50-Werte mittels Probitanalyse mit integrierter linearer
Max. Likelihood Regression berechnet. Wenn eine Berechnung der 95% Konfidenzintervalle
moglich war, werden diese jeweils mit den zugehorigen LC50/EC50-Werten angegeben. Fiir
alle Berechnungen wurde das Programm ToxRat Professional Version 2.10 verwendet. Als
statistische Kenngréolen wurden nur LCS50/EC50-Werte berechnet. Auf eine NOEC-

Bestimmung wurde verzichtet, da teilweise zu wenige Replikaten (<4) vorlagen.

Verlingerter Larventest mit Aphodius constans

Dieses Verfahren begann, wie der Akuttest der OECD (2010), mit Larven im Alter von < 7
Tagen. Allerdings endete der Test nicht nach drei Wochen, sondern lief weiter bis zum Schlupf
der adulten Kifer (Dauer: maximal 10 Wochen). In den bisherigen Versuchen wurde als
Testsubstrat vorbehandelter Dung verwendet, d.h. frischer Dung wurde getrocknet, gehéckselt
und vor Testbeginn bis zu einem Wassergehalt von 60 % (TG) befeuchtet. Am Teststart wurden
die Larven mit dem bereits dotierten vorbehandelten Dung auf unkontaminierten Boden (Lufa
St. 2.2) in neue TestgefaBe umgesetzt. Hierbei handelte es sich um Glasgefifle mit einem
Durchmesser von ca. 2,5 cm und einer Hohe von ca. 9 cm. Messendpunkte waren die
Entwicklungsdauer sowie der Schlupferfolg. Die Testergebnisse beider Teile (d.h. nach 3 und

10 Wochen), durchgefiihrt mit Ivermectin und Moxidectin, sind Tabelle 3 zu entnehmen.

In dem nach OECD (2010) durchgefiihrten Larventest wurde bei ECT fiir Ivermectin eine LCs
von 0,55 mg/kg Dung Trockengewicht (TG) bestimmt (Abb. 9a). Nach Verlidngerung dieses
Tests lag die LCsg bei 0,26 mg/kg Dung (TG). In Montpellier wurde im Larventest nach OECD
(2010) eine LCsy von 0,81 generiert. Ergebnisse zu einem verldngerten Larventest liegen nicht
vor. Bei der ECT wurden beide Teile des Tests auch mit Moxidectin durchgefiihrt (Abb. 9b).
Die LCs fiir das Uberleben der Larven nach 21 Tagen wurde als 3,63 mg/kg Dung (TG)
berechnet, wihrend nach Verldngerung die LCs fiir den Schlupferfolg der Kifer bei 2,00 mg/kg
Dung (TG) lag. Der Riickgang der Kéferanzahl in der Kontrolle (25%) ist durch die lange
Testdauer (70 d) erklarbar: Im Ivermectintest haben von 20 eingesetzten Larven nach 21 Tagen
noch 19 gelebt (d.h. Uberlebensrate 95%). Von diesen 19 Larven haben sich nach 70 Tagen
noch 15 Kifer entwickelt (d.h. Uberlebensrat von 75%). Dieses Verhalten entspricht der

natiirlichen Variabilitdt (Lumaret, pers. Mittl.) und hat keine Auswirkung auf das Testergebnis.

E:«C=T Oekotoxikologie GmbH
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Abb. 9a: Anzahl der iiberlebenden Larven in Prozent (n = 20) im Larventest und Anzahl der
geschliipften Kéfer in Prozent (n = 20) von Aphodius constans im verldngerten Test nach max.

70 Tagen mit Ivermectin. Test durchgefiihrt bei ECT.
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Abb. 9b: Anzahl der {iberlebenden Larven in Prozent (n = 20) im Larventest und Anzahl der
geschliipften Kéfer in Prozent (n = 20) von Aphodius constans im verldngerten Test nach max.

70 Tagen mit Moxidectin. Test durchgefiihrt bei ECT.
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Reproduktionstest mit adulten Aphodius constans

In diesem Test wurde mit 20 - 30 adulten Kéafern pro Testgefdl begonnen. Fiir die Exposition
wurde frischer Dung mit Ivermectin bzw. Moxidectin beaufschlagt, welcher auf die Oberfldche
von unkontaminiertem Boden (Lufa St. 2.2) aufgebracht wurde (Abb. 10). Nach 21 Tagen
wurde die Uberlebensrate der Adulten, die Anzahl der geschliipften Larven sowie ihr
Entwicklungsstadium bestimmt (Tab. 3). Danach sollten die geschliipften Larven weiter im
selben Testgefd3 exponiert werden, um die Schlupfrate bis zum adulten Kéfer zu bestimmen
(ca. 5 — 10 Wochen) und somit einen kompletten Generationszyklus zu erfassen. Diese Plan
ging liber das urspriingliche Ziel des Vorhabens hinaus: Nach dem Auszdhlen der Larven nach
21 Tagen wurden diese je nach Entwicklungsstadium (1. — 3. Larvenstadium) in
Glaspetrischalen sortiert und dort bis zum vollstindigen Auszdhlen des jeweiligen Testgefal3es
»Zwischen gelagert”, bevor sie wieder in das urspriingliche Testsubstrat eingesetzt wurden.
Aufgrund fehlender Erfahrung der Bearbeiter war die Lagerungsdauer der (bereits gezdhlten)
Larven in den Schalen offensichtlich zu lang bzw. die Schale nicht feucht genug, denn sie haben
sich nach dem Einsetzen auf das Testsubstrat, wohl aufgrund beginnender Austrocknung, nicht

mehr eingegraben. Somit lie sich der Schlupferfolg nicht mehr bestimmen.

Abb. 10: Reproduktionstestgefdl mit LUFA 2.2 Boden unten und kontaminiertem Dung auf der

Bodenoberfldche. Die eingesetzten adulten Kéfer sind auf der Dungoberfléche zu erkennen

Im 21 d Reproduktionstest wurde bei ECT fiir Ivermectin eine ECsy von 0,29 mg/kg Dung (TG)
und in Montpellier eine ECsy von 0,32 mg/kg Dung (TG) berechnet. Die Ergebnisse dieser Tests
sind den Abbildungen 1la und 11b zu entnehmen. Fiir Moxidectin wurde mit dieser

Testmethode bei ECT eine ECsy von 2,65 mg/kg Dung (TG) bestimmt (Abb. 11c¢).

E::C:T Oekotoxikologie GmbH
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Abb. 11a: Mittelwert und Standardabweichung (n = 2) fiir die Reproduktion (Anzahl der nach
21 Tagen geschliipften Larven) von Aphodius constans mit Ivermectin, durchgefiihrt bei ECT.
Start mit 30 adulten Aphodius constans pro Testgefal.
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Abb. 11b: Mittelwert und Standardabweichung (n = 4) fiir die Reproduktion (Anzahl der nach
21 Tagen geschliipften Larven) von Aphodius constans mit Ivermectin durchgefiihrt in

Montpellier. Start mit 20 adulten Aphodius constans pro Testgefal3.
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Abb. 11c: Mittelwert und Standardabweichung (n = 2) fiir die Reproduktion (Anzahl der nach

21 Tagen geschliipften Larven) von Aphodius constans mit Moxidectin durchgefiihrt bei ECT.

Start mit 30 adulten Aphodius constans pro Testgefal3.

Tab. 3:

Zusammenfassung der Testergebnisse fiir Ivermectin und Moxidectin [mg

Testsubstanz/kg Dung TG] an den Standorten Florsheim (ECT) und Montpellier (UM).

Iver- Larven-Test nach Verlangerter Larventest Reproduktionstest
Mectin | OECD (2010) (21 d) | mit Schlupferfolg (ca. 70 d) 21d)

Ort ECT UM ECT UM ECT UM
EC50 0,55 0,81 0,26 - 0,29 0,32
Sd n.d. 0,68 — 0,95 n.d. - 0,21 -0,40 | 0,24 -0,43
Moxi- Larven-Test nach Verlangerter Larventest Reproduktionstest T
Dectin | OECD (2010) (21 d) | mit Schlupferfolg (ca. 70 d) 21d)

Ort ECT UM ECT UM ECT UM
EC50 3,63 - 2,00 - 2,65 -

Sd 2,87 -4,63 - 1,39 - 2,64 - 0.21-0.40 -
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3.1.4 Diskussion der bisher durchgefiihrten Dungkifertests

Arten:

Entgegen der urspriinglichen Planung war es bisher nicht mdglich, die Eignung als Testspezies
bei einer der nachfolgend aufgefiihrten Spezies aus den oben genannten Griinden praktisch zu
verifizieren: Onthophagus taurus, Onthophagus gazellae, Euoniticellus fulvus und Euoniticellus
intermedius. Nachdem wiederholte Versuche scheiterten, eine ausreichende Anzahl von
Dungkifern entweder von dem englischen Labor ,,Huntingdon Life Sciences* oder als
Freilandfiange in Siidfrankreich zu bekommen wurde beschlossen, sich wihrend der Restlaufzeit
des Vorhabens auf die Testung der Art Aphodius constans zu konzentrieren. Parallel dazu
wurden die Bemiihungen fortgesetzt, geniigend Individuen einer Onthophagus-Art fiir einen
Ringtest zu erlangen. Nach dem gegenwértigen Stand kdnnte ein solcher Ringtest mit mehreren
Laboratorien fiir den Herbst 2010, d.h. nach Abschluf} dieses Vorhabens, mit Hilfe von Dr. K.
Floate (Lethbridge Research Centre, Kanada) durchgefiihrt werden.

Demgegeniiber hat sich die bisher in Larventests (21 d) eingesetzte Art Aphodius constans auch
in den hier vorgestellten Tests bewéhrt, so dass deren weiterer Einsatz zu empfehlen ist. Zudem
konnte die erst im Laufe der hier beschriebenen Tests entstandene Idee eines Full-Life-Cycle-

Tests mit A. constans aufgegriffen werden.

Empfindlichkeit:

Im Larventest nach dem ,,Guidance Document® (OECD 2009) wurden im laufenden Vorhaben
die im urspriinglichen UBA-Forschungsprojekt erarbeiteten und inzwischen auch publizierten
Testergebnisse (Hempel et al, 2006; Lumaret et al. 2007, Rombke et al. 2007) weitgehend
bestdtigt: Wahrend in diesem Vorhaben von ECT bzw. UM fiir Ivermectin LC50-Werte von
0,55 bzw. 0,81 (0,68 — 0,95) mg/kg Dung (TG) gefunden wurden lagen die entsprechenden
LC50-Werte damals bei 0,88 mg/kg Dung TG (Hempel et al. 2006). Auch bei Moxidectin gibt
es nur einen Unterschied um den Faktor <2 zwischen den hier erhobenen Werten (3,63 (2,87 —
4,63) mg/kg Dung (TG)) sowie Literaturangaben (5,4 mg/kg Dung (TG)) (Hempel et al. 2006).
Damit konnte die Robustheit des Larventests nach OECD (2010) bestitigt werden.

Die Ergebnisse, angegeben als EC50-Werte, der bisher durchgefiihrten verldngerten Larventests
sowie der Reproduktionstest mit Adulten liegen alle unter den Werten aus den Larventests

(OECD 2010). Wenn man von einem mittleren LC50-Wert von 0,75 mg/kg Dung (TG) fiir
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Ivermectin im Larventest (OECD 2010) ausgeht (Mittelwert der drei bisher in den Labors von
ECT und UM durchgefiihrten Tests), so liegen die Ergebnisse des 21d Reproduktionstest ca. um
den Faktor 2 (Reproduktionstest: EC50 = 0,29 — 0,32 mg/kg Dung (TG)) bzw. um den Faktor 3
(verlangerter Larventest: EC50 = 0,26 mg/kg Dung (TG)) niedriger.

Die niedrigeren Wirkwerte hitten bei der Durchfiihrung einer Umweltrisikobeurteilung zwar
eine Verschirfung, aber keine grundsitzliche Anderung des Ergebnisses bewirkt (Liebig et al.
2010). Allerdings haben die hier gewonnenen EC50-Werte eine hohere Relevanz, wenn man sie
mit dem Ergebnis einer bei Madrid (Spanien) durchgefiihrten Freilandstudie vergleicht: dort lag
der EC50-Wert fiir den Dungkifer Volinus distinctus bei 0,62 mg/kg Dung (TG); d.h. die

Ergebnisse des Reproduktions- und des verldangerten Larventests liegen noch darunter.

Obwohl schon in mehreren Studien der Einfluss von Ivermectin auf Dungkéfer der Gattung
Aphodius untersucht wurde lassen sich quantitative Vergleiche aufgrund des unterschiedlichen
Versuchsdesigns bzw. fehlenden Angaben zur Konzentration nicht ziehen. Allerdings ist
bekannt, dass die Gesamtzahl der Larven von Aphodius ater bzw. A. rufipes in kontaminierten
Dung ein dhnlich empfindlicher Endpunkt wie die Entwicklungsdauer ist (O Hea et al. 2010).
Gerade der letztgenannte Parameter hat sich in Tests mit Dung behandelter Rinder aufgrund
seiner hohen Sensitivitit als sehr geeignet erwiesen (Madsen et al. 1990, Sommer et al. 1993;
Strong & Wall 1994). Dagegen reagierten adulte Kéfer deutlich weniger oder wurden sogar von
ivermectin-behandeltem Dung angezogen (Errouissu & Lumaret 2010; Webb et al. 2010).
Letzteres konnte in einer kanadischen Studie auch fiir mehrere Arten der Gattung Aphodius
(z.B. A. coloradensis, A. erraticus, A. fossor, A. granarius oder A. vittatus) bestitigt werden
(Floate 2007). Allerdings kann allein eine reduzierte Aktivitdt der Adulti zu Verdnderungen im

Dung (z.B. hinsichtlich des Wachstums bestimmter Pilze) fiihren (Finnegan et al. 2007).

Der Unterschied ist bei Moxidectin geringer als bei Ivermectin, denn hier unterscheiden sich die
EC50-Werte der beiden Reproduktions-Tests (2,0 — 2,65 mg/kg Dung (TG)) um weniger als den
Faktor 2 vom Ergebnis des OECD-Larventests (3,63 mg/kg Dung (TG)). Im Augenblick kann
nicht entschieden werden, ob diese Unterschiede in der Empfindlichkeit der beiden

Testsubstanzen robust sind oder ob die Zahl der Ergebnisse schlicht noch zu kein ist.

Die Zahl der Literaturdaten zur Wirkung von Moxidectin auf Dungkifer, speziell der Gattung
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Aphodius, ist deutlich geringer als bei Ivermectin. Neben den Ergebnissen eigener Versuche ist
nur bekannt, dass kein Effekt auf die Entwicklung vom Ei bis zum adulten Tier bei Aphodius-
Larven gefunden wurde (Strong & Wall 1994). Allerdings konnte Floate (2007) zeigen, dass
auch Moxidectin einen starken Anlockeffekt auf Dungkéfer, darunter auch mehrere Aphodius-
Arten, hat. Generell bestitigen diese Ergebnisse, dass die Toxizitdit von Moxidectin auf

Dungkéfer geringer ist als die von Ivermectin.

Fazit:

Festzuhalten ist, dass die Einbeziehung des Reproduktions-Endpunkts zu einer groBeren
Empfindlichkeit des Testsystems Dungkéfer gefiihrt hat. Dabei ist der Unterschied zum bisher
durchgefiihrten Larventest bei Ivermectin grofer als bei Moxidectin. Es ist daher zu priifen, ob
durch einen ,,Full-Life-Cycle-Test™ mit dieser Art eine weitere Erhohung der Empfindlichkeit
erreicht werden kann. Die technische Umsetzung sollte machbar sein, da die einzelnen
Teilschritte schon erfolgreich umgesetzt wurden. Vor einer entsprechenden Empfehlung ist
noch abzuschitzen, ob der Vorteil einer hoheren Empfindlichkeit durch den im verldangerten

Larven- bzw. im ,,Full-Life-Cycle-Test* erheblich hoheren Aufwand gerechtfertigt ist.

3.2  Durchfithrung der Tests: Dungfliegen

Die Versuche mit verschiedenen Dungfliegenarten erfolgten im Labor der Universitit Ziirich.

3.2.1 Tests mit Sepsiden

Einleitung und Arten

In Ziirich wurden im Jahr 2009, in Anlehnung an die Arbeiten mit der gelben Dungfliege
Scathophaga stercoraria und der ,,Face fly* Musca autumnalis, standardisierte Tests mit
diversen Ivermectinkonzentrationen durchgefiihrt (OECD 2008; Rémbke et al. 2009; 2010).
Ziel war es, die vorhandenen Methoden zur Dungfliegentestung auf diese Gruppe von
kleinen, sich schnell entwickelnden Schwingfliegen auszudehnen, deren ca. 300 Arten
weltweit vorkommen und von denen viele Arten einfach im Labor in gro3en Populationen
mit Zucker, Wasser und Kuhdung ziicht- und haltbar sind. Obgleich keine einzelne Art
weltweit verbreitet ist, lieen sich jedoch analoge Tests mit den jeweils vorkommenden Arten
durchfiihren, die insofern realistisch die heimischen 0Okologischen Gegebenheiten
widerspiegeln. Darunter sind europédische und nordamerikanische Arten der gemifBigten

Klimate sowie tropische asiatische Arten (Tab. 4). Generell wurden neben der Mortalitéit auch
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sublethale Parameter wie die Korpergrofle und die Gesamt-Entwicklungsdauer (und somit die
Wachstumsrate) als Endpunkte erfasst (sieche das Beispiel Sepsis fulgens in Abb. 12 — 14). Fiir
einige Arten wurden dabei multiple Populationen aus verschiedenen Regionen getestet, um

die Artspezifitit der Empfindlichkeit gegeniiber Ivermectin zu bestétigen (Tab 4).

Tab. 4: Liste der in Ziirich auf ihre Empfindlichkeit gegeniiber Ivermectin und Moxidectin

getesteten Sepsidenarten bzw. -populationen

Art Herkunft der Population | Labor |Verhalten Labor

Gattung Sepsis Ivermectin Moxidectin

S. cynipsea Osterreich, Schweiz, X X X
Schweden, Italien (Schweiz)

S. dissimilis Brunei X

S. duplicata Schweiz X X

S. flavimana Schweiz X X

S. fulgens Osterreich, Spanien, X X
Estland, Italien

S. lateralis Indonesien (Java) X

S. monostigma China X X

S. neocynipsea USA (Arizona, Illinois), X X X
Italien, Schweiz (Schweiz)

S. orthocnemis Osterreich, Schweiz X X X (Schweiz)

S. punctum Schweiz, Deutschland, X X X
USA (New York, Georgia) (Schweiz)

S. secunda USA (Georgia) X

S. thoracica Osterreich, Spanien, Italien X X

S. violacea Osterreich, Estland X X

Andere Gattungen

Meroplius fukuhari |Indonesien (Java) X

Saltella sphondylii | Schweiz X X

Weiterhin wurden Tests mit vier Arten (S. cynipsea, S. fulgens, S. punctum, S. thoracica)
nicht nur in Klimakammern unter konstanten Temperaturbedingungen durchgefiihrt, sondern
zusitzlich — wie zuvor fiir Scathophaga stercoraria — im Freiland unter natiirlich
schwankenden Umwelt- und Wetterbedingungen (z.B. Temperatur) (unterstrichen in Tab. 4).
Auch wurden mit einigen Arten Verhaltensversuche im Labor durchgefiihrt (Tab. 4). Dabei
wurden diesen randomisiert Eiablagemoglichkeiten mit Dung diverser Konzentrationen (plus
zwei Kontrollen) angeboten. Generell zeigte sich hierbei, dass die Weibchen das Ivermectin

nicht detektieren kdnnen und somit gleichermal3en in alle Dungtopfchen Eier ablegen.
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Testmethodik:

Die Testmethoden folgen mehrheitlich den vorhandenen Richtlinien fir Musca autumnalis
und Scathophaga stercoraria. Kolonien von diversen Sepsidenarten und —populationen
wurden gesammelt und danach im Labor, z.T. iiber Jahre, in 3 L Gruppenbehéltern bei
konstanten Bedingungen (24 °C, 60% Luftfeuchte; 14 Stunden Licht) mit Zucker, Wasser und
frischem, vorher gefrorenem Kuhdung gehalten. Fiir den Test wurde die Testsubstanz gemal3
den vorhandenen Protokollen in vorher gefrorenen und homogenen Kuhdung in 6

(Ivermectin; wie gehabt) bzw. 10 (Moxidectin) Konzentrationen gemischt.

Um Testindividuen zu erhalten, wurden kleine Mistportionen {iber ca. 8 — 12 Stunden in die
jeweiligen Zuchtbehilter gegeben, in die Sepsidenweibchen ihre Eier legten. Anfinglich
wurden Eier (zdhlbar auf ein kleines feuchtes Filterpapier), spéter jedoch zumeist frisch
geschliipfte Larven (direkt in den Dung) in die Testbehélter umgesetzt. Insbesondere fiir das
Umsetzen von Larven, aber auch der Eier, empfiehlt es sich, die im Zuchtbehilter angebotene
Dungschicht méglichst groBflichig aber diinn zu halten (z.B. 2 x 1 cm?, wenige mm dick), da
in grofBeren Dungportionen ansonsten die Eier- bzw Larvensuche (unter Binokular) mithsam
ist. Die Eier werden ,,unter Wasser” in den Dung gelegt, und nur ein weiler Faden zur

Atmung ist sichtbar. Larven kommen an die Oberfliche wenn der Dung langsam austrocknet.

Testbehilter waren ca. 20 x 10 mm” groBe Plastikddschen mit Rand (ca. 5 mm) randvoll mit
Testdung, in welche ca. 10 Eier oder Larven abgezdhlt wurden. Sowohl Eier als auch Larven
wurden mit feinen Malpinseln iibertragen. Die Ddschen wurden dann liegend in 50 oder 100
ml Glasflischchen gegeben und mit einem luftdurchldssigen Stopfen (Schaumstoff bzw.
Papier) verschlossen. 5 Replikate a ca. 10 Eier/Larven pro Konzentration (inkl. Kontrollen)
wurden angesetzt, entsprechend beschriftet und auf einem Tablar in einem Klimaschrank bei
21 °C, 60% Luftfeuchte und 14 h Licht aufgezogen. Fiir die Feldversuche unter natiirlichen
Umweltbedingungen wurde das Tablar, vor Regen und direkter Sonneneinstrahlung geschiitzt
auf dem Balkon gelagert. Geschliipfte Imagines (adulte Sepsiden) wurden tédglich geerntet
und sofort eingefroren. So wurden Daten zur Mortalitét (geschliipfte/eingesetzte Individuen),
Entwicklungsdauer (Ei — Adulttier) und KorpergroBe (Kopfbreite mit Augen, unter Binokular
bei 40x VergroBerung gemessen; bei groferen Insekten auch tenerales Feucht- oder
Trockengewicht moglich) generiert, getrennt fiir beide Geschlechter (Mannchen der meisten

Sepsidenarten haben Dornen an ihren Vorderbeinen, die den Weibchen fehlen).
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Testergebnisse:

In Tabelle 5 sind die in den Tests mit Ivcermectin determinierten EC50-Werte aufgefiihrt.
Eine genaue Analyse dieser Daten wiirde den Rahmen dieses Berichts sprengen und wird statt
dessen in Form internationaler Publikationen erfolgen. Erste Schlussfolgerungen sind aber
moglich. Generell reagieren Sepsiden sehr unterschiedlich auf Ivermectin. Die EC50-Werte
differieren im Bereich zwischen 0,04 pg/kg Dung TG (S. cynipsea aus Italien) und 222,97
ng/kg Dung TG (S. punctum aus der Schweiz), d.h. um einen Faktor von ca. 6000.

Tab. 5: Wirkung von Ivermectin auf verschiedene Arten der Gattung Sepsis (Diptera:
Sepsidae), angegeben als pg/kg Dung (TG). Pop = Herkunft der getesteten Population; PopNo
= Nummer der Population; LabFeld: Angabe, ob die Organismen im Labor oder im Freiland

getestet wurden. CI195%l / C195%h: Untere (1 = low) and obere (h = high) Grenze des 95%-

Vertrauensbereichs
Angaben zu den Testorganismen Angaben in pg/kg Dung TG
Species Pop PopNo | LabFeld ECS50 CI95%l CI95%h
cynipsea Osterreich 3 Lab 4,62 2,11 9,49
cynipsea Schweiz 1 Feld 1,06 0,39 2,36
cynipsea Schweiz 1 Lab 1,75 0,61 4,28
cynipsea Italien 4 Lab 0,04 0,01 0,11
cynipsea Schweden 2 Feld 0,54 0,29 0,91
cynipsea Schweden 2 Lab 0,72 0,42 1,14
cynipsea Schweden 3 Lab 1,13 0,50 2,18
dissimilis Brunei 1 Lab 0,27 0,10 0,54
duplicata Schweiz 1 Lab 0,17 0,05 0,37
flavimana Schweiz 1 Lab 0,16 0,01 0,73
fulgens Osterreich 3 Lab 59,43 15,47 407,95
fulgens Spanien 1 Feld 4,49 1,97 9,70
fulgens Spanien 1 Lab 4,16 1,45 10,58
fulgens Estland 2 Feld 6,14 3,30 11,11
fulgens Estland 2 Lab 5,55 2,48 11,46
fulgens Italien 4 Lab 40,37 21,13 92,32
lateralis Java, Indonesien |1 Lab 16,07 3,38 139,93
monostigma | China 1 Lab 117,18 43,74 467,96
neocynipsea | Arizona, USA 1 Lab 15,04 6,33 41,43
neocynipsea |Italien 3 Lab 0,80 0,31 1,62
neocynipsea | lIllinois, USA 2 Lab 6,05 2,05 17,60
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neocynipsea | Schweiz 4 Lab 0,99 0,60 1,55
orthocnemis C)sterrejch 1 Lab 23,75 5,08 115,17
orthocnemis Schweiz 2 Lab 6,09 3,12 11,91
punctum Schweiz 1 Feld 14,08 3,87 64,62
punctum Schweiz 1 Lab 222,97 47,90 5060,46
punctum Deutschland 2 Feld 13,20 5,81 34,56
punctum Deutschland 2 Lab 13,11 6,02 32,82
punctum Georgia, USA 3 Lab 163,11 46,33 1510,98
punctum New York, USA |4 Lab 40,17 11,56 216,89
secunda North Ca., USA 1 Lab 10,98 3,51 38,95
thoracica Osterreich 3 Lab 4,68 1,13 16,90
thoracica Spanien 1 Feld 0,67 0,26 1,36
thoracica Spanien 1 Lab 0,17 0,07 0,31
thoracica Italien 2 Feld 1,51 1,10 2,03
thoracica Italien 2 Lab 1,15 0,66 1,86
thoracica Italien 2 Lab 2,69 1,50 4,58
violacea Osterreich 1 Lab 1,86 0,23 6,60
violacea Estland 2 Lab 7,34 1,68 26,60
Meroplius f. | Java, Indonesien |1 Lab 0,36 0,08 0,93
Saltella s. Schweiz 1 Lab 0,88 0,50 1,43

Fiir finf Arten liegen > 4 Werte aus Tests mit verschiedenen Populationen vor (Tab. 6). Auch

wenn sich dabei die Sensitivitit einzelner Arten unterscheidet (z.B. S. thracica hoch, S.

punctum niedrig), so sind schon die Unterschiede auf Populationsebene erheblich: die

Minimum- und Maximumwerte liegen um einen Faktor von 15 — 115 auseinander.

Tab. 6: Wirkung von Ivermectin auf 4 — 6 Populationen von 5 Arten der Gattung Sepsis

(Diptera: Sepsidae), angegeben als EC50 in pg/kg Dung (TG) sowie dem Faktor zwischen

dem Minimal- und Maximalwert (EC50).

Art Anzahl Populationen EC50 Min-Max-Faktor
(Herkunft) (ng/kg Dung TG) (ca.)

S. cynipsea 7 (Siid- bis Nordeuropa) 1,41 115

S. fulgens 6 (Siid- bis Osteuropa) 20,0 15

S. neocynipsea 4 (Italien, Schweiz, USA) 5,72 20

S. punctum 6 (Mitteleuropa, USA) 77,8 15

S. thoracica 6 (Std- bis Mitteleuropa) 1,81 30
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Es ist gegenwirtig nicht entscheidbar, ob diese groBen Unterschiede typisch fiir Sepsiden sind
— oder ob bei anderen Testorganismen noch zu wenig Tiere aus verschiedenen Populationen
untersucht worden sind. Die Herkunft der jeweiligen Tiere (Labor oder Freiland bzw. die
geographische Region) scheint, vorbehaltlich einer statistischen Auswertung, jedenfalls keine
Rolle zu spielen. Erfahrungen aus der Literatur hinsichtlich der Wirkungen von Ivermectin
auf Sepsiden liegen kaum vor. Allerdings deuten die Ergebnisse von Freilandstudien auf eine
hohe Empfindlichkeit dieser Tiere hin (z.B. Floate 1998; Floate et al. 2002; Iwasa et al.
2005). Zudem gibt es Hinweise, das Ivermectin auf Tiere der Gattung Sepsis anziehend

wirken kann (Floate 2007).

Beispielhaft zeigen die Abbildungen 12 — 14 die Schlupfrate, Entwicklungsdauer und
Korpergrofle (Kopfbreite) in Abhédngigkeit von der Ivermectinkonzentration, bezogen auf
Trockengewicht, fiir Sepsis fulgens. Man sieht eine etwas ungewoOhnliche kontinuierliche
Erniedrigung der Schlupfrate mit der Ivermectinkonzentration, im Feld wie im Labor (Abb.
12). Nur bei den hochsten Konzentrationen erhohte sich die Entwicklungsdauer (Abb. 14)
und gleichzeitig erniedrigte sich die Korpergrofle (Abb. 13). Insgesamt bedeutet dies eine
Verringerung der Wachstumsrate. Allerdings sind diese sublethalen Effekte nicht bei allen
Arten gleichermaBlen zu beobachten. Auch ist daran zu erinnern, dass bei hohen

Konzentrationen die Datenmenge der iiberlebenden Fliegen natiirlich stark reduziert ist.

10 f Feid
Abb. 12: Schlupfrate von S. fulgens 0o I Lab
in Abhéngigkeit von verschiedenen u,s_é
Konzentrationen von Ivermectin in u -
Versuchen unter Labor- und Freiland- :_i
bedingungen (nug/’kg Dung TG) %
S
o

H,0 Aceton 148 468 1483 46.83 147.90
Ivermectin-Konzentration (pg / kg)
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Abb. 13 (oben): AdultgroBBe (Kopfbreite) von S. fulgens in Abhidngigkeit von verschiedenen

Konzentrationen von Ivermectin in Versuchen unter Labor- und Freilandbedingungen (pg/kg

Dung TG)

Abb. 14 (unten): Entwicklungsdauer von S. fulgens in Abhiangigkeit von verschiedenen

Konzentrationen von Ivermectin in Versuchen unter Labor- und Freilandbedingungen (ng/kg

Dung TG)
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3.2.2 Tests mit anderen Dungfliegen

Neben den Sepsiden wurden Ivermectintests auch noch mit der gelben Dungfliege
Scathophaga stercoraria (bereits frither; Rombke et al. 2009a), der nah verwandten Art Sc.
suilla (neu) und zwei Populationen von Musca domestica durchgefiihrt (Tab. 7). Auch wurde
der Moxidectintest noch mit Musca autumnalis durchgefiihrt, die freundlicherweise von der
Firma eurofins Agroscience in Niefern-Oschelbronn (Dr. Silvio Knibe) aus ihrer Zucht
bereitgestellt wurden. Somit stehen fiir beide Fliegenfamilien (Muscidae; Scathophagidae)
zumindest zwei Artenvertreter fiir Tests zur Verfiigung, wodurch Effekte der
phylogenetischen Verwandtschaft auf die Empfindlichkeit zumindest grob eingeschitzt
werden konnen. Bei allen Arten (inklusive der Sepsiden) konnen neben der Mortalitit
(lethaler Effekt) zumindest die beiden sublethalen Endpunkte adulte KorpergroBe und
Entwicklungsdauer (Ei — Adulttier) einfach abgeschétzt werden. Werden Eier auf ein feuchtes
Filterpapierchen umgesetzt (wie etwa bei Scathophaga stercoraria), kann auch die
Eimortalitdt (= Larvenschlupf) bestimmt werden. Fiir alle Arten auler Musca domestica
lassen sich Larven und Puppendauer (und —gréf3e) schwer erfassen, da die Tiere sich im oder

unter dem Dung verpuppen (M. domestica-Puppen dagegen liegen auf der Oberfliche.)

Tab. 7: Liste der in Ziirich auf ihre Empfindlichkeit gegeniiber Ivermectin und Moxidectin

getesteten Fliegenarten bzw. Populationen

Weitere Arten Herkunft der| Labor |Verhalten Labor
Population
Ivermectin Moxidectin
Musca autumnalis | USA X (USA)
Musca domestica | Schweiz, Schweden X X (CH)
Scathophaga suilla | Schweiz X
Sc. stercoraria Schweiz X X X (Schweiz)

Aus der Literatur ist die hohe Empfindlichkeit von Dungfliegen gegeniiber Ivermectin gut

bekannt. So wurden z.B. in den beiden Ringtests, die der Verabschiedung der OECD-

Richtlinie zur Dungfliegentestung vorangingen (Rombke et al. 2009; Rombke et al. 2010),

die folgenden Toxizitdtswerte filir [vermectin bestimmt:

S. stercoraria: Mortalitdt (Ei-Adultus): EC50 = 20,9 pug/kg Dung f.w.; NOEC = 8,1
pg/kg Dung f.w.; Entwicklungsdauer: NOEC < 0,8 pug/kg Dung f.w.

M. autumnalis: Emergenz: EC50 = 4.65 + 2.17 (SD) pg/kg fw; NOEC = 1,11 — 3,33
pg/kg f.w.; keine Wirkung auf die Entwicklungsdauer.
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Eine Ubersicht iiber weitere Testergebnisse ist Lumaret at al. (2010) zu entnehmen, withrend
mogliche Unterschiede hinsichtlich der Wirkung von Ivermectin auf verschiedene
Fliegenarten, inklusive Musca domestica, von Farkas et al. (2003) diskutiert werden. Gerade
im Fall von M. domestica konnte zudem dass Auftreten indirekter Effekte im Nahrungsnetz

beobachtet werden (Floate & Fox 1999).

Daten zur Toxizitdit von Moxidectin auf Dungfliegen liegen kaum vor, doch scheint die
Wirkung deutlich geringer als die von Ivermectin zu sein. So konnten weder fiir Musca
domestica (Wardhaugh et al. 1996; Floate et al. 2001; Farkas et al. 2003) noch Musca inferior
(Wardhaugh et al. 2001) Effekte nachgewiesen werden.

In den in diesem Vorhaben durchgefiihrten Tests mit Moxidectin wurden folgende Wirkdaten
(EC50 plus Standardabweichung) bestimmt:
Musca domestica (CH): 26,64 (7,54 — 288,5) mg/kg Dung FG = 189, 9 mg/kg Dung TG

Musca domestica (S): 12,95 (3,09 — 40,92) mg/kg Dung FG = 92,3 mg/kg Dung TG

Scathophaga suilla (CH): 8,92 (3,88 — 24,21) mg/kg Dung FG = 63,6 mg/kg Dung TG

E:«C=T Oekotoxikologie GmbH



Seite: 34 von 40

Zusammenfassung und Ausblick

Zusammenfassung

Die im Rahmen der Treffen der Aveiro-Gruppe erarbeiteten Uberlegungen zum
Higher-Tier-Testing von Dungorganismen im Rahmen der Umweltrisikobeurteilung
von Veterindrpharmaka wurden verdffentlicht bzw. ein entsprechendes Manuskript fiir
die Verdftentlichung vorbereitet.

Weniger erfolgreich verlief die Auswahl weiterer Test-Arten von Dungkéfern neben
der schon bisher eingesetzten Spezies Aphodius constans. Entgegen den Erwartungen
ist auch bei in der Literatur empfohlenen Spezies die Zucht ein erhebliches Problem.
Die Modifikation bzw. Neuentwicklung von Reproduktions-Tests mit Aphodius
constans in Hinsicht auf die Verwendung sublethaler Endpunkte ist weit
vorangeschritten. Sowohl die Verldngerung des schon als OECD ,,Guidance
Documents* (2010) vorliegenden Larventests von 21 auf 70 Tage als auch ein mit
adulten Kéfern startender Reproduktionstest erwiesen sich bei der Untersuchung von
Ivermectin und Moxidectin als empfindlicher im Vergleich zum existierenden OECD-
Larventest. Die Frage, ob die hdohere Sensitivitit den erhohten Testaufwand
rechtfertigt, ist dagegen noch nicht entschieden.

Beim Vergleich der hier vorgestellten Daten mit Literaturangaben zur Wirkung von
Ivermectin und Moxidectin auf Aphodius-Spezies zeigt sich, dass die Auswahl der
Messendpunkte sowie die Empfindlichkeit der verlangerten Tests gut mit bisher
publizierten Erfahrungen korrespondieren. Allerdings ist noch nicht geklart, wie im
Einzelnen die Attraktivitit von mit Ivermectin oder Moxidectin kontaminierten
Dunghaufen bei der Bewertung beriicksichtigt werden kann.

In Tests mit verschiedenen Arten aus der Familie der Schwingfliegen (Sepsidae) liel3
sich bestdtigen, dass diese kleinen Dipteren gerade fiir Tests mit Endpunkten wie
Schlupfrate oder Entwicklungsdauer gut geeignet sind. In diesen Versuchen wurden
zudem bisher vernachldssigte Fragen wie z.B. Unterschiede hinsichtlich der Wirkung
von Veterindrpharnaka auf einzelne Populationen der gleichen Art untersucht. Da
diese Fliegen zudem einfach zu ziichten sind, ist nach jetzigem Kenntnisstand eine
weitergehende Priifung ihrer Eignung als Testorganismen zu empfehlen. Zudem
konnen verschiedene, evtl. lokale Arten, in verschiedenen Weltregionen mit den

gleichen Methoden zum Einsatz kommen.
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- Neben den zahlreichen Sepsiden (Sepsidae) stehen nun fiir die Fliegenfamilien
Muscidae und Scathophagidae zumindest zwei Artenvertreter flir Tests zur
Verfiigung, wodurch Effekte der phylogenetischen Verwandtschaft auf die
Empfindlichkeit zumindest grob eingeschétzt (korreliert und letztlich kontrolliert)
werden konnen. Bei allen Arten konnen neben der Mortalitdt (lethaler Effekt)
zumindest die beiden sublethalen Endpunkte adulte Korpergrofe und
Entwicklungsdauer (Ei — Adulttier) einfach abgeschétzt werden.

4.2  Ausblick

Die Standardisierung eines Tests mit einer Kaferart, die eine andere 6kologische Rolle als
Aphodius constans spielt, wird weiter verfolgt. Zum Zeitpunkt des Abschlusses dieses
Berichts wurde ein internationaler Ringtest mit der aus kanadischen Freilandfingen
stammenden Art Onthophagus nuchicornis (Abb. 15). an dem insgesamt neun Laboratorien
aus fiinf Landern teilnehmen, begonnen. Diese Aktivitit wird vom UBA im Rahmen des
Vorhabens ,,Bereitstellung von Dungkidfern zur Durchfilhrung eines Ringtestes als
Voraussetzung der Implementierung eines OECD Leitfadens (FKZ 360 14 012) unterstiitzt.
Ergebnisse diirften zum Jahreswechsel 2010/2011 zu erwarten sein. Eine Einarbeitung der
dabei gemachten Erfahrungen in das bestechende OECD Guidance Document oder die
Erstellung einer eigenen Richtlinie sowie die Abfassung einer Publikation werden dann die
ndchsten Schritte sein. Diese Arbeiten werden in enger Abstimmung mit dem Auftraggeber

(UBA) sowie der EMA erfolgen.

Abb. 15: Abbildung beider —or—  onel. Y L)
Geschlechter der Testspezies

Onthophagus nuchicornis

(Quelle: J-P. Lumaret)
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Diverse Arten von Schwingfliegen (Sepsidae) erwiesen sich gerade fiir Tests mit Endpunkten
wie Schlupfrate oder Entwicklungsdauer als gut geeignet. Da diese Fliegen einfach zu
ziichten sind, ist nach jetzigem Kenntnisstand eine weitergehende Priifung ihrer Eignung als
Testorganismen zu empfehlen. Zudem konnten verschiedene, evtl. lokale Arten in
verschiedenen Weltregionen mit den gleichen Methoden zum Einsatz kommen. In den
Sepsiden-Versuchen wurden weiterhin bisher vernachldssigte Fragen untersucht, wie z.B.
Unterschiede hinsichtlich der Wirkung von Veterindrpharnaka auf einzelne Populationen der
gleichen Art, oder auch mogliche Unterschiede der Wirkung unter kontrollierten, konstanten
Labor- vs. Freilandbedingungen. Neben mehreren Schwingfliegenarten (Sepsidae) stehen nun
auch fiir die Fliegenfamilien Muscidae und Scathophagidae zumindest zwei Artenvertreter fiir
Tests zur Verfiigung, wodurch Effekte der phylogenetischen Verwandtschaft auf die
Empfindlichkeit zumindest grob eingeschitzt, korreliert und letztlich kontrolliert werden
konnen. Bei allen Arten konnen neben der Mortalitét (lethaler Effekt) zumindest die beiden
sublethalen Endpunkte adulte Korpergrofle und Entwicklungsdauer (Ei — Adulttier) einfach

erfasst werden.

Abschlieflend ist darauf hinzuweisen, dass die hier beschriebenen Arbeiten und Erkenntnisse in
das vor kurzem gestartete UBA-Projekt ,,Vergleich der Dungfauna- und Pflanzendkosysteme
auf ivermektin-belasteten und -unbelasteten Weideflachen als Beispiel fliir Auswirkungen eines
Tierarzneimittelwirkstoffes (FKZ 371063412) einflieBen werden. In diesem Vorhaben werden
sowohl die Biodiversitidt von Dungorganismengemeinschaften (speziell Kéfern) als auch deren
okologische Funktionen und Leistungen betrachtet werden (Hutton & Giller 2003; Nichols et al.
2008). Zudem werden die Aktivititen der SETAC-Advisory-Group DOTTS (z.B. die
Organisation eines Sitzungsblocks bei der ndchsten SETAC-Europe Tagung (May 2011,
Mailand)) weiter gefiihrt werden.
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	1. Ziele des Sachverständigengutachtens

	Im Einzelnen gliedert sich das Vorhaben (und der Bericht) in einen theoretischen und einen praktischen Teil, deren Ziele sich wie folgt konkretisieren lassen:
	Teil Theorie:
	- Publikation der Ergebnisse der Arbeitsgruppen 2 und 3 der  Aveiro-Gruppe
	- Publikation der Ergebnisse der Arbeitsgruppe 1 der  Aveiro-Gruppe
	- Publikation der Ergebnisse der im Rahmen des Vorhabens durchgeführten praktischen  Käfer- und Fliegentests
	- Betreuung der Richtlinienentwicklung der OECD.
	Teil Praxis:
	- Auswahl der für eine Testung am besten geeigneten Dungkäferspezies (inklusive  deren Haltung und Zucht)
	- Durchführung von sublethalen Tests, primär mit der Art Aphodius constans
	- Durchführung von nicht-standardisierten Tests mit Fliegenarten aus der Familie der  Sepsiden
	Die Ergebnisse aus beiden Teilen des Vorhabens sind in Form von Empfehlungen zum weiteren Vorgehen bei der ökotoxikologischen Testung von Veterinärpharmaka zusammen zu fassen. 2. Darstellung der bisher durchgeführten Arbeiten: Teil Theorie
	2.1. Veröffentlichungen
	2.3 Richtlinienbetreuung und -entwicklung
	Im Berichtszeitraum wurden die folgenden Aktivitäten im Zusammenhang mit Richtlinien zur Dungorganismentestung durchgeführt:
	- Beantwortung der zweiten Runde der (wenigen) Kommentare der Experten der OECD-Testrichtlinienkommission zum Entwurf des „Guidance Documents“ zum Dungkäfertest (OECD 2009); inzwischen wurde die neue Version zur erneuten Kommentierung (Dauer: bis Janu...
	- Nach offizieller Publikation der Richtlinie zur Dungfliegentestung (OECD 2008) wurden die zugrunde liegenden Daten aus einem internationalen Ringtest mit den Dungfliegen S. stercoraria und M. autumnalis in zwei englischsprachigen Journalen veröffent...

	3. Darstellung der bisher durchgeführten Arbeiten: Teil Praxis
	3.1.1 Auswahl der zu verwendenden Dungkäfer
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