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Kurzbeschreibung

Antikoagulante Rodentizide (AR) sind wichtige Wirkstoffe bei der
Schadnagerbekdmpfung im Biozidbereich, konnen aber unter Umstdnden Nichtzielarten
gefdhrden. In diesemn Projekt erfolgte 1. die Erfassung von Rodentizidriickstdnden bei
Nicht-Zielarten 2. die Quantifizierung der Rodentizidriickstdnde entlang des
Expositionspfades Kéder — Beute — Rauber und 3. die Ermittlung saisonaler Effekte auf
sekundire Rodentizidriickstédnde in Prédatoren.

61% der Fuchsleberproben wiesen AR-Riickstdnde auf. Fiichse aus Landkreisen mit hoher
GrofBviehdichte (Indikator fiir hohen Rodentizideinsatz) waren hiufiger belastet, als
Flichse aus Landkreisen mit niedrigen GroBviehdichten. In 32% der Eulen- und
Greifvogelproben kamen AR-Riickstdnde vor. Mit steigender Entfernung zum
Anwendungsort sank der Anteil mit Brodifacoum belasteter Kleinsduger. Riicksténde
konnten in allen untersuchten Kleinsdugerarten nachgewiesen werden. ApodemusArten
wiesen hdufig und z.T. hohe Riickstdnde auf und bildeten den zweigréfiten Anteil der
saisonal schwankenden Schleiereulennahrung. MicrotusArten, als hdufigste Beuteart,
wiesen nur in Einzelfdllen Riicksténde auf. Der Expositionsweg von AR iiber Apodemus
Arten scheint daher fiir Schleiereulen wahrscheinlich, wenn die Schleiereule im
Hofbereich jagt.

Abstract

Anticoagulant rodenticides (AR) are important agents in biocidal pest rodent control, but
could endanger non-target animals. Project aims were to 1. monitor rodenticide residues
in non-target species 2. quantify rodenticide residues along the exposure path bait — prey
- predator and 3. investigate seasonal effects on secondary rodenticide residues in
predators.

61% of liver samples from red foxes showed AR-residues. Foxes from rural districts with
high livestock density (indicator for high rodenticide usage) carried AR-residues more
frequently than foxes from areas with low livestock density. AR-residues were detected in
32% of owls and birds of prey. The proportion of non-target small mammals carrying
brodifacoum-residues decreased with increasing distance from baiting points. Residues
were found in all investigated small mammal species. Apodemusspecies showed AR-
residues in partly high concentrations and constituted the second largest part of the barn
owls diet. Microtusspecies were the main prey component of barn owls but showed
almost none residues. Exposure to brodifacoum through Apodemusspecies seems to be
most likely for barn owls if barn owls hunt in farm surroundings.
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1 Zusammenfassung

1.1 Einleitung

Antikoagulante Rodentizide (AR) werden in Deutschland in betrdachtlichen Mengen zur
Schadnagerregulierung eingesetzt. Sie finden sowohl im Pflanzenschutz- als auch im
Biozidbereich Anwendung. Im vorliegenden Projekt geht es um den Einsatz von ARs im
Biozidbereich. Alle ARs wirken als Blutgerinnungshemmer und fithren auf verzogerte
Weise durch Verbluten zum Tod. Hierdurch entwickeln Zielarten keine Kéderscheu und
bei ungewollten Vergiftungen (z.B. Hoftiere) ist Vitamin K als Gegengift verfiigbar. ARs
wirken bei allen warmbliitigen Tieren und stellen somit eine Gefahr fiir Nichtzielarten
dar, sich daran zu vergiften. Dies kann entweder tiber die direkte Kéderaufnahme
geschehen (primére Vergiftung) oder iiber die Aufnahme belasteter Beute durch
Pradatoren oder Aasfresser (sekundéare Vergiftung).

Da neben den Zielarten auch Nichtzielkleinsduger in der Umgebung landwirtschaftlicher
Betriebe vorkommen, besteht ein Risiko fiir Primérvergiftungen mit ARs bei
Nichtzielarten im Hofbereich. Untersuchungen zu primaéren Vergiftungen in
Nichtzielkleinsdugern sind weltweit sehr selten und wurden in Deutschland bisher nicht
durchgefihrt. Aufgrund der unterschiedlichen Biologie der Nichtzielarten (z.B.
Nahrungsspektren und Habitatanspriiche) konnten die Arten einem unterschiedlich
hohen Risiko ausgesetzt sein, mit bioziden AR-Kddern in Kontakt zu kommen.

In zahlreichen Studien, die sich mit sekundédren Vergiftungen von Prdadatoren
beschéaftigten, wurden Riicksténde in Eulen und Greifvogeln gefunden, wobei der Anteil
an belasteten Individuen iiber die Jahre hinweg zuzunehmen schien. Deshalb wurde der
Einsatz von Pflanzenschutzmitteln neben dem Verlust von Nistmoglichkeiten fiir den
Riickgang u.a. der Schleiereulenpopulationen (7yfo alba) in Westeuropa mit
verantwortlich gemacht. Einige Studien haben AR-Riickstédnde in Hermelinen (Mustela
erminea), lltissen (Mustela putorius) und Fichsen (Vulpes vulpes) nachgewiesen.
Pradatoren nehmen ARs hauptsdchlich tiber belastete Beuteindividuen auf. Sowohl Ziel-
als auch Nichtzielarten konnten eine Rolle spielen.

Es ist schwierig, Studien aus anderen Landern auf Deutschland zu iibertragen, da die
Zulassung von antikoagulanten Rodentiziden im Biozidbereich weltweit nicht einheitlich
geregelt ist. Zudem sind in anderen Ldndern auch andere Wirkstoffe als
Pflanzenschutzmittel oder Biozide zugelassen als in Deutschland und die
Zusammensetzung der Arten im Hofbereich variieren.

Kleinnager haben eine grof3e Bedeutung als Nahrung fiir Pradatoren wie Eulen,
Greifvogel und Fiichse. Bei auf Nager spezialisierten Prddatoren wie der Schleiereule kann
die Nahrungszusammensetzung vom verfiigbaren Beuteangebot z.B. an Wald- und
Feldnagern abhangen. In einigen Landern, wie z.T. auch in Deutschland, kommen
Zielarten von Rodentizidanwendungen nur selten in der Nahrung der Schleiereule vor.
Dies deutet darauf hin, dass die Giftaufnahme gerade iiber Nichtzielkleinsduger eine
entscheidende Rolle spielen kann. Dieser Expositionspfad wurde bisher aber kaum
untersucht. Ebenso ist unbekannt, in welchem MaBe Pradatoren, z.B. Eulen, Greifvogel
und Fiichse in Deutschland durch Rodentizide belastet sind.
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Im ldandlichen Bereich diirfte die Intensitdt der Anwendung biozider ARs — und damit das
Risiko fiir Nichtzielarten - z.B. mit der Viehhaltung zusammenhéngen, weil in der
Tierhaltung kommensale Schadnager bekdmpft werden miissen. Dieser Aspekt wurde
jedoch bisher nicht betrachtet. Ebenso ist weitgehend unbekannt, inwieweit das saisonale
und jahrlich schwankende Beuteangebot Auswirkungen auf die Riickstédnde biozider ARs
in Prddatoren haben. Feldmaéause (Microtus arvalis) und Rotelméause (Myodes glareolus)
zeigen beispielsweise starke Schwankungen der Populationsdichte saisonal und zwischen
den Jahren und es kommt immer wieder zu Massenvermehrungen. Es wére somit
denkbar, dass Populationsschwankungen der Nager die Belastung mit Rodentiziden der
Pradatoren beeinflussen.

1.2 Ziele
Im Projekt sollte deshalb erfolgen:

1. die Erfassung von Rodentizidriickstinden bei Nicht-Zielarten unter Berticksichtigung
der Anwendungsintensitat

2. die Quantifizierung der Rodentizidriickstande entlang des Expositionspfades Koder -
Beute — Rduber

3. die Ermittlung der Effekte der saisonalen und jahrlichen Variabilitdt der Nagerdichten
auf das Risiko von sekundaren Rodentizidriickstdnden in Pradatoren.

1.3 Methoden

1.3.1 Erfassung von Rodentizidriickstanden bei Nichtzielarten unter Beriicksichtigung der
Anwendungsintensitat

Im Jahr 2012 und 2013 wurden im Rahmen des Tollwutmonitorings der Bundeslander bei
Fuchsen aus verschiedenen Regionen Deutschlands Leberproben genommen und im
Projekt auf Rodentizidriickstinde untersucht.

Fur die Analyse der Leberproben wurde eine neue Methode entwickelt, bei der die
Proben mittels einer Chem-Elut Sdule aufgereinigt und anschlieBend mittels
Fliissigchromatographie (LC) gekoppelt mit einer Massenspektrometrie (MS) gleichzeitig
auf acht verschiedene AR-Wirkstoffe (Brodifacoum, Bromadiolon, Chlorphacinon,
Coumatetralyl, Difenacoum, Difethialon, Flocoumafen und Warfarin) hin untersucht
wurden.

Fiir jeden deutschen Landkreis wurde die GroBviehdichte (GV, GroBvieheinheiten pro
Fldche des Landkreises) (GENESIS-Online Datenbank des statistischen Bundesamtes,
01.03.2010) pro Flache des Landkreises ermittelt. Eine Grof3vieheinheit entspricht 500 kg
Tiermasse. Wir gingen davon aus, dass mit steigender GV auch die Menge an
eingesetzten Rodentiziden steigt. Die GV stellte deshalb einen Indikator fiir die
eingesetzte Menge an Rodentiziden dar. Die GroBviehdichte wurde in drei Klassen
eingeteilt: niedrig (GV unter 0,2) mittel (GV zwischen 0,2 und 0,5), hoch (GV iber 0,5).
Proben aus Landkreisen mit verschieden GVs wurden hinsichtlich des Vorkommens von
AR-Riickstanden in Fuchsleberproben verglichen.

Uber einen Zeitraum von 2 Jahren (2011 und 2012) wurden auBerdem Totfunde von
Eulen und Greifvégeln aus verschiedenen Regionen Deutschlands gesammelt. Die
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Leberproben der Vogel wurden wie die Fuchsleberproben mittels LC-MS auf Riickstande
der acht rodentiziden Wirkstoffe hin untersucht.

1.3.2 Quantifizierung der Rodentizidriickstdande entlang des Expositionspfades Koder - Beute - Rduber

In den Jahren 2011, 2012 und 2013 erfolgte im Herbst (2011 und 2012) und im Winter
(2012 und 2013) im Miinsterland (Nordrhein-Westfalen) auf sechs bis neun
landwirtschaftlichen Betrieben pro Jahreszeit ein Monitoring von AR-Rickstdnden in
Kleinsdugern. Auf jedem Betrieb wurde fiir die Regulierung von Wanderraten Ratron©
Brodifacoum-Haferflocken-Koder fachgerecht in Kéderstationen im Innen- und
AuBenbereich des Hofes ausgelegt. Die Anwendung erfolgte iber drei Wochen. Nichtziel-
Kleinsduger wurden in drei Zeitrdumen (vor, wahrend und nach) der
Schadnagerregulierung mit Schlagfallen gefangen. Der Fang der Tiere erfolgte je Hof auf
zwei Transekten, die vom Anwendungsort weg fithrten. Pro Transekt wurden 54 Fallen
aufgestellt. Die Fallenstandorte der Transekte wurden in drei Entfernungsbereiche
eingeteilt (dicht, mittel, fern). Die Fallen wurden so lange scharf gestellt, bis auf einem
Transektabschnitt (als Summe aus beiden Transekten) fiinf Kleinsduger gefangen wurden.
Leberproben der Kleinsduger wurden mittels LC-MS auf Rodentizidriickstédnde untersucht.

Vor, wahrend und nach der Rodentizidanwendung erfolgte im 3-Tage Intervall das
Aufsammeln von Gewoéllen an Nist- und Rastpldatzen der Schleiereulen. Knochen und
Zahne wurden aus den Gewollen herausgetrennt und anschlieBend den Beutearten
zugeordnet.

1.3.3 Ermittlung der Effekte der saisonalen und jahrlichen Variabilitdt der Nagerdichten auf das Risiko
von sekunddren Rodentizidriickstanden in Pradatoren

2012 war sowohl fur die Rotelmaus als auch fir die Feldmaus ein
Massenvermehrungsjahr. Im Jahr 2013 war dies nicht der Fall. Der Anteil an AR-
Riickstdanden in Fiichsen wurde zwischen 2012 und 2013 verglichen. Das Beutespektrum
von Schleiereulen wurde anhand der Gewdlle-Zusammensetzung von Méarz 2011 bis
Januar 2013 monatlich bestimmt um saisonale und jahrliche Schwankungen der
Kleinséduger in der Nahrung zu untersuchen.

1.4 Ergebnisse

1.4.1 Erfassung von Rodentizidriickstanden bei Nicht-Zielarten unter Beriicksichtigung der
Anwendungsintensitat

Insgesamt wurden 265 Fuchsleberproben auf Riicksténde untersucht, von denen 161
Rickstdande von antikoagulanten Rodentiziden aufwiesen. Es zeigte sich, dass Ruckstande
von SGAR (Brodifacoum, Bromadiolon, Difenacoum, Difethialon und Flocoumafen)
deutlich haufiger auftraten als Riickstinde von Wirkstoffen der ersten Generation
(Chlorphacinon, Coumatetralyl, Warfarin). Brodifacoum und Bromadiolon konnten am
héufigsten nachgewiesen werden, wéhrend Chlorphacinon und Warfarin nur in
Einzelfdllen vorhanden waren. Wie erwartet zeigte sich, dass Riickstdnde in Individuen
aus Landkreisen mit hohem Rodentizideinsatz (Indikator: GV) vermehrt mit AR-
Ruckstdnden belastet waren.

In Eulen- und Greifvogelproben traten Rickstdnde vor allem in auf Nager spezialisierten
Arten (Mdusebussard (Buteo buteo), Rotmilan (Milvus milvus) und Schleiereule) auf.
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Zwanzig der 63 untersuchten Proben aller Vogelarten zeigten Riickstdnde. Sechs Proben
enthielten mehr als einen Wirkstoff.

1.4.2 Quantifizierung der Rodentizidriickstande entlang des Expositionspfades Koder - Beute - Rduber

Von 54 Wanderratten (Rattus norvegicus) als Zielart der Rodentizidanwendung wiesen
98% den wahrend der Bekdmpfung verwendeten Wirkstoff (Brodifacoum) auf. Die
Konzentrationen waren in Proben verendet aufgefundener Tiere hoher als in denen
gefangener Individuen, ebenso zeigten die homozygot AR-resistenten Wanderratten
(Mutation Y139C) im Vergleich zu nicht resistenten bzw. heterozygot resistenten héhere
Rickstandskonzentrationen.

Im gesamten Untersuchungszeitraum gelang der Fang von 1.243 Nichtziel-Kleinsdugern.
Der Fangerfolg in den zwei Herbstaktionen war signifikant hoher als in den beiden
Wintern. Die Fangerfolge nach der Anwendung von Brodifacoum waren stets die
niedrigsten. Gefangen wurden ApodemusArten (A. sylvaticus und A. flavicollis),
Rotelmduse, Feldméuse und Erdméuse (Microtus agresits) sowie drei verschiedene Sorex-
Arten (8. araneus, S. coronatus und S. minutus) und Hausspitzmaduse (Crocidura russula).

Riickstdnde anderer AR-Wirkstoffe als Brodifacoum waren selten in den Proben zu finden
(max. 4%). Eine Ausnahme bildete hier Chlorphacinon, welches im Herbst 2011 vermehrt
auftrat (14,7%). Auch selten waren Riicksténde des angewandten Wirkstoffs Brodifacoum
vor Bekdmpfungsbeginn in den beiden Aktionen im Herbst. Im Winter dagegen zeigten
die Tiere vor Bekdmpfungsbeginn vermehrt Riickstdnde; es handelte sich hierbei aber um
vorwiegend geringe Konzentrationen (<100 ng/g Leber).

Mit steigender Entfernung zum Anwendungsort sank der Anteil belasteter Individuen.
Dieses Muster zeigt sich in allen untersuchten Zeitrdumen. Hohe Brodifacoum-
Konzentrationen (>1.000 ng/g Leber) traten fast ausschlieBlich im dichten
Transektabschnitt auf. Der Anteil an Tieren mit niedrigen Konzentrationen war nach der
Bekdmpfung (ca. 35%) in dichter Entfernung zum Hof signifikant hoher als wédhrend der
Anwendung (ca. 10%), wiahrend der Anteil hoher Konzentrationen (ca. 8%) in diesem
Bereich nach der Bekdmpfung tendenziell geringer war als wéhrend der Anwendung (ca.
17%).

Zwischen den Kleinsdugertaxa zeigten sich Unterschiede in der Belastungsintensitat.
Apodemus-Arten, sowie Rotelmduse und Hausspitzmduse wiesen im dichten
Transektabschnitt regelméafBig Rickstdnde auf, in z.T. hohen Konzentrationen, wédhrend
Riickstande in Sorex-Arten zwar genauso oft vorkamen, die Konzentrationen jedoch
geringer waren. Microtus-Arten waren nur selten mit ARs belastet.

Microtus-Arten waren der Hauptbestandteil der Schleiereulennahrung, aber auch
ApodemusArten und Sorex-Arten traten oft in der Beute der Schleiereule auf, ebenso wie
die etwas weniger prdsente Rotelmaus. Hausspitzméause dagegen kamen eher selten vor.
Zielarten waren nur in Einzelfdllen vertreten.

1.4.3 Ermittlung der Effekte der saisonalen und jahrlichen Variabilitdt der Nagerdichten auf das Risiko
von sekunddren Rodentizidriickstanden in Pradatoren

Von Mirz 2011 bis Januar 2013 wurden 1.708 Gewolle gesammelt, und die
Kleinsdugerzusammensetzung untersucht. Insgesamt konnten 6.034 Beuteindividuen
identifiziert werden. Zielarten einer bioziden Rodentizidanwendung (hier: Wanderratten
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und Hausmadause) kamen nur in seltenen Féllen in der Schleiereulennahrung vor.
Wanderratten traten ausschlieBlich von Oktober bis Januar in den Gewollen auf (max.
Januar 2013: 4,2%), Hausmaduse von Juli bis Marz (max. Januar 2013: 1,5%). Feldméause
kamen am héufigsten vor. In der Brutzeit (Frithjahr- und Sommermonate) der Eulen
machten Feldmduse im Hofmittel bis 65% der Nahrungsbestandteile aus. In den
Wintermonaten waren sie etwas weniger dominant vertreten. In dieser Zeit stieg
dagegen der Anteil an Apodemus und Sorex-Arten. Rételméuse und Hausspitzmause
waren das ganze Jahr tber selten zu finden und zeigten den hochsten Anteil im spédten
Herbst. Die Massenvermehrung der Roételmaus im Jahr 2012 spiegelte sich nicht in der
Gewollezusammensetzung wider. Feldmé&use machten jedoch im Massenvermehrungsjahr
(2012) im Juli und August tendenziell einen gro8eren Anteil der Schleiereulennahrung
aus als 2011, als keine Feldmausmassenvermehrung auftrat. Die Zunahme war mit 10%
aber relativ gering. Der Anteil an Proben mit AR-Riickstdnden in Fiichsen unterschied sich
nicht zwischen den Jahren.

1.5  Schlussfolgerungen

Wirkstoffe antikoagulanter Rodentizide, vor allem die der zweiten Generation, waren
regelmdBig in Fuchsleberproben vorhanden. Es zeigte sich, dass solche Riickstédnde
héufiger in Landkreisen mit hoher GV und damit einem vermuteten starkerem Einsatz
von ARs einhergehen. Fiichse kommen anscheinend mit Bioziden, die in der Tierhaltung
angewandt werden, in Kontakt. Von Eulen und Greifvogeln waren vor allem solche Arten
belastet, die auf Nager als Beute spezialisiert sind (M&usebussard, Rotmilan und
Schleiereule).

Es zeigte sich, dass Nichtzielkleinsduger verschiedener Arten in Hofumgebung in
Koderstationen ausgelegte Brodifacoum-Kdder konsumieren und es somit zu
Primédrvergiftungen kommt. Auch Sekundérvergiftungen tiber wirbellose Tiere kdnnten
(v.a. bei den geringen Rickstdnden in Spitzmé&usen) eine Rolle spielen. Der Anteil an
Individuen mit Riickstdnden war in dichter Hofurngebung héher als in weiterer
Entfernung. Tiere mit Brodifacoum-Leberkonzentrationen >1.000 ng/g stammten fast
ausschlieBlich aus der dichten Hofumgebung, so dass besonders dort die Exposition
beziiglich Sekundéarvergiftungen gegeben ist.

Der hohere Anteil von Proben mit AR-Riickstdnden in Nichtzielarten vor der Anwendung
von Brodifacoum im Winter spiegelte die Persistenz des Wirkstoffs wider.
Dementsprechend traten auch drei Monate nach der Anwendung noch Riickstdnde des
angewandten Rodentizids auf, wahrend Riickstédnde anderer Wirkstoffe gleichbleibend
selten gefunden wurden. Auch dies demonstriert die Assoziation von AR-Rickstdnden in
Kleinsdugern mit dem unmittelbaren Anwendungsort und die geringe
Wahrscheinlichkeit, dass Kleinsduger Koder auf benachbarten Hofen konsumieren.

Riickstande konnten in allen untersuchten Arten nachgewiesen werden. Besonders
betroffen waren neben Nagern (Waldmaéause und Rotelméuse) auch Hausspitzmause,
obwohl diese als insektivor gelten. Riickstédnde wurden auch in anderen Spitzmausarten
gefunden, allerdings in deutlich geringeren Konzentrationen. Dies kénnte darauf
hindeuten, dass diese Tiere den Koder nicht direkt, sondern evtl. iiber Invertebraten
aufgenommen haben.
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ApodemusArten konnten in Hofndhe besonders oft gefangen werden, au3erdem waren
sie auch regelméBig in den Gewdllen von Schleiereulen zu finden. Der Expositionsweg
von AR iiber ApodemusArten scheint daher fiir Schleiereulen wahrscheinlich, wenn die
Schleiereule im Hofbereich jagt. Auch Rotelmduse konnten hier eine Rolle spielen,
kommen in den Gewdllen jedoch deutlich seltener vor. Microtus-Arten, die besonders
héufig von der Schleiereule erbeutet wurden, waren selten belastet und diirften daher
kaum als Expositionspfad eine Rolle fiir Schleiereulen dieser Gegend spielen. Da
Hausspitzmaéuse nur selten in Gewollen gefunden wurden und Sorex-Arten nur
Riickstandskonzentrationen unter 1.000 ng/g aufwiesen, scheint das
Gefdhrdungspotenzial durch diese Arten eher gering.

Massenvermehrungen von Feld- und Rotelmaus schienen im Untersuchungszeitraum von
2011 bis 2013 nur einen geringen Einfluss auf die Beutezusammensetzung von
Schleiereulen zu haben und daher das Risiko von Sekundérvergiftungen von
Schleiereulen nicht wesentlich zu beeinflussen. In Bundesldndern mit extremeren
Massenvermehrungen, v.a. der Feldmaus, kénnte sich die Verfiigbarkeit von Feldmé&usen
als Nahrungsquelle deutlicher in der Zusammensetzung der Schleiereulenbeute
niederschlagen und so das Expositionsrisiko verringern.

Die Erkenntnisse aus diesem Projekt stellen eine wichtige Grundlage fiir die Beurteilung
von Risiken bei der Anwendung von ARs und der Betrachtung von Risikominimierungs-
Strategien dar. Eine abschliefende Einschdtzung biologischer Effekte von AR-
Wirkstoffriicksténden auf biologische Effekte war in diesem Projekt aber nicht mdéglich,
weil die erforderlichen Informationen zum Zusammenhang LDsg - Leberkonzentration —
Wirkung kaum bekannt sind.
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2 Summary

2.1 Introduction

Anticoagulant rodenticides (ARs) are commonly used in Germany for pest rodent control.
Anticoagulant rodenticides are used for plant protection as well as for biocidal use. The
active agents of rodenticides belong to the coumarin or indandion derivates. They inhibit
blood clotting of vertebrates and result in a delayed death of poisoned individuals caused
by internal bleeding. This mode of action avoids bait shyness of rodents and vitamin k is
available as antidote. However, ARs act on all warm-blooded animals and therefore non-
target animals are at risk to be poisoned as well. There are two ways of poisoning:
through bait ingestion (primary poisoning) and through intake of poisoned prey or
carrion (secondary poisoning).

Beside the target rodents, there are non-target small mammal species in the surrounding
area of a farm. These are at risk of primary poisoning during biocidal AR-use. The extent
of risk depends on the species’ food preferences and habitat use. Little is known about
primary poisoning with ARs in small mammals and there have been no systematic studies
in Germany.

Worldwide there is evidence of secondary poisoning with ARs in many species when
predators consume poisoned small mammals. Many studies focused on the impact of ARs
on birds of prey showing that the fraction of individuals which carry AR-residues
increases over time. Increasing AR-residues were discussed as a potential reason for
declines of barn owl (7yto alba) populations in Europe. Some studies considered other
predators like stoats (Mustela erminea), polecats (Mustela putorius) and European foxes
(Vulpes vulpes). Because predators take up rodenticides by consuming poisoned prey, it
seems likely that target animals play an important role in this context. However, in some
countries, as in Germany, commensal rodents are usually rare in the predators’ diet. This
indicates that poison uptake through contaminated non-target animals could play an
important role for predators. However, this has rarely been studied and - apart from
occasional opportunistically collected information - no data are available for Germany.

It is difficult to transfer the results of studies from other countries to Germany, because of
varying pesticide regulation and varying use of ARs in biocides and plant protection
products. Additionally, small mammal communities can differ depending on region.

In rural areas the intensity of biocidal use, and thus the risk for non-target animals,
should depend on the density of livestock farming, because pest management is common
in livestock farming in Germany. This correlation was not investigated yet. Equally, there
is a lack of knowledge about the effect of population fluctuations of small prey mammals
on predators’ risk of secondary poisoning. In Germany, there are outbreaks of common
vole (Microtus arvalis) and bank vole (Myodes glareolus) populations every 2-5 years,
which could affect risk and AR-residues in predators.

2.2 Aims

Project aims were to
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1. monitor rodenticide residues in non-target species according to rodenticide use
intensity

2. quantify rodenticide residues along the exposure path bait — prey - predator

3. investigate seasonal and annual effects of rodent population density on secondary
rodenticide residues in predators.

2.3 Methods

2.3.1 Recording rodenticide residues in non-target species according to rodenticide use intensity

In 2012 and 2013 liver samples from European foxes were collected in different regions
of Germany and analysed for anticoagulant rodenticide residues. A new method was
developed to purify samples with a Chem-Elut column and to analyse the samples by a
high performance liquid chromatograph tandem mass spectrometer (LC-MS) for eight
different AR-active agents simultaneously (brodifacoum, bromadiolone, chlorphacinone,
coumatetralyl, difenacoum, difethialone, flocoumafen and warfarin).

Livestock units per area were calculated for each German rural district (GENESIS-Online
Database of the Federal Statistical Office: 01.03.2010). Livestock density (LD) was used as
indicator for the intensity of rodenticide use. We assumed that livestock density is
positively correlated with the amount of rodenticides applied because infestation with
commensal rodents in livestock farming is common and, therefore pest-management is
necessary and partially requlated by law. We compared AR-occurrences in fox liver
samples from rural districts with different LDs.

2011 and 2012 owls and birds of prey found dead were collected from different regions
of Germany. Liver samples of these individuals were screened by LC-MS for eight AR-
substances following the procedures for the fox samples.

2.3.2 Quantification of rodenticide residues along the exposure path bait - prey - predator

Twice a year from 2011 to 2013 (autumn 2011 and 2012 and winter 2012 and 2013) AR-
residues in small mammals were monitored on six to nine livestock farms in the area of
Muenster (North Rhine-Westphalia) in Germany. On each farm Ratron© brodifacoum
rolled oat bait was used in bait boxes indoor and outdoor for three weeks according to
label instructions. Non-target small mammals were snap trapped before, while and after
bait application. Trapping was done on two transects per farm that started at bait boxes
and extended away from the baited area. Per transect 54 snap traps were set. Transects
were divided into three sections: close, medium and far away from the baited area. Traps
were set until five individuals (sum of both transects) per distance section were trapped or
for a maximum of three days. Liver samples of small mammals were analysed for AR-
residues by LC-MS.

Fresh spit pellets of barn owls were sampled from known resting and nesting sites every
third day. Bones and teeth from the spit pellets were used for the identification of small
mammal species.
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2.3.3 Investigation of seasonal and annual effects of rodent population density on secondary
rodenticide residues in predators

2012 was an outbreak year of common voles and bank voles. Residue occurrence was
compared between these years. Seasonal and annual fluctuations in barn owls diet was
based on monthly spit pellet collections from March 2011 to January 2013.

2.4 Results

2.4.1 Recording rodenticide residues in non-target species according to rodenticide use intensity

Of the 265 liver samples from foxes screened for AR-residues, 60.8% contained residues of
a least one substance. Second generation anticoagulant rodenticides (SGARs), namely
brodifacoum, bromadiolone, difenacoum, difethialone und flocoumafen were detected
more frequently than first generation anticoagulant rodenticides (FGARs)
(chlorophacinone, coumatetralyl, warfarin). Brodifacoum and bromadiolone were found
most often, whereas chlorophacinone and warfarin were found only occasionally. More
contaminated individuals originated from rural districts with high LD compared to
regions of low LD.

AR-residues in owls and birds of prey mainly occurred in species specialised in preying on
small rodents (common buzzard (Buteo buteo), red Kite (Milvus milvus) and barn owls).
There were AR-residues in twenty of 63 samples, six of them contained more than one
AR-substance.

2.4.2 Quantification of rodenticide residues along the exposure path bait - prey - predator

The Norway rat (Rattus norvegicus) was the target species of the pest control.
Brodifacoum residues in Norway rats were found in 98% of cases. Brodifacoum residue
concentrations were higher in individuals found dead than in trapped individuals.
Individuals that were Y139C homozygous resistant against ARs carried higher residue
concentrations than heterozygous or wild type animals.

During the investigation period, 1,243 non-target small mammals were trapped. Trapping
success was higher in autumn than in winter and always lowest shortly after the baiting
period. Trapped individuals were Apodemus-species (A. sylvaticus and A. flavicollis), bank
voles, common voles and field voles (M. agresits), as well as three Sorex-species (S.
araneus, S. coronatus and S. minutus) and greater white-toothed shrews (C. russula).

Residues of AR-substances not used during the baiting campaigns were rarely found (max.
4%), except of chlorophacinone, which was found more often in autumn 2011 (14.7%).
Before the commencement of baiting, brodifacoum was rarely detected in autumn but
occurred more regularly in winter, however, concentrations were mainly low.

With increasing distance to the baiting area the percentage of individuals carrying
brodifacoum residues decreased. This pattern occurred in all investigation periods. AR-
concentrations above 1,000 ng/g liver were found almost only close to the farm. After
baiting, the percentage of individuals with low concentrations of residues close to the
farm was significantly higher than during baiting. However, higher concentrations in this
area tended to occur more often during than after baiting. In winter sessions the ratio of
contaminated individuals was higher than in autumn.
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Brodifacoum residues varied among species. Apodemus-species as well as bank voles and
greater white-toothed shrews regularly carried residues sometimes with high
concentrations especially close to the baiting area, whereas residues in Sorex-species
occurred regularly but in lower concentrations. Microtusspecies rarely carried
brodifacoum residues but they were the main component of barn owls prey. Apodemus
species and Sorex-species were found regularly in the barn owls’ diet also. Bank voles
were present occasionally in spit pellets and greater white-toothed shrews were least
frequently found.

2.4.3 Investigation of seasonal and annual effects of rodent population density on secondary
rodenticide residues in predators

From March 2011 to January 2013 1,708 barn owl pellets were analysed for prey content.
In total 6,034 prey items were identified. Target mammals of AR-use were found in few
cases only. Common voles were found most often. During the breeding period of barn
owls common voles made up to 65% of prey. In winter they were less present and
numbers of Apodemusspecies and Sorex-species increased in the barn owls’ diet. Bank
voles and greater white-toothed shrews were less common with a peak of occurrence in
late autumn. The outbreak of bank voles in 2012 was not well reflected in the barn owls’
diet. Common voles tended to be more prevalent in the diet in summer (July and August)
of the outbreak year than in the previous year but the difference was small (about 10%).
AR-residues in foxes did not differ between outbreak and non-outbreak years.

2.5 Conclusions

European foxes carried residues mainly of SGARs, probably from contact to biocides used
in rural areas. More foxes from rural districts with a high LD contained AR-residues than
foxes from districts with a low LD. Owls and birds of prey seemed to be exposed to ARs by
secondary poisoning via small mammals because residues were found mainly in bird
species that are specialised in small mammal prey (common buzzard, red kite and barn
owl).

We showed evidence for primary poisoning of non-target small mammals during
brodifacoum application on livestock farms in Germany. There is a strong spatial
association of non-target individuals containing concentrations over 1,000 ng/g of this
rodenticide to the immediate baiting area. Individuals trapped further away carried AR-
residues less frequently and AR liver concentrations were low. As a consequence,
exposure risk regarding secondary poisoning is highest in the immediate surroundings of
farms.

The persistence of SGARs was demonstrated by residues of brodifacoum present in non-
target small mammals before baiting in winter sessions. At this time, the last brodifacoum
application was conducted three months ago during baiting in autumn. Residues of other
AR-substances were rarely found, suggesting tight spatial association of residues in non-
target small mammals to the baiting area.

Residues were detected in all investigated small mammal species. Brodifacoum residue
liver concentrations suggested that Apodemusspecies, bank voles and greater white-
toothed shrews consumed bait most often, although the latter is known to be
insectivorous. There were brodifacoum residues in other shrew species but at low
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concentrations, indicating that they perhaps did not ingest the bait directly but indirectly,
possibly by consuming brodifacoum contaminated invertebrates. Apodemusspecies
carried partially high concentrations of brodifacoum and they were present regularly in
barn owl pellets in winter. Thus, they seem to have the highest potential to pass
brodifacoum to barn owls, if barn owls hunt on farm areas. Microtusspecies, which are
the main prey of barn owls, rarely carried residues and thus they are unlikely to pass
biocidal rodenticides to predators.

Outbreaks of common voles and bank voles seemed to have little effect on the barn owls’
diet in the area of Muenster in Germany and therefore, will not considerably influence
secondary poisoning of barn owls. In districts with more distinctive fluctuations of these
species changes in owl bait composition and subsequent AR exposure risk could occur.

The results of this project provide valuable information for risk assessment and risk
minimization strategies when ARs are applied. A final assessment of biological or
population effects due to AR secondary poisoning is not possible because there are almost
no data for the relation of AR LDs — liver concentration - effect.
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3 Einleitung

3.1 Anwendung und Wirkungsweise von antikoagulanten Rodentiziden

Antikoagulante Rodentizide (AR) werden in Deutschland in betrdchtlichen Mengen zur
Schadnagerregulierung im Biozid- und Pflanzenschutzbereich eingesetzt. Im vorliegenden
Projekt ging es um den Einsatz von ARs im Biozidbereich. ARs beziehen sich im
Folgenden daher auf die acht im Biozidbereich in der EU registrierten Wirkstoffe
(Brodifacoum, Bromadiolon, Chlorphacinon, Coumatetralyl, Difenacoum, Difethialon,
Flocoumafen und Warfarin), wenn nichts anderes angegeben wird.

In den spaten 1940er Jahren wurde Warfarin (Thijssen 1995) als AR der ersten Generation
(first generation anticoagulant rodenticide - FGAR) eingefiihrt und weitere wie
Chlorphacinon und Coumatetralyl folgten. Aufgrund von Resistenzbildungen gegen die
Wirkstoffe der ersten Generation wurde in den 1970er Jahren die zweite Generation
(second generation anticoagulant rodenticide - SGAR) von AR auf den Markt gebracht. Sie
haben eine hohere Toxizitdt (Eason et al. 2002) eine ldngeren Persistenz (Test an
Laborratten: Brodifacoum (t1/2=113,5) vs. Warfarin (t1/2=26,2) (Fisher et al 2003)), und
sind schon nach einmaliger Aufnahme wirksam. Erickson und Urban (2004) wiesen
Retentionszeiten in der Leber fiir SGARs von bis zu 248 Tagen in Rattengeweben nach,
mit den hochsten Konzentrationen in der Leber. Spurr et al. (2005) fanden Riickstdnde in
Rattenlebern 24 Monate nach einer Brodifacoum-Anwendung. Aufgrund der schnellen
Wirksamkeit und der geringeren Resistenzprobleme (Pelz 2006) finden heutzutage vor
allem SGAR-Stoffe Anwendung in der Schadnagerbekdmpfung.

Alle ARs wirken als Blutgerinnungshemmer und fiihren auf verzogerte Weise durch
innerliches Verbluten zum Tod (Maroni et al. 2000, Valchev et al 2008). Hierdurch
entwickeln die Zielarten keine Kdderscheu (Gratz 1973) und bei ungewollten
Vergiftungen (z.B. Hoftiere) kann Vitamin K als Gegengift verwendet werden. Rodentizide
wirken bei allen Sdugetieren (Maroni et al. 2000) und anderen Wirbeltieren (Hughes et al
2013) und stellen somit eine Gefahr fiir Nichtzielarten dar, sich daran zu vergiften. Dies
kann entweder tiber die direkte Kéderaufnahme geschehen (primére Vergiftung) oder
uber die Aufnahme belasteter Beute oder Aas durch Pradatoren bzw. Aasfresser
(sekundéare Vergiftung).

3.2 Primdre Risiken antikoagulanter Rodentizide

Eine Vielzahl an Kleinsdugertaxa kommt in der Umgebung landwirtschaftlicher Betriebe
vor (Brakes and Smith 2005, GroBbritannien). Dies ldsst ein hohes Risiko fir
Primérvergiftungen im Hofbereich vermuten, weil z.B. Nichtzielnagetiere auf Grund ihrer
KorpergréBe Zugang zu Kdéderboxen haben diirften. Untersuchungen zu priméren
Vergiftungen in Nichtzielkleinsdugern sind aber weltweit sehr selten und wurden in
Deutschland bisher nicht systematisch durchgefiihrt. Brakes und Smith (2005) haben
demonstriert, dass verschiedene Nagetierarten unterschiedlich stark gefdhrdet sind.
ApodemusArten wiesen in ihrer Untersuchung den haufigsten Kontakt mit Giftkddern
(Coumatetralyl) auf. Feldmé&use hingegen konsumierten nur selten die als Biozid
ausgebrachten Rodentizide. Riickstdnde der Wirkstoffe wurden von Brakes und Smith
(2005) aber nicht gemessen. Der Anteil belasteter Waldmaduse in der Untersuchung von
Tosh et al. (2012, Irland) war zwar geringer als in der von Brakes und Smith (2005),
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Nachweise von Riickstdnden in ApodemusArten kamen aber in verschiedenen
Entfernungen bis maximal 110 m zum Anwendungsort vor.

Es ist jedoch schwierig, solche Studien auf Deutschland zu tibertragen, da die Zulassung
von Antikoagulanzien zur Nagerbekdmpfung nicht einheitlich geregelt ist und somit die
Qualitdt und Quantitat der Anwendung zwischen den Landern variiert. Auch variieren
die Habitate und die Artenzusammensetzungen. Aufgrund der unterschiedlichen Biologie
der Arten (z.B. Nahrungsspektren und Habitatanspriiche) konnten verschiedene Nichtziel-
Kleinsdugerarten einem unterschiedlich hohen Risiko ausgesetzt sein, mit biozidem AR-
Koder in Kontakt zu kommen.

3.3 Sekundadre Belastung von Nichtzielarten

Rickstdande von ARs in Pradatoren wurden u.a. in GroSbritannien, Danemark, Kanada
und Neuseeland nachgewiesen (Cox and Smith 1990, Eadsforth et al. 1996, Newton et al.
1997, Eason et al. 2002, Spurr et al. 2005, Albert et al. 2010, Christensen et al. 2012).
Systematische Untersuchungen fehlten in Deutschland aber bisher. Viele Studien haben
sich mit Riickstdnden in Eulen und Greifvogeln beschaftigt (Newton et al. 1990, Burn et
al. 2002, Fisher et al. 2003, Murray 2011), weniger mit Raubsdugern, wie Fiichsen und
Marderartigen (McDonald et al. 1998, Shore et al. 2003, Fournier-Chambrillon et al. 2004,
Tosh et al. 2011). Aufgrund der Erkenntnisse zu AR-Riickstdnden in Schleiereulen wurde
der Einsatz von Pflanzenschutzmitteln neben dem Verlust von Nistmdéglichkeiten fiir den
Riickgang u.a. der Schleiereulenpopulationen in Westeuropa mit verantwortlich gemacht
(Roulin 2002). Pradatoren nehmen ARs hauptsédchlich uber belastete Beuteindividuen auf.
Sowohl Zielarten als auch Nichtzielarten kénnten dabei als Beute eine Rolle spielen. In
den Lebern von acht tot gefundenen Schleiereulen, die innere Blutungen aufwiesen,
konnten Newton et al. (1997) AR-Konzentrationen nachweisen, die in allen Féllen tiber
100 ng/g lagen; vor allem Bromadiolon und Brodifacoum waren vertreten. Dies fiihrte zu
dem Schluss, dass Leberkonzentrationen tiber 100 ng/g letal fiir Schleiereulen sein
konnten. In einer spateren experimentellen Untersuchung lagen die
Leberkonzentrationen von mit vergifteten Mausen gefiitterten Schleiereulen bei 200 bis
1.720 ng/g (Newton et al. 1999). Gray et al. (1994) fanden im experimentellen Design
Brodifacoum-Leberkonzentrationen die bei 700 ng/g lagen. Diese Zusammenhédnge
beruhen aber nur auf der Untersuchung von Schleiereulen. Generell ist iiber den
Zusammenhang von Leberkonzentrationen und biologischen Effekten in Nichtzielarten
sehr wenig bekannt und es scheint artspezifische Unterschiede in der Sensibilitét der
Pradatoren gegeniber ARs zu geben (Thomas et al. 2011). Dowding et al. (1999)
diskutierten einen Uberschneidungsbereich von 200 bis 600 ng/g aufgrund der
Konzentrationen in Leberproben ihrer eigenen Untersuchung und von anderen
Untersuchungen, in denen Tiere lebend gefangen wurden. Leberriickstdnde geben aber
einen Uberblick dariiber, welche Arten iiberhaupt mit ARs in Kontakt kommen und ob
AR-Konzentrationen geographischer und saisonaler Variabilitdt unterliegen.

3.4 Beuteverfiigbarkeit und die Beutezusammensetzung von Pradatoren

Die Nahrungszusammensetzung der Schleiereule hdngt vom verfiigbaren Beuteangebot
ab (Campbell ef al 1987). In Griechenland sind die hdufigsten Beutearten Mus domesticus
mit 26% und Rattus rattus mit etwa 11% (Bontzorlos et al 2005). In anderen Regionen der
Welt sind Zielarten in deutlich geringerem Umfang Teil der Schleiereulennahrung. In
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Utah konnten Mus musculus und Rattus norvegicus nur selten in Schleiereulengewollen
gefunden werden (2% und 0,4%) (Smith et al. 1972). In Deutschland schwankt der Anteil
von Hausmausen (Mus musculus)in der Schleiereulennahrung zwischen 5% und 18%
(Gorner 1979, Langenbach 1982). Ratten kommen noch seltener vor (weniger als 1%
(Gorner 1979, Langenbach 1982, Gemmeke 1996)). Dies deutet darauf hin, dass die
Aufnahme von ARs iiber Nichtzielkleinsduger eine entscheidende Rolle fiir die
Schleiereule in Deutschland spielen kann. Dieser Expositionspfad wurde bisher aber kaum
gezielt untersucht. Auch ist unbekannt, in welchem Mafe Schleiereulen und andere Eulen
und Greifvigel in Deutschland durch Rodentizide belastet sind.

Feldmduse und Rotelméuse zeigen starke Schwankungen der Populationsdichte zwischen
den Jahren (Selas et al. 2002, Bryja et al. 2005, Jacob and Tkadlec 2010). Bei beiden Arten
treten Massenvermehrungen auf, die von Populationszusammenbriichen gefolgt werden
(Selas et al. 2002, Bryja et al. 2005). Es wéare denkbar, dass Populationsschwankungen
dieser Nagetierarten die Belastung mit Rodentiziden der Préddatoren beeinflussen, wenn
diese durch die Massenvermehrung bedingt ihre Beutezusammensetzung anpassen.
Coeurdassier et al. (2012) zeigten beispielsweise, dass die Nahrung von Rotmilanen
(Milvus milvus) wahrend einer Massenvermehrung von Schermausen (Arvicola terrestris)
Zu 94% aus dieser Nagerart bestand.

4 Projektziele
Im Projekt sollte erfolgen:

1. die Erfassung von Rodentizidriickstinden bei Nicht-Zielarten unter Berticksichtigung
der Anwendungsintensitat

2. die Quantifizierung der Rodentizidriickstande entlang des Expositionspfades Koder —
Beute — Rduber

3. die Ermittlung der Effekte der saisonalen und jéhrlichen Variabilitdt der Nagerdichten
auf das Risiko von sekundéren Rodentizidriickstdnden in Pradatoren.

5 Methoden

5.1 Erfassung von Rodentizidriickstanden bei Nicht-Zielarten unter Beriicksichtigung der
Anwendungsintensitat

5.1.1 AR-Riickstande beim Rotfuchs

Im Jahr 2012 und 2013 wurden aus verschiedenen Regionen Deutschlands Rotfiichse
gesammelt und ihre Leber auf Rodentizidriickstdnde untersucht. Bei diesen Fiichsen
handelte es sich um Tiere, bei denen kein Verdacht auf eine illegale gezielte Vergiftung
bestand. Die meisten Fuchsproben entstammten dem Tollwutmonitoring in Deutschland.
Es handelt sich also um Fiichse, die entweder tot aufgefunden wurden oder die aufgrund
von Verhaltensauffélligkeiten fiir das Monitoring geschossen wurden. Ein Teil der Fiichse
aus Nordrhein-Westfalen und Baden-Wiirttemberg stammte von Jagern, die die Tiere
nicht aufgrund von Verhaltensaufféalligkeiten geschossen haben. Die Tiere wurden an den
zustdndigen Veterindrinstituten oder am Julius Kiihn-Institut seziert und fachgerecht eine
Leberprobe von mindestens 4 g entnommen. Zur Abtdtung verschiedener potentiell
vorhandener Pathogene (z.B. Fuchsbandwurm: Echinococcus multilocularis) wurden die
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Proben mindestens eine Woche bei -80°C gelagert und anschlieBend bei -20°C
aufbewahrt. Die Leberproben wurden mittels LC-MS (siehe Abschnitt 5.2) auf Riickstédnde
von acht antikoagulanten Rodentiziden (Brodifacoum, Bromadiolon, Chlorphacinon,
Coumatetralyl, Difenacoum, Difethialon, Flocoumafen und Warfarin) untersucht. Die
ermittelten Konzentrationen beziehen sich auf das Frischgewicht der Leberprobe [ng
Wirkstoff/g Leber].

Fir jeden deutschen Landkreis wurde die GroBviedichte (GV, GroBvieheinheiten (GE) pro
ha des Landkreises) pro Fldche des Landkreises ermittelt (GENESIS-Online Datenbank des
statistischen Bundesamtes, 01.03.2010). Die GV dirfte ein Indikator fiir die Menge an
Rodentiziden, die im landwirtschaftlichen Bereich dieses Landkreises eingesetzt wurden,
darstellen. Es ist davon auszugehen, dass in einem Landkreis mit hoher GroBviehdichte
mehr Rodentizide eingesetzt werden als in Landkreisen mit niedriger Groviehdichte, da
Ratten regelmagBig auf Betrieben mit Tierhaltung vorkommen und eine Bekdmpfung z.B.
in der Schweinehaltung (Schweinehaltungs-Hygieneverordnung (1999)) gesetzlich
vorgeschrieben ist. Proben aus Landkreisen mit unterschiedlicher GV wurden hinsichtlich
des Anteils an Proben mit AR-Riickstdnden verglichen. Es erfolgte eine Klassifizierung in
drei Bereiche: hohe GV (>0,5 GE/ha), mittlere GV (>0,2 GE/ha und <0,5 GE/ha) und
niedrige GV (<0,2 GE/ha).

In einer Umfrage unter 90 Landwirten in Miinster und direkter Umgebung wurden
Angaben zum Thema ,Rodentizide” abgefragt. Die Angaben zum Wirkstoffeinsatz
wurden mit den gefundenen Wirkstoffen in Fiichsen aus dieser Region verglichen.

5.1.2 AR-Riickstdnde bei Eulen und Greifvdgeln

Uber einen Zeitraum von 2 Jahren (2011 und 2012) wurden aus verschiedenen Regionen
Deutschlands Totfunde von Eulen und Greifvogeln gesammelt und uns Leberproben
zugesandt, die auf AR-Riickstdnde untersucht wurden. Bei den Proben handelte es sich
um Funde, bei denen kein Verdacht auf eine illegale gezielte Vergiftung der Tiere
bestand. Bei den meisten auf ihre Todesursache untersuchten Individuen handelte es sich
um Verkehrsopfer oder verhungerte Tiere. In manchen Féllen konnten innere Blutungen
festgestellt werden, die aber nicht zwangsldufig auf eine Vergiftung schlieen lassen (v.a.
bei Verkehrsopfern). Die Totfunde wurden noch am Fundtag eingefroren und in
gefrorenem Zustand an das Julius Kithn-Institut versandt. Zur Abtotung verschiedener
potentiell vorhandener Pathogene erfolgte die Lagerung der Proben fiir eine Woche bei -
80°C mit anschlieBender Aufbewahrung bei -20°C bis zur Sektion und Analyse. Fiir die
Sektion wurden die Totfunde kurzzeitig angetaut, bis den Tieren eine Leberprobe von
mindestens 2 g entnommen werden konnte. Die Leberproben wurden mittels LC-MS
(siehe Abschnitt 5.3) auf Riicksténde von acht antikoagulanten Rodentiziden
(Brodifacoum, Bromadiolon, Chlorphacinon, Coumatetralyl, Difenacoum, Difethialon,
Flocoumafen und Warfarin) untersucht. Die ermittelten AR-Konzentrationen beziehen
sich auf das Frischgewicht der Leberprobe [ng Wirkstoff/g Leber].

5.2 Quantifizierung der Rodentizidriickstdnde entlang des Expositionspfades Kéder - Beute
- Réuber

In den Jahren 2011, 2012 und 2013 wurden im Herbst (2011 und 2012) und im Winter
(2012 und 2013) im Miinsterland (Nordrhein-Westfalen) sechs (Herbst 2011), sieben
(Winter 2012), neun (Herbst 2012) bzw. acht (Winter 2013) landwirtschaftliche Betriebe
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untersucht. Welche Hofe zu welchem Zeitpunkt untersucht wurden, ist in Tab. 1
dargestellt. Es handelte sich bei allen untersuchten Betrieben um Betriebe mit
Viehhaltung. Die Betriebe hatten gelegentlich bis regelméBig Probleme mit
kommensalen Schadnagern. Auf jedem Hof befand sich ein Nistkasten fiir Schleiereulen,
in dem uber die letzten 15 Jahre mehr oder weniger regelméfig Bruten festgestellt
wurden.

Tab. 1 Landwirtschaftliche Betriebefmit Tierhaltung im Munsterland auf denen Kleinséuger vor, wéahrend
und nach einer Brodifacoum-Rodentizidanwendung auf Transekten gefangen wurden

Hof Herbst 2011 Winter 2012 Herbst 2012 Winter 2013
1 X X X X
2 X X X X
3 X X X X
4 X X X X
5 X X X X
6 X X X X
7 X X X
8 X

9 X

10 X

5.2.1 Schadnagerrequlierung - Anwendung Brodifacoum-Kdder

Vor der experimentellen Phase dieses Projekts wurde eine Umfrage unter Landwirten in
Minster und Umgebung durchgefiihrt, in der u.a. der angewandte Wirkstoff erfragt
wurde. Brodifacoum verwendeten die befragten Landwirte am héaufigsten (48% der
Landwirte, die ARs einsetzen, nutzen diesen Wirkstoff), weswegen dieser Wirkstoff in der
vorliegenden Studie eingesetzt wurde.

Anhand von Rattenspuren (Kot und Wechsel) erfolgte die Rodentizidanwendung auf
jedem Betrieb in 20 Kdderstationen (innerhalb und an der Auf3enseite von Gebduden).
Auf Hofen mit wenigen Spuren wurden zusétzlich Stellen gewdahlt, die potentiell fir
Ratten attraktiv sein konnten (zugangliche Futterstellen und abgeschiedene Ruheplitze).
Die Koderstationen wurden eine Woche vor Beginn der Bekampfung mit Haferflocken
ohne Wirkstoff vorgekddert. Zum Beginn der Bekdmpfung wurden die wirkstofffreien
Koder durch 150 g Ratron© Brodifacoum-Haferflocken-Koder pro Kéderbox ersetzt. Die
Anwendung erfolgte tiber drei Wochen entsprechend der Herstellerangaben. Wéhrend
dieser Zeit wurden die Koderstationen regelmaéfig (zu Beginn alle zwei Tage, spéter je
nach Bedarf, max. alle sieben Tage) kontrolliert und bei Bedarf nachgekddert.

5.2.2 AR-Riickstande bei Kleinsaugern

Fir die Riickstandsanalytik wurden Kleinsduger in drei Zeitrédumen der
Schadnagerregulierung gefangen. Die Fangsession 1 erfolgte vor der Bekdmpfung, die
Fangsession 2 drei Tage nach Beginn des Rodentizideinsatzes (wdhrend) und die
Fangsession 3 direkt nach Abschluss der Ma3nahme (nach).
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Zielarten

Bei deutlichen Rattenspuren auf den Hofen wurden max. 30 Rattenschlagfallen
(Rattenfalle FOX®©) auf Rattenwechseln aufgestellt. Der Rattenfang erfolgte erst in der
zweiten Fangsession, um die Tiere nicht schon vor der Kdderanwendung fallenscheu zu
machen. Bekddert wurden die Fallen mit einer Mischung aus Haferflocken und
Erdnussbutter. Die Fallen wurden fiir drei aufeinanderfolgende Tage scharf gestellt.

Nichtzielkleinsduger

Nichtzielkleinsduger wurden zu allen drei Fangsessions gefangen. Der Fang erfolgte auf
zwei Transekten, die in einem maximalen Abstand von 0,5 bis 5 Meter Entfernung zur
nachstgelegenen Kdoderbox begannen, eine Ldnge von 104 Metern hatten und vom Hof
weg fiihrten. Alle 4 m markierten Holzstdbe den Standort zweier Mausschlagfallen
(FOX®©), die an den ersten neun Standorten mit Drahtschlaufen an den
Markierungsstdben befestigt waren, um ein Verschleppen der Fallen (durch z.B.
Hofkatzen) zu vermeiden. Pro Transekt wurden 27 Fallenstandorte eingerichtet (54
Fallen), von denen jeweils 9 Fallenstandorte einem Transektabschnitt zugeordnet waren:
dicht, mittel und fern. Die Fallen wurden mit einem Gemisch aus Haferflocken und
Erdnussbutter bekoédert und so lange scharf gestellt, bis auf einem Transektabschnitt (als
Summe aus beiden Transekten) der Fang von 5 Kleinsdugern gelang, maximal jedoch drei
Nachte, da davon ausgegangen werden konnte, dass sich der weitere Fangerfolg nach
drei Fangndchten nicht drastisch verbessern wiirde. In Ausnahmeféllen erfolgte eine
vierte Fangnacht. Die gefangenen Individuen wurden bestimmt und die Fénge noch am
Fangtag bei -20°C eingefroren.

Nach mindestens einer Woche Lagerung bei -80°C wurden die Proben aufgetaut und die
Tiere seziert, das Gewicht und das Geschlecht bestimmt und die Leber asserviert. Von
Zielarten wurde eine Gewebeprobe von der Schwanzspitze fiir die Rodentizidresistenz-
untersuchung entnommen. Da sich Feld- und Erdmaéuse duflerlich stark dhneln, erfolgte
die Artbestimmung anhand der Zdhne. Bis zur Analyse lagerten die Leberproben bei -
20°C und/oder -80°C.

5.2.3 Gewdllesammlung

Vor, wahrend und nach dem Rodentizideinsatz wurden Gewolle von Schleiereulen
gesammelt. Um mdglichst frische Gewoélle zu erhalten, wurden diese alle drei Tage an
bekannten Nist- (Nistkédsten) und Rastplédtzen (Dachbdden, Scheunen, an Zaunpféhlen etc.)
gesammelt und bis zur Riickstandsanalytik bei -20°C bzw. -80°C eingefroren. Wahrend
der Probenaufarbeitung wurden die Knochen und Zéhne aus den Gewollen
herausgetrennt und anschlieSend fiir die Nahrungsanalytik verwendet.

5.3 Methodenentwicklung AR-Riickstandsanalytik

5.3.1 Standardverbindungen und -l6sungen

Die Standardverbindungen Tab. 2 fiir die Analyse wurden bei -20°C gelagert. Mit
Ausnahme von Difethialon, das nur als Losung erhéltlich war, wurden jeweils 10 mg
einer Standardsubstanz in 10 ml Aceton gel6st (1 mg/ml) und bis zum Verbrauch bei -
20°C gelagert.
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Tab. 2 Identitat und Herkunft der Standards

STANDARDS CAS-Nummer Reinheit Bestellnr.
ANALYTE

Chlorphacinon 3691-35-8 96 % certif. Ehrens-torfer | C11460000
Warfarin 81-81-2 99,5 % certif. €17940000
Coumatetralyl 5836-29-3 99,5 % certif. C11740000
Bromadiolon 28772-56-7 98,5 % certif. €10680000
Difenacoum 56073-07-5 97 % certif. C12608000
Brodifacoum 56073-10-0 99 % certif. C10667500
Flocoumafen 90035-08-8 99,5 % certif. 13662000
Difethialon 104653-34-1 98,5 % (10 /ml) L12625000AL
SURROGATE

Acenocoumarol 152-72-7 99,7 % Novartis 830999
Diphacinon-D4 1219802-15-9 98 % Ehrens-torfer | D-7081
Phenprocoumon 435-97-2 100,1 % Arevi-pharma

Coumachlor 81-82-3 99 % certif. Ehrenstorfer C11710000
INTERNE STANDARDS

Chlorphacinon-D4 1219805-75-0 99 % Ehrens-torfer | D-7082
Warfarin-D5 75472-93-4 99,5 % certif. C17940100

Im Folgenden wird die letztlich angewendete Methode beschrieben.

Aus den Stammldsungen der Surrogate wurde durch Entnahme von 100 ul und Auffiillen
auf 10 ml mit Acetonitril eine Zwischenverdiinnung mit allen Surrogaten hergestellt (10
ug/ml). Aus dieser Losung entstand durch weiteres Verdiinnen mit Acetonitril (1:5) die
Surrogatlésung (SRG-Mix) (2 ng/ul) von der 100 ul den Leberproben vor der Aufarbeitung
zugegeben wurden. Aus den Stammlésungen von Chlorphacinon-D4 und Warfarin-D5
wurden durch Entnahme von 250 bzw. 100 pl und Auffiillen auf 1 ml mit Methanol
Zwischenverdiinnungen hergestellt (250 bzw. 100 ug/ml). Nach der Entnahme von 100 pl
aus der Zwischenverdiinnung und dem Auffiillen auf 100 ml mit Acetonitril entstand der
interne Standard (IS-Mix: 250 bzw. 100 pg/ul) fiir das Dotieren der Proben vor der
Messung.

Aus den Stammldsungen der Analyte und Surrogate wurde durch Entnahme von 100 pl
und Auffillen auf 10 ml mit Methanol/Wasser (1:1/v/v) eine Zwischenverdinnung
hergestellt (10 pg/ml). In weiteren Verdinnungsschritten iiber Mischstandards mit
Konzentrationen von 1 ug/ml bzw. 100 ng/ml wurden Kalibrierstandards mit
Konzentrationen von 0,1-0,5-1-5-10-25-50 - 100 pg/ul Methanol/Wasser inkl. der
internen Standards Chlorphacinon-D4 und Warfarin-D5 (250 bzw. 100 pg/ul) erzeugt.

5.3.2 Probenaufbereitung Leber

Alle Leberproben wurden in gefrorenem Zustand angeliefert und bis zur Aufarbeitung
bei - 80°C gelagert und einmal aufgearbeitet. Um den Matrixeinfluss auf das
Analysenergebnis zu begrenzen, erfolgte nach dem Auftauen das Einwiegen von ca. 1 g
von jeder Leberprobe in ein PP-Gefaf3. Bei Bedarf wurde die Probe vorher mit einem
Skalpell zerteilt. Die Probe wurde dann mit einer Surrogat-Losung und 20 ml Methanol
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versetzt und mit einem Ultra Turrax-Stab 3 min homogenisiert. Nach der Zugabe von 10
ml Wasser wurde der Vorgang fiir 1 min wiederholt und dann das Homogenat
zentrifugiert. Die Hélfte des dekantierten Uberstandes wurde mit 5 ml einer 20% NaCl-
Losung versetzt, gut vermischt und auf eine Chem Elut-Sdule gegeben. Nach 15 min
wurden die Analyten mit 100 ml Dichlormethan von der Sdule eluiert. 2 ml vom Eluat
wurden bis zur Trockene eingeengt, mit interner Standard-Losung versetzt und das
Losungsmittel verdampft. Der Riickstand wurde in 1 ml Wasser/Methanol (1:1/v/v) gelost
und durch einen Spritzenfilter in ein Bordelfldschchen gedriickt, das Glaschen sofort
verschlossen und bis zur Messung bei -20°C gelagert.

5.3.3 Fliissigchromatographie und Massenspektrometrie

Fliissigchromatographie (LC)

Die chromatographische Trennung der Analyten erfolgte mit Gerédten der Ultimate 3000
RS - Serie unter den in Tab. 3 angegebenen Bedingungen.
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Tab. 3 Konfiguration der LC
PARAMETER EINSTELLUNG
Injektionsvolumen 5l
Autosamplertemperatur +0°C

100 pl

Spritzenspiilung

Losungsmittel A

Methanol+0,5% Essigsdure+5mmol Ammoniumacetat

Losungsmittel B

Wasser+0,5% Essigsaure+5mmol Ammoniumacetat

Sdulenofentemperatur

Gradientenprogramm Zeit (min) Losungsmittel A (%) Losungsmittel B (%)

0 10 90

3 90 10

4 90 10

4 10 90

6 10 90
Losungsmittelfluss 800 p/min

70°C

Eine Messserie begann mit dem zweimaligen Einspritzen von
Acetonitril, gefolgt von der Standardreihe und wiederum zweimal

Acetonitril. Jeder Analysenextrakt wurde zweimal

injiziert. Nach 8 -

12 Injektionen begann ein neuer Zyklus mit dem Einspritzen von

Acetonitril.

Massenspektrometrie (MS)

Die Konfiguration der QTrap 5500 fUr die Rodentizidanalytik zeigt

Tab. 4.

Tab. 4 Konfiguration des MS

PARAMETER EINSTELLUNG

Elektrospray-lonisation

Quellentemperatur

lonenquelle

lonenspray Polaritét negativ

Spannung der Kapillare -4500 V
450 °C

Scheduled Multiple Reaction Monitoring

Quantifizierung

Detektion

Dwelltime 10 ms

Software Analyst 1.6.1
Peakflachen
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Kalibrierung

In Abhéngigkeit von der Grée der Messserie wurde die Standardreihe mit den 8
Konzentrationsstufen vor und nach einer Probenserie mindestens zweimal gemessen. Die
Kalibrierkurven einer Messserie wurde aus allen gemessenen Analysenstandards
berechnet und mit Korrelationskoeffizienten r >0,99 fiir die Quantifizierung der
Analytenkonzentration in den Proben verwendet. Das Signal - Rausch - Verhéltnis der
Standardlésung mit dem niedrigsten Wirkstoff-Gehalt von 0,1 pg/ul war immer >6:1.

Identifizierung und Quantifizierung der Analyten

Ein Analyt galt als identifiziert, wenn das Verhéltnis seiner chromatographischen
Retentionszeit zu der des internen Standards in der Probe um <2,5% von der relativen
Retentionszeit in der Standardlosung abwich und das Signal - Rausch - Verhéltnis >6:1
war.

In der Tab. 5 sind die Massenspuren der einzelnen Analyten, die fir die Identifizierung
und fir die Quantifizierung genutzt wurden, mit den dafiir optimierten Spannungen
aufgelistet.

Tab.5 Ausgewahlte diagnostische lonenf(Molekilion in Quadrupol 1 (Q1) und Fragmention in
Quadrupol 3 (Q3) der Analyte, Surrogate und internen Standards mit den optimierten
Einstellungen (DP - Declustering Potential / EP - Entrance Potential / CE - Collision Energy / CXP
— Cell Exit Potential).{

STANDARDS Q1 Q3 DP EP CE CXP
(m/z) )
ANALYTE [M-H]- Product
Chlorphacinon 373,1 201,0 -15 -10 -30 -13
Warfarin 307, 161,0 -90 -10 -28 -13
Coumatetralyl 291, 140.9 125 10 -38 13
Bromadiolon 526,9 249,0 -30 -10 -50 -19
Difenacoum 443, 135,0 -55 -10 -46 -1
Brodifacoum 521, 789 -85 -10 -94 -3
Flocoumafen 41,0 382,0 -65 -10 -36 -29
Difethialon 5389 80,8 -215 -10 -92 -13
SURROGATE
Acenocoumarol 3520 1450 55 10 -58 19
Diphacinon D4 343,1 167,0 -115 -10 -32 -15
Phenprocoumon 278,9 250,0 -55 -10 -32 -7
Coumachlor 340,9 160,8 -60 10 -30 -21
INTERNE STANDARDS
Chlorphacinon D4 377,1 200,9 -120 -10 -32 -15
Warfarin D5 312,11 161,0 -95 -10 -28 -9

Zur Absicherung der Befunde wurden Spektren von der Probe aufgenommen, wenn im
Retentionszeitfenster der Analyten Signale >1000c¢ps auftraten. Der Messwert wurde

32



Riickstdnde von als Rodentizid ausgebrachten Antikoagulanzien in wildlebenden Biota

akzeptiert, wenn eine Ubereinstimmung mit den Spektren in der Spektrenbibliothek (8
Losungsmittel- und 8 Putenleber-Matrix-Standards), von >50% gegeben war.

Die Berechnung der Analyten- und Surrogatkonzentrationen erfolgte tiber die relativen
Peakflachen, wobei fir die 4-Hydroxycumarine das Warfarin-D5 und fir die 1,3-
Indandione das Chlorphacinon-D4 als interner Standard genutzt wurden. Es erfolgte
keine Korrektur der gemessenen Konzentrationen mit den Wiederfindungen.

5.3.4 Probenaufarbeitung Gewdlle

Gewolle sind die ausgewiirgten, unverdaulichen Reste von Beutetieren. Die
Zusammensetzung der Gewolleballen war extrem heterogen, so dass die Herstellung
einer reprasentativen Analysenprobe sich aufwéandig gestaltete. Aus den Gewolleballen
wurden im ersten Schritt die Knochen der Beutetiere herausgel6st, um die Beutearten zu
bestimmen. Da im Gewolle unverdauliche Reste mehrerer unterschiedlich exponierter
Beutetiere enthalten sein konnten, musste der Gewolleballen zunéchst homogenisiert
werden. In mehreren Versuchen gelang es jedoch nicht, die sehr feste Struktur der
Gewollebestandteile mit den im Analysenlabor tiblichen Gerdten wie Ultra-Turrax oder
Warring Blendor zu zerkleinern. Erst das Einfrieren der Gewolle in fliissigem Stickstoff vor
der Zerkleinerung brachte den gewiinschten Erfolg.

Im zweiten Schritt wurde jeder Gewdlleballen einzeln in einen Edelstahlmorser gelegt
und mit flissigem Stickstoff tiberschichtet. Die in der Kélte sprode gewordene
Gewollematrix wurde mit einem Edelstahlpistill zerstoBen. Aus der homogenen Masse
konnte die Analysenprobe eingewogen werden. 128 so hergestellte Gewolleproben
wurden eingefroren und stehen fiir die Analyse bereit.

Da Gewolle und Leber sehr unterschiedliche Materialien sind, kénnen die Ergebnisse von
Wiederfindungsversuchen mit der Lebermatrix nicht direkt auf das Gewolle Gibertragen
werden. Wiederfindungsversuche mit Gewollematrix sind eine wichtige Voraussetzung
fur die Analyse der Gewolleproben aus den Versuchen.

Einige der Gewolle, die wahrend des Bekdmpfungszeitraums gesammelt werden konnten,
wurden auf die Beutezusammensetzung untersucht und Zusammenhénge zwischen der
Haufigkeit von Beutearten in der Eulennahrung und dem Auftreten von Riicksténden in
den verschiedenen Beutearten betrachtet.

5.4 Die Ermittlung der Effekte der saisonalen und jahrlichen Variabilitat der Nagerdichten
auf das Risiko von sekundaren Rodentizidriickstanden in Pradatoren

In diesem Teil der Studie wurden die Zusammenh&nge zwischen den Populationsdichten
verschiedener Kleinnagerarten und der Prasenz von Riickstdnden in ihren Prddatoren
untersucht.

2012 war sowohl fur die Rotelmaus als auch fir die Feldmaus ein
Massenvermehrungsjahr (unveroffentlichte Daten). Der Einfluss auf die Prddatoren sollte
anhand von Riickstandsnachweisen in Gewolleproben erfolgen, deren Analyse in
Ermangelung einer geeigneten Methode aber nicht abgeschlossen werden konnte.

Stattdessen wurden Nahrungsanalysen von Schleiereulengewdllen durchgefiihrt. In den
Jahren 2011 bis 2012 wurden monatlich an 9-12 verschiedenen Standorten im
Minsterland (Nordrhein-Westfalen, Deutschland) Gewdlle aus Nistkdsten und von
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bekannten Aufenthaltsorten von Schleiereulen auf landwirtschaftlichen Betrieben
gesammelt und auf ihre Nahrungszusammensetzung hin untersucht. Durch das
regelméaBige Sammeln konnten die Proben jeweils einem Monat zugeordnet werden, so
dass saisonale Schwankungen dargestellt werden konnten.

Die Gewolle (bzw. die Beutereste in den Gewo6llen) wurden zur Sterilisation bei 100°C fur
mindestens drei Stunden getrocknet und durch eine neu entwickelte Methode so
bearbeitet, dass Fellreste von den Knochen und Zdhnen der Beuteindividuen getrennt
wurden. Hierzu erfolgte das Einweichen der Gewdlle in Wasser in einem Plastikbecher fiir
1-2 min. Anschliefend wurden die Proben in einen Eimer tberfiihrt, in dessen Boden ein
Sieb eingearbeitet war. Mit einem harten Wasserstrahl wurde das Gewdlle nun
aufgebrochen und moglichst viel der Fellreste durch das Sieb gespiilt. Die restliche
Knochen- und Fellmasse wurde mit einer geringen Menge Wasser in einen hohen
Plastikbehalter tiberfiihrt und fiir einige Minuten stehen gelassen, damit sich die Knochen
und Zdhne am Behdiltergrund absetzen konnten. Anschliefend wurden mit einem
schwachen, weit gefdcherten Wasserstrahl die Fellreste an der Wasseroberflédche
aufgewirbelt, so dass sich weitere Knochen und Zdhne aus den Fellbestandteilen 16sten
und auf den Boden des Behélters absanken. Die Fellreste wurden anschlieend in ein Sieb
dekantiert und auf verbliebene Knochen und Zdhne abgesucht. Alle Knochen und Zahne
wurden auf ein feinmaschiges Sieb tiberfiihrt und fiir 3 h bei 60°C im Trockenschrank
getrocknet. AnschlieBend erfolgte iber die Bestimmung (Jenrich ez al. 2010) von Knochen
und Zahnen der Beuteindividuen bis auf Artniveau sowie die Ermittlung der Minimalzahl
der Beuteindividuen pro Art pro Gewdolle.

6 Ergebnisse

6.1  Erfassung von Rodentizidriickstanden bei Nicht-Zielarten unter Beriicksichtigung der
Anwendungsintensitat

6.1.1 Rotfiichse

Insgesamt konnten 265 Fuchsleberproben auf Riickstdnde analysiert werden.
Brodifacoum- und Bromadiolon-Riickstdnde traten in 46 bzw. 39% der Fuchsleberproben
auf (Abb. 1). Floucoumafen konnte in ca. 16% der Proben nachgewiesen werden.
Chlorphacinon und Warfarin waren die Wirkstoffe, die am seltensten gefunden wurden.
Es zeigt sich, dass Riickstdnde von SGAR (Brodifacoum, Bromadiolon, Difenacourm,
Difethialon und Flocoumafen) hdufiger auftraten als Riickstdnde von Wirkstoffen der
ersten Generation (Chlorphacinon, Coumatetralyl, Warfarin).
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Abb. 1 Anteil untersuchter Leberproben von Rotfiichsen (Vulpes vulpes), die AR-Riickstdnde aufwiesen{
N=265

Der Median der Brodifacoum-Konzentration lag in Proben mit Riickstdnden dieses
Wirkstoffs bei 63 ng/g und die maximal gefundene Konzentration bei 1.411 ng/g. Sechs
der 265 Proben zeigten Brodifacoum-Riickstdnde tiber 800 ng/g. Bromadiolon-
Konzentrationen waren dhnlich (Median 52 ng/g), mit einer maximalen Konzentration
von 1.212 ng/g. Ruckstande tiber 800 ng/g waren hier in sieben Féllen zu finden. Die
maximalen Konzentrationen aller anderen Wirkstoffe lagen unter 900 ng/g
(Coumatetralyl: 891 ng/g; Chlorphacinon: 11 ng/g; Difenacoum: 604 ng/g; Difethialon:
134 ng/g; Flocoumafen: 545 ng/g; Warfarin: 14 ng/g). Summierte Konzentrationen aller
Wirkstoffe zeigten einen Median von 123 ng/g und einem Maximalwert von 1.534 ng/g.

Die GV und die Anzahl analysierter Fuchsleberproben ist in Abb. 2 dargestellt. Die GV
diente als Indikator des bioziden Rodentizideinsatzes im landwirtschaftlichen Bereich.
Hohe GVs fanden sich im Nordwesten in Nordrhein-Westfalen, Niedersachsen und
Schleswig-Holstein sowie im Stiden Deutschlands in Bayern. In Ost-, Zentral- und Stidwest-
Deutschland herrschten dagegen geringere GVs vor. Der Anteil an Proben mit
Riickstdnden war bei Individuen, die aus Landkreisen mit hoher GV kamen, hoher als der
Anteil bei Individuen aus Landkreisen mit geringer GV (Einfaktorielle ANOVA: df=12;
F=6,63; p=0,015; Post Hoc (Bonferroni): zwischen hoch und niedrig: Differenz=449%;
p=0,014). Die Riickstdnde sind in Abb. 3 gegen die GV-Klassen aufgetragen.
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Analysierte Proben

@ 2130 1nd.

' @ 15-20 Ind.
@ 10-14 Ind.
@ 5-9Ind.

e 1-4|nd.

GroBvieh-Einheiten pro ha
[10,00000 - 0,21446
[10,21447 - 0,46959
I 0,46960 - 0,88807
I 0,58508 - 2,57185

Abb. 2 GroRviehdichte in Deutschland auf Landkreisebene je dunkler die Farbe des Landkreises, desto
héher die GroBviehdichte (GrolRvieheinheiten pro ha; GENESIS-Online Datenbank des
statistischen Bundesamtes, 01.03.2010); die GréRe der Punkte gibt Anzahl an analysierten
Fuchsleberproben aus diesem Landkreis wieder

100%
c
[T}
T 80%
(0
-
2 |
9 60%
.-
=]
E 40%
c
g 20%
(o]
2
o
0%
hoch mittel niedrig
Abb. 3 Anteil untersuchter Fuchsleberproben mit AR- aus Landkreisen mit hoher, mittlerer und niedriger

Rodentizidanwendung{die von der GroRviehdichte abgeleitet wurde; dargestellt sind die
Mittelwerte der Anteile belasteter Fiichse pro Landkreis £SD; N (Landkreise: hoch: N=4; mittel:
N=2; niedrig: N=7; Individuen: hoch:N= 67; mittel: N=44; niedrig: N=141)
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In der Fragebogen-Umfrage zum Thema Rattengift haben von 90 befragten Landwirten
62 geantwortet. 80,6% gaben an, hin und wieder Ratten auf ihrem Betrieb zu haben. 71%
der Landwirte mit Rattenproblemen setzten Rodentizide ein. Brodifacoum wurde mit
Abstand am héaufigsten angewandt (Abb. 4).

Vergleicht man die Ergebnisse der Landwirtbefragung mit dem Vorkommen von
Rickstdanden in Fuchsleberproben aus dem Landkreis Warendorf (N=29) und aus Minster
(N=1), so zeigt sich, dass Riickstdnde des hdufig angewandten Wirkstoffs Brodifacoum in
iiber 50% der Proben auftraten (Abb. 4). Aber auch Bromadiolon, welches laut Umfrage
nur zu ca. 10% angewandt wurde, kam in tiber 50% der Proben vor. Difenacoum
hingegen wurde am zweit hdufigsten angewandt, fand sich aber in keiner Probe.
Flocoumafen dagegen trat als Riickstand auf und wurde auch angewandt.
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Abb. 4 Anteil der Fuchsleberproben aus den Landkreisen Warendorf und Minster mit Riickstanden

verschiedener AR-Wirkstoffe (oben); Anwendung biozider rodentizider Wirkstoffe von
Landwirten im Munsterland (unten)f Prozentualer Anteil von 44 Landwirten, die Rodentizide
gegen Ratten einsetzten (k.A. — keine Angabe)

6.1.2 Eulen und Greifvogel

Insgesamt konnten 63 Proben von Eulen- und Greifvogel-Totfunden (inkl. 5 WeiBstorch-
Proben) auf die acht verschiedenen AR-Wirkstoffe untersucht werden. Es zeigten sich
Riickstdnde in 31,7% der Proben. Davon enthielten 30% (6 Proben) Riicksténde von mehr
als einem Wirkstoff. Mdusebussarde (18), Rotmilane (5) und Schleiereulen (7) wiesen am
héufigsten AR-Riickstdnde auf (Abb. 5).
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Abb. 5 Ruckstéande antikoagulanter Rodentizide in verschiedenen Eulen und Greifvogelarten{(inkl.

Weil3storch)

Brodifacoum war der Wirkstoff mit der héchsten Pravalenz (19%) gefolgt von
Bromadiolon und Flocoumafen (je 7,9%), Chlorphacinon (4,8%) und Difenacoum (3,2%).
Coumatetralyl, Diefethialon und Warfarin konnten in keiner Probe identifiziert werden.
In den Proben, die Riickstdnde des entsprechenden Wirkstoffs aufwiesen, hatten
Brodifacoum-Konzentrationen einen Median von 89 ng/g (max. 209 ng/g), Bromadiolon-
Konzentrationen einen Median von 33 ng/g (max. 129 ng/g) und Flocoumafen-
Konzentrationen einen Median von 37 ng/g (max. 158 ng/g). Die Konzentrationen
anderer Wirkstoffe lagen alle unter 100 ng/g. Summierte Konzentrationen aller
Wirkstoffe wiesen einen maximalen Wert von 232 ng/g auf, bei einem Median von 89

ng/g.

6.2 Quantifizierung der Rodentizidriickstdnde entlang des Expositionspfades Koder - Beute
- Réuber

6.2.1 Zielarten

Summiert aus allen Fangaktionen konnten 93 Wanderrattenproben wihrend und nach
der Rodentizidanwendung gesammelt werden. 54 davon im Herbst 2011. Aufgrund der
im Projekt insgesamt hohen Probenanzahl wurden nur die Ratten aus dem Herbst 2011
auf AR-Ruckstdnde untersucht.

Im Herbst 2011 wurden 16 Wanderratten in Fallen gefangen und 29 verendete Tiere
eingesammelt. Weitere 9 Tiere wurden von einem Hofhund gefangen. Es konnten sowohl
in den mit Fallen gefangenen Tieren als auch in den verendeten Tieren sehr hohe
Riickstande des ausgebrachten Wirkstoffs Brodifacoum nachgewiesen werden (max.
18.072 ng/g; Abb. 6). Im Mittel waren die Riickstandskonzentrationen in der Leber von
verendeten Tieren (N=29; 0=7.837 ng/g) hoher als in Tieren, die mit Fallen (N=16;
©=3.916 ng/g) gefangen wurden (t-Test: N=45; t=3.384; p=0,002). In Y139C-homozygoten
und damit resistenten Tieren lagen die Brodifacoum-Leberkonzentrationen im Mittel bei
9.053 ng/g (N=18). In homozygot resistenten Ratten fanden sich damit signifikant héhere
Ruckstande als in heterozygot-resistenten Tieren (N=23; 4.748 ng/g) oder beim Wildtyp
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(N=13; 3.299 ng/g) (einfaktorielle ANOVA: N=54; F=11,832; p<0,001; Post-hoc: Bonferroni:
p<0,01 zwischen den Gruppen homozygot und heterozygot, sowie homozygot und
Wildtyp) (Abb. 7).
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6.2.2 Riickstande in Nichtzielkleinsdugern

Die Fangzahlen von Nichtzielkleinsdugern aller vier Untersuchungszeitréume
(Fangaktionen) sind in Tab. 6 dargestellt. Der Fangerfolg (gefangene Individuen pro 100
Fallenndchte (FN)) war im Herbst (Herbst: 12,8 Ind/100FN) hoher als zu den Winter-
Fangaktionen (Winter: 4,2 Ind/100FN) (t-Test: N Herbst=15; N Winter=15; t=4,725;
p<0,001).

Tab. 6 Fangzahlen und Fangerfolge der vier Fangaktionen von Kleinsdugernfin der Hofumgebung von

Bauernhdfen im Munsterland fir die drei Fangsessions (vor, wahrend und nach der
Rodentizidanwendung)

Fangaktion Féange Fangerfolg [Ind/100FN] £SD

Vor Wahrend Nach
Herbst 2011 355 1345 2244 13+3
Winter 2012 289 9+6 11+5 715
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Herbst 2012 482 17+11 19+12 11+6

Winter 2013 117 4+3 1+1 1+1

Alle Individuen aus dem Herbst 2011, Winter 2012 und Winter 2013 und 417 der 482
Tiere aus dem Herbst 2012 wurden aufgearbeitet und die Leberproben am Julius Kithn-
Institut, Institut fiir Okologische Chemie, Pflanzenanalytik und Vorratsschutz auf
Riickstande aller acht zugelassenen bioziden antikoagulanten Wirkstoffe untersucht.

Riickstande vor Bekdmpfungsbeginn: Brodifacoum

Es zeigte sich (Abb. 8), dass vor der Rodentizidanwendung in den Herbst-Fangaktionen
nur vereinzelt Tiere Riickstdnde von Brodifacoum aufwiesen (im Mittel: Herbst 2011: N=6;
4,7% +6,2%; Herbst 2012: N=9; 3,5% *4,8%), wahrend es im Winter deutlich mehr Tiere
waren (im Mittel: Winter 2012: N=7; 19,6% £16,1%; Winter 2013: N=8; 27,6% +15,4%).
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Abb. 8 Brodifacoum-Riickstande vor der Rodentizidanwendungfuf Bauernhdfen im Minsterland zu den
vier verschiedenen Fangaktionen (Herbst 2011, Winter 2012, Herbst 2012 und Winter 2013),
Mittelwerte der Hofe; Klassen von Ruckstandskonzentrationen sind farblich markiert

In der statistischen Analyse wurden nur Hofe beriicksichtigt, die sowohl im Herbst als
auch im darauf folgenden Winter untersucht wurden. Es zeigt sich, dass die Anteile
belasteter Individuen auf Hofen im Winter (26,0% +15,7%) signifikant hoher waren als im
vorangegangenen Herbst (4,1% +5,5%; paired samples t-test: N=13; t=5,145; p<0,001). Im
Herbst 2012 (1,7% +2,8%) waren signifikant weniger Tiere belastet, als im Winter (2012)
davor (21,5% +16,7%; paired samples t-test: N=6; t=-2,263; p=0,042). Dies kénnte damit
zusammenhédngen, dass zwischen der Fangaktion im Herbst und dem darauf folgenden
Winter halb so viel Zeit lag wie vom Winter zum darauf folgenden Herbst (Herbst zu
Winter: 3 Monate und Winter zu Herbst: 6 Monate). Brodifacoum-Konzentrationen tiber
1.000 ng/g fanden sich nur in Leberproben aus dem Winter 2012 und auch dort nur in
geringem Anteil (4,1% +5,2%).
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Riickstdande wahrend und nach der Bekdmpfung

Entfernung

In allen vier Untersuchungszeitraumen stieg der Anteil unbelasteter Individuen mit der
Entfernung (Abb. 9). Zusammengefasst zeigte sich, dass im Herbst (dicht: 42,3%; mittel:
18,2%; fern: 8,5%) Tiere aus dem dichten Bereich signifikant hohere Anteile an
Brodifacoum-Riickstdnden aufwiesen als Tiere aus dem mittleren und fernen Bereich
(einfaktorielle ANOVA: N=15 Hoéfe je Transektabschnitt; F=7,526; p=0,002; PostHoc Test
mit Bonferroni-Korrektur: dicht-mittel: Differenz: 24,2%, p=0,031; dicht-fern: Differenz:
33,9%, p=0,002; mittel-fern: Differenz: 9,7%, p=0,863). Im Winter 2012 ergab sich ein
dhnliches Bild (dicht: 64,2%; mittel: 32,3%; fern: 10,4%). Allerdings muss die geringe
Stichprobengrée aus dem Winter 2013 bei der Bewertung der Aussagekraft dieser Werte
berticksichtigt werden (einfaktorielle ANOVA: N=13 Hoéfe je Transektabschnitt; F=9,017;
P<0,001; PostHoc Test mit Bonferroni-Korrektur: dicht-mittel: Differenz: 31,9%, p=0,011;
dicht-fern: Differenz: 53,8%, p<0,001; mittel-fern: Differenz: 21,8%, p=0,073).

Herbst 2011 Winter 2012

B < Nachweisgrenze O < 100 ng/g @ < 1.000 ng/g @ > 1.000 ng/g B < Nachweisgrenze O< 100 ng/g @ < 1.000 ng/g B > 1.000 ng/g

£ 100% T 100%

- 3

2 2

2 80% = 80%

: ;

- 60% 5 60% :

g §

o 40% @ 40% -

= o

o ‘T

En 20% i_n 20%

£ o% g 0%

< dicht mittel fern dicht mittel fern

N= 71 70 100 N= 43 64 85

Herbst 2012 Winter 2013

M < Nachweisgrenze O < 100 ng/g B < 1.000 ng/g @ > 1.000 ng/g [ < Nachweisgrenze 0 < 100 ng/g @< 1.000 ng/g M > 1.000 ng/g

e

& c

S 100% 100%

2 2

‘E 80% 2 8%

-— i =

5 60% + 60%

£ g

w 40% :.;. 40%

£

8 20% En 20%

3 3

£ 0% E 0%

< dicht mittel fern dicht mittel fern
N= 74 93 98 N= 10 12 22

Abb. 9 Brodifacoum-Riickstande in Kleinsaugern in Abhéngigkeit der Entfernung zum Anwendungsort{

auf Bauernhofen im Miinsterland; Sessions wahrend und nach der Anwendung zusammengefasst;
fiir vier verschiedene Fangaktionen (Herbst 2011, Winter 2012, Herbst 2012 und Winter 2013);
Mittelwerte der Hofe £SD; Klassen von Rickstandskonzentrationen (farblich markiert)

Rickstandskonzentrationen iber 1.000 ng/g fanden sich fast ausschlieflich im dichten
Transektabschnitt. Nur zwei Tiere (eins im Herbst 2012 und eins im Winter 2013) wiesen
im mittleren Transektabschnitt solche Konzentrationen auf; im fernen Abschnitt gab es in
keinem Tier Brodifacoum-Riickstédnde >1.000 ng/g. Die mittleren Brodifacoum-
Konzentrationen der Leberproben von Tieren aus den verschiedenen Transektabschnitten
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sowie der Median und die maximal gefundene Konzentration der positiv getesteten
Individuen sind in Tab. 7 dargestellt.

Tab. 7 Brodifacoum-Konzentrationsangaben [ng/g] positiv getesteter Kleinsdugerfin den verschiedenen
Transektabschnitten in dichter, mittlerer und ferner Distanz zu Kdderboxen mit Brodifacoumkdder
auf Bauernhofen im Munsterland

Transektabschnitt | @ £SD Median Max. Konz
Dicht 3.096 +5.908 293 31.125
Mittel 372 +1.553 38 10.640
Fern 79 +158 23 766

Auswertung der Fangsessions

Im Folgenden werden sich die Darstellungen auf den dichten Transektabschnitt
beschrédnken, in dem die meisten Rickstdnde gefunden wurden (siehe Abschnitt zuvor).
Bisher wurden die zwei Fangsessions (wdhrend und nach der Rodentizidanwendung)
zusammengefasst betrachtet, es existierten aber Unterschiede beim Anteil belasteter
Individuen zwischen den Sessions. Abb. 10 zeigt die Riickstandsmuster der ersten drei
Fangaktionen wdahrend (Session 2) und nach der Anwendung (Session 3) wobei der Winter
2013 aufgrund einer zu geringen Stichprobe nicht dargestellt ist.

Das Auftreten von Konzentrationen tiber 1.000 ng/g unterschied sich zwar nicht
signifikant zwischen den beiden Sessions (vor und wédhrend), zeigte aber die Tendenz,
dass hohe Konzentrationen in der Session 2 (20,0 £26,4%) hédufiger auftraten als in Session
3 (7,5 £12,1%) (Wilcoxon-Rangtest: N=14 (ohne Winter 2013); Z=-1,737; p=0,082).
Konzentrationen unter 100 ng/g kamen dagegen signifikant seltener in der zweiten
Session (8,8 £11,6%) als in der dritten Session vor (27,5 £37,5%)(Wilcoxon-Rangtest: N=14
(ohne Winter 2013); Z=-2,159; p=0,031).
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Abb. 10 Brodifacoum-Riickstande in Kleinsdugern von Hofen aus dem Munsterland im dichten
Transektabschnitt wahrend (Session 2) und nach (Session 3) einer Rodentizidanwendungfzu drei
Fangaktionen (Herbst 2011, Winter 2012, Herbst 2012); Mittelwerte der Héfe £SD; Klassen von
Ruckstandskonzentrationen (farblich markiert)
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Riickstande in verschiedenen Arten

Brodifacoum-Riickstdnde wurden in allen untersuchten Kleinsdugertaxa gefunden. Die
Taxa unterschieden sich aber hinsichtlich des Anteils Brodifacoum positiver Tiere und in
der Brodifacoum-Konzentration in den Leberproben. In Abb. 11 sind die Rickstdnde in
verschiedenen Kleinsdugertaxa im dichten Transektabschnitt fiir drei
Untersuchungszeitrdume dargestellt (Winter 2013 wurde wegen der geringen Stichprobe
nicht mit dargestellt). Die Anteile sind nicht iiber die Hofe gemittelt.

In ApodemusArten (A. sylvaticus und A. flavicollis) fanden sich zu allen drei
Fangaktionen Riicksténde im dichten Transektabschnitt, die Anteile positiver Tiere
schwankten dabei zwischen 29,6 und 50,0% (Abb. 11). Riickstdnde tiber 1.000 ng/g traten
in 10,5 bis 25,9% der Félle auf. ApodemusArten wurden sowohl im dichten, als auch in
den anderen Transektabschnitten mit dem hochsten Fangerfolg gefangen (Abb. 12).

Hausspitzmduse kamen im Winter 2012 im dichten Transektabschnitt nicht vor, in den
beiden Herbstfdngen zeigten sich aber bei vielen Individuen Brodifacoum-Riickstdnde
(86,7% bzw. 54,5%), die z.T. iiber 1.000 ng/g lagen (Abb. 11). Der Fangerfolg fiir
Hausspitzméduse war in allen Transektabschnitten gering (Abb. 12), im mittleren und
fernen Transektabschnitt wurden nur vereinzelt Tiere gefangen.

Bei den Microtus-Arten (M. arvalis und M. agrestis) waren die Brodifacoum-Riickstdnde am
geringsten (ein Tier im Winter 2012 und zwei Tiere im Herbst 2012). Der Fangerfolg fir
Microtus-Arten schwankte sehr stark zwischen den Hofen, war aber generell geringer als
bei ApodemusArten und Rotelmdusen.

Bei Rotelmédusen fanden sich im Herbst 2011 deutlich weniger Rickstande (30,0%) als im
Winter 2012 (70,0%) und im Herbst 2012 (68,7%). Riickstdande iiber 1.000 ng/g kamen im
Herbst 2011 nicht vor. Rotelmduse wurden nach ApodemusArten am zweithdufigsten
gefangen (Abb. 12).

Sorex-Arten wurden nur selten gefangen. In etwa jedem zweiten Tier im dichten
Transektabschnitt und in allen untersuchten Zeitrdumen waren Brodifacoum-Riickstande
vorhanden, allerdings keine iiber 1.000 ng/g.
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Abb. 11 Brodifacoum-Riickstande im dichten Transektabschnitt gefangener Kleinsduger von Bauernhéfen

im Miinsterland, aufgeteilt nach Artgruppen{im Herbst 2011, Winter 2012 und Herbst 2012;
Mittelwerte der Hofe £SD; Klassen von Rickstandskonzentrationen (farblich markiert)
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Abb. 12 Fangerfolg (Mittelwerte +95% Konfidenzintervall Gber Héfe, N=14) fir die Kleinsdugertaxa
Apodemus spp., Rotelmaus, Microtus spp., Hausspitzmaus und Sorex spp.fDaten aus Herbst 2011,
2012 und Winter 2012 sind zusammengefasst und alle Fangsessions wurden beriicksichtigt

Riickstdnde zur Rattenbekampfung nicht angewandter Rodentizidwirkstoffe

Riickstdnde von anderen Wirkstoffen als Brodifacoum (das fiir die Bekdmpfung
verwendet wurde) waren gemittelt tiber die Hofe zu maximal 3,6% (Bromadiolon) in den
Proben zu finden (Tab. 8). Eine Ausnahme bildete Chlorphacinon, welches im Herbst 2011
in 14,7% der Proben vorhanden war. Chlorphacinon war bis zum 30. Juni 2010 als
Pflanzenschutzmittel fiir die Anwendung gegen Feldméuse zugelassen, es konnte sich
daher evtl. um Restbestdnde gehandelt haben, die fiir die Feldmausbekdmpfung
eingesetzt wurden. Einige Wirkstoffe (Coumatetralyl, Difenacoum und Flocoumafen; Tab.
6) waren in weniger als 2% der Proben vorhanden. Auffédllig war das Auftreten von
Warfarin, das regelméBig in Proben gefunden wurde, die auch Wirkstoffe des im Projekt
angewandten Rodentizids Brodifacoum aufwiesen.

Vor den Anwendungen von Brodifacoum in den Bekdmpfungsaktionen wurde in keiner
der Proben Warfarin nachgewiesen. Bei den Fangaktionen im Herbst 2011 und im
Winter 2012, in denen Warfarinnachweise vermehrt auftraten, wurde in 1,1% der Félle
Warfarin nachgewiesen, wenn Brodifacoum nicht nachweisbar war (N=529), in 1,5% der
Proben, wenn Brodifacoum in Konzentrationen unter 100 ng/g nachgewiesen wurde
(N=67), in 21,9% der Proben, wenn Brodifacoum in Konzentrationen zwischen 100 und
1.000 ng/g vorkam (N=32) und bei Brodifacoum-Konzentrationen tiber 1.000 ng/g in
66,7% der Proben (N=15). Dieser Trend bestétigte sich auch in den Rattenproben aus dem
Herbst 2011. Die Warfarinkonzentration in den Rattenproben korrelierte signifikant

46



Riickstdnde von als Rodentizid ausgebrachten Antikoagulanzien in wildlebenden Biota

positiv mit der Brodifacoum-Konzentration (Spearman-Rangkorrelation: N=54; R=0,757;
p<0,001). Da Warfarin im Herbst 2012 nur sehr selten (unter 1%) auftrat und im Winter
2013 nicht in den Proben zu finden war (Tab. 8), liegt die Vermutung nahe, dass es sich
um eine Verunreinigung des Kdders handelte.

Tab. 8 Vorkommen zur Rattenbekdmpfung nicht angewandter Rodentizidwirkstoffe gemittelt Giber die
Hofef Tiere aus allen Fangsessions und Entfernungen; Anteil [%] +SD (Brom.=Bromadiolon;
Chlor.=Chlorphacinon; Couma.=Coumatetralyl; Difen.=Difenacoum; Difet.=Difethialon;
Flocou.=Flocoumafen; Warf.=Warfarin)

Brom. Chlor. Couma. Difen. Difet. Flocou

Herbst 2011
100ng/g 14789 | 0915 | 1515 2,8 +3]1 0814 | 2018

»100<1.000ng/q 2,8 £1,6 0,5+0,8 0,3 0,7 0,9 %22
»1.000ng/q 0,3+0,7
Winter 2012
<100ng/g 0,309 0,4 %1,0 0,4 %1,0 0,2%0,6 3,339
»100<1.000ng/g 09 15
»1.000ng/qg

Herbst 2012
100ng/g 19 £1,7 0.7 %16 03+08 |03%08 | 0611 03+08 | 0516

»100<1.000ng/q 03 +0,8 0,3 0,7
».000ng/g

Winter 2013
100ng/g 36%51 | 0618 | 1030

5100<1.000ng/q
»1.000ng/q

6.2.3 Brodifacoum-Riickstdande in Kleinsdugertaxa und Haufigkeit der Taxa in der
Schleiereulennahrung

Die Haufigkeit von Brodifacoum-Riickstdnden in einem Kleinsdugertaxon (aus allen
Entfernungen und den Sessions wahrend und nach der Anwendung) wurde dem
Vorkommen dieser Taxa in der Schleiereulennahrung gegeniibergestellt (Abb. 13). Ein
Datenpunkt (Mittelwert Giber die Hofe) stellt jeweils eine Fangaktion dar. Die Daten aus
dem Winter 2013 wurden wegen geringem Fangerfolg nicht einbezogen. Der Wert fiir
den Anteil einer Art an der Schleiereulennahrung ergab sich aus der Nahrungsanalytik
der Gewdlle, die in den Monaten der Rodentizidanwendung gesammelt wurden (Herbst:
Oktober/November; Winter: Februar/Mérz). Es wurden nur Ho6fe bertiicksichtigt, auf denen
auch eine AR-Anwendung stattfand.

Hausspitzméause wiesen hdufig AR-Riickstédnde auf, waren aber nur selten (3-6%) in der
Schleiereulennahrung zu finden. Im Gegensatz dazu stellten MicrotusArten den
haufigsten Nahrungsbestandteil der Schleiereule dar (33-49%), wiesen aber die geringste
Belastung durch Rodentizide auf. Rotelm&duse waren selten (max. 12%) in den Gewollen
zu finden, wurden aber bis zu 42% positiv auf Brodifacoum getestet und z.T. kamen in
Proben von dieser Art Konzentrationen iiber 1.000 ng/g vor (siehe vorherigen Abschnitt).
Ahnlich verhielt es sich bei Sorex-Arten, die etwas hiufiger in der Schleiereulennahrung
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vertreten waren (max. 19%), aber selten und geringe Brodifacoum-Riickstdnde aufwiesen

(max. 32%

und immer <1.000 ng/g). Bei Apodemus-Arten hingegen waren bis zu 26% der

Individuen mit Brodifacoum mit z.T. hohen Konzentrationen belastet und Apodemus
Arten hatten einen hohen Anteil an der Schleiereulennahrung (bis zu 28%).

¢ Apodemus spp. @ Hausspitzmaus < Microtus spp. ¢ Rdtelmaus < Sorex spp.
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Anteil mit Rickstanden
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Abb. 13
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Anteil in Schleiereulennahrung

Gegeniberstellung des Anteils an Individuen mit Brodifacoum-Rickstanden bei gefangenen

Kleins&dugern im Minsterland und dem Auftreten der entsprechenden Art in der
Schleiereulennahrung im gleichen Zeitraum{Dargestellt ist der Zusammenhang pro Art (farbliche
Unterscheidung) jeweils fur den Herbst 2011, Winter 2012 und den Herbst 2012; y-Achse: Anteil
an Individuen mit Brodifacoum-Ricksténden; x-Achse: Anteil, den eine Kleinsdugerart in der
Schleiereulennahrung ausmacht
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6.3 Die Ermittlung der Effekte der saisonalen und jahrlichen Variabilitat der Nagerdichten
auf das Risiko von sekunddren Rodentizidriickstanden in Prddatoren

6.3.1 Riickstande in Fiichsen

Die insgesamt 265 untersuchten Fuchsleberproben stammten aus den Jahren 2012 und
2013. Der Anteil belasteter Individuen pro Landkreis unterschied sich nicht zwischen den
Jahren (T-test: 2012: N=9; 2013: N=7; t=-0,323; p=0,751).
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Abb. 14 Fuchse mit AR-Riickstdnden aus dem deutschlandweiten Monitoring aus den Jahren 2012 (9
Landkreise; Massenvermehrung der Feld- und Rételmaus) und 2013 (7 Landkreise; keine
Kleinséuger-Massenvermehrungen)fals Mittelwerte (iber Landkreise +SD

6.3.2 Nahrungsbestandteile in der Schleiereulenbeute

Gewolle wurden fiir alle Monate zwischen Méarz 2011 und Januar 2013 ausgewertet, bis
auf April und Juni 2011, da aus diesen Monaten nicht geniigend Gewdélle vorhanden
waren. Uber den angegebenen Zeitraum wurden 1.708 Gewoélle gesammelt und die
Kleinsédugerzusammensetzung bestimmt. Insgesamt konnten 6.034 Beuteindividuen
identifiziert werden.

Microtus-Arten (v.a. Feldmause, in geringerem Anteil Erdméuse) machten insgesamt den
groften Anteil der Schleiereulennahrung aus und waren zu allen Jahreszeiten vorhanden
(Abb. 15). Besonders hoch war der Anteil von Juli bis Oktober. Im Feldmaus-
Massenvermehrungsjahr 2012 erreichte er bis zu 65%, etwa 10% mehr als im Jahr zuvor.
Im November 2011 wurden deutlich weniger Feldméuse in den Gewdllen gefunden und
im Februar bis April 2012 war der Anteil mit knapp 20% am niedrigsten. Microtus Arten
wiesen von allen Kleinsédugertaxa am wenigsten Riickstédnde auf.
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Abb. 15 Anteil von Microtus-Arten an der Schleiereulennahrungfvon Marz 2011 bis Januar 2013;
Mittelwerte +SD (iber 2-7 Hofe im Miinsterland, auf denen mehr als 5 Gewdlle und mehr als 10
Beuteindividuen pro Monat gefunden wurden

ApodemusArten waren auch in allen Monaten Bestandteil der Schleiereulennahrung
(Abb. 16). Ihr Anteil war im Herbst und im Frithjahr am hochsten. Im Jahr 2012 waren die
Anteile an der Beute im Friihjahr besonders hoch und der Anteil von Juli bis August
besonders gering. In dieser Zeit fanden sich die hochsten Anteile der Feldmaus an der
Beute. Von Oktober bis Februar, wenn Ratten vermehrt auf den Hofen bekampft werden,
lag der Anteil an ApodemusArten bei 10-30%. Imm November, als die Anteile an der
Schleiereulenbeute mit 20-30% besonders hoch waren, scheint es am wahrscheinlichsten,
dass Rodentizide von ApodemusArten an Schleiereulen weiter gegeben werden konnten.
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Abb. 16 Anteil von Apodemus-Arten (A. sylvaticus und A. flavicollis) an der Schleiereulennahrungfvon

Marz 2011 bis Januar 2013; Mittelwerte #SD (iber 2-7 H6fe im Munsterland, auf denen mehr als 5
Gewodlle und mehr als 10 Beuteindividuen pro Monat gefunden wurden
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Sorex Arten traten am meisten im spaten Winter in der Schleiereulenbeute auf (Abb. 17)
und machten 10-50% der Schleiereulennahrung aus.
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Abb. 17 Anteil von Sorex-Arten (S. araneus, S. coronatus und S. minutus) an der Schleiereulennahrungfvon

Marz 2011 bis Januar 2013; Mittelwerte #SD (iber 2-7 H6fe im Munsterland, auf denen mehr als 5
Gewodlle und mehr als 10 Beuteindividuen pro Monat gefunden wurden

Obwohl bei Rotelméusen (Abb. 18) 2012 deutschlandweit eine Massenvermehrung
auftrat, stieg der Anteil an Rételméusen in der Schleiereulennahrung in diesem Zeitraum
nicht an. Rotelmé&use machten generell nur 5 bis 15% der Schleiereulennahrung aus und
kamen vor allem in den spaten Herbst- und Wintermonaten in der Schleiereulenbeute
vor (Abb. 18). Der Anteil war im Sommer besonders gering.
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Abb. 18 Anteil von Rételméusen an der Schleiereulennahrungfvon Mérz 2011 bis Januar 2013; Mittelwerte
+SD uber 2-7 Hofe im Munsterland, auf denen mehr als 5 Gewdlle und mehr als 10
Beuteindividuen pro Monat gefunden wurden

Hausspitzméuse aus dem Hofbereich wiesen z.T. sehr hohe Riickstandskonzentrationen
auf, waren aber nur in geringem Umfang in der Schleiereulennahrung vertreten (Abb.
19). Allerdings kamen Spitzmdause vermehrt in den Monaten (Oktober bis Februar) in den
Gewollen vor (5-17%), in denen Ratten vermehrt bekdmpft werden.
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Abb. 19 Anteil von Hausspitzméusen an der Schleiereulennahrungfvon Marz 2011 bis Januar 2013;
Mittelwerte £SD Uber 2-7 Hofe im Miinsterland, auf denen mehr als 5 Gewdlle und mehr als 10
Beuteindividuen pro Monat gefunden wurden

Zielarten (Wanderratten und Hausmaéuse) kamen in der Schleiereulennahrung das ganze
Jahr iiber nur in sehr geringen Anteilen vor (Abb. 20 und Abb. 21). In Gewdllen aus den
Frihjahrs- und Sommermonaten wurden keine Rattenreste in den Gewollen gefunden,
Hausmaduse kamen im Frithjahr nicht vor und machten ansonsten maximal 1,5% der
Nahrungszusammensetzung der Schleiereule aus.
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Abb. 20 Anteil von Wanderratten (R. norvegicus) an der Schleiereulennahrungfvon Mérz 2011 bis Januar
2013; Mittelwerte +SD {iber 2-7 Hofe im Minsterland, auf denen mehr als 5 Gewdlle und mehr als
10 Beuteindividuen pro Monat gefunden wurden
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Abb. 21 Anteil von Hausméausen (M. musculus) an der Schleiereulennahrungfvon Mérz 2011 bis Januar
2013; Mittelwerte +SD ({iber 2-7 Hofe im Minsterland, auf denen mehr als 5 Gewdlle und mehr als
10 Beuteindividuen pro Monat gefunden wurden
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Schlussfolgerungen

61% der deutschlandweit gesammelten Fuchsleberproben waren mit AR belastet. SGARs
waren hédufiger nachweisbar als FGARs. Dies kann sowohl an der Menge der eingesetzten
Mittel als auch an der héheren Persistenz der SGARs liegen. In dieser Untersuchung
konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass SGAR-Riickstdnde in Fiichsen mit der GV
korreliert sind, so dass von einem Bezug zur SGAR-Anwendungsintensitat ausgegangen
werden kann. Dies legt auch die Vermutung nahe, dass die Fiichse die AR-Wirkstoffe
durch den Biozideinsatz im ldndlichen Umfeld aufgenommen haben.

AR-Leberkonzentrationen sind hinsichtlich der toxikologischen Effekte schwierig zu
interpretieren, weil es kaum gesicherte Erkenntnisse gibt, inwieweit Riickstdnde der
unterschiedlichen AR-Wirkstoffe in den Lebern der verschiedenen Nichtzielarten mit
einer biologischen Wirkung korreliert sind (Sage et al. 2010). Beispielsweise stehen bei
Flichsen, die mit Bromadiolon-vergifteten Nagern gefiittert wurden, die Bromadiolon-
Leberkonzentrationen (gemessen 25 Tage nach der Wirkstoffaufnahme) nicht in direktem
Zusammenhang mit kritischen Stérungen der Blutgerinnung (Sage et al. 2010). Auch
wenn kein Zusammenhang mit den Bromadiolon-Leberkonzentrationen bestand, traten
bei allen Fiichsen Blutgerinnungsstorungen auf und 2 Fiichse mit duf3eren Blutungen
mussten mit Vitamin K behandelt werden. Bei diesen Fiichsen betrugen die Bromadiolon-
Leberkonzentrationen 2.110 bzw. 2.540 ng/g (Sage et al 2010). Da die Halbwertszeiten
der SGARs in der Leber mehrere hundert Tage betragen (Erickson and Urban 2004),
konnen AR-Leberkonzentrationen lange nach der Wirkstoffaufnahme zum Nachweis von
Ruckstdnden dienen.

In Untersuchungen von Totfunden aus dem Freiland wurden AR- Leberkonzentrationen
von 800-6.900 ng/g mit AR-Vergiftungen von Fiichsen in Zusammenhang gebracht (Berny
et al. 1997). Der Vergleich mit diesen Untersuchungen legt nahe, dass es sich bei den AR-
Riickstdnden in den von uns untersuchten Fiichsen hauptsachlich um subletale
Konzentrationen handelte. So traten bei sieben der 265 untersuchten Fiichse
Bromadiolon-Konzentrationen tiber 800 ng/g auf, jedoch niemals Riicksténde von uiber
2.000 ng/qg.

Der von uns gefundene Median von 52 ng/g Bromadiolon-Leberkonzentration liegt in
einem Bereich, in dem ein Effekt des Riickstands auf das Tierwohl unwahrscheinlich ist.
Ein dhnliches Bild zeigte sich auch bei den Brodifacoum-Riickstdnden, wo sechs von 265
untersuchten Fiichsen Brodifacoum-Leberkonzentrationen iiber 800 ng/g (Median=63
ng/g) aufwiesen.

Die Riickstandsanalyse bei tot gefundenen Eulen und Greifvogeln aus Deutschland zeigte,
dass einige dieser Tiere mit ARs in Kontakt kamen. Rickstdnde traten vor allem in
Méusebussarden, Rotmilanen und Schleiereulen auf. Es handelt sich bei diesen drei Arten
um Nahrungsspezialisten, die sich hauptsachlich von Kleinsdugern erndhren. Es ist daher
naheliegend, dass das Expositionsrisiko solcher Arten hoher ist als von Arten, die sich von
einem breiteren Nahrungsspektrum erndhren (z.B. Habicht (Accipiter gentilis), Turmfalke
(Falco tinnunculus) und Steinkauz (Athene noctua)).

Kritische Leberkonzentrationen von SGARs liegen nach Newton ef a/ (1999) bei minimal
ca. 200 ng/g AR-Leberkonzentration (bis 1.720 ng/g in experimenteller Untersuchung an
Schleiereulen). Verglichen mit diesen Konzentrationen kénnen die Werte aus unserer
Studie, mit einer Ausnahme, ebenfalls als subletal eingestuft werden.
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Nichtzielkleinsduger verschiedener Arten in Hofumgebung konsumierten in Kéderboxen
ausgelegten Brodifacoum-Koder, so dass es zu Primérvergiftungen kam. Tiere mit
Leberkonzentrationen (>1.000 ng/g) des ausgelegten Wirkstoffs Brodifacoum fanden sich
regelmaBig, aber fast ausschlieB3lich in dichter Hofumgebung. Auch der Anteil an
Individuen mit Riickstdnden war in dichter Hofumgebung deutlich héher als in weiterer
Entfernung. Primérvergiftungen sind demnach sehr eng mit dem direkten
Anwendungsort assoziiert und vor allem in diesem Bereich ist das Risiko von Primér- und
Sekundérvergiftungen wahrend der Kéderanwendung gegeben.

Der Zusammenhang von Leberkonzentrationen und toxikologischen Effekten der
Wirkstoffe bei Kleinsdugern ist bisher ebenfalls kaum untersucht. LDsp Werte fiir die orale
Aufnahme von Brodifacoum liegen bei ca. 0,44 mg/kg Korpergewicht (Cuthbert et al.
2011). Die LDso Werte fir Apodemus-Arten und Rotelmduse sind nicht publiziert. LDso-
Werte fiir Wanderratten liegen zwischen 0,42 und 0,56 mg/kg (weibliche und méannliche
Tiere)(EPA 1998). Ratten zeigen nach einmaliger Gabe einer halben LDso nach einem Tag
Leberriickstinde von 1.107 ng/g (EPA 1998). Ubertrigt man dies auf Hausmiuse so
wirden bei einer einmaligen Aufnahme der LDso Dosis Leberkonzentrationen von etwa
2.000 ng/g zu erwarten sein. Subletale Effekte waren schon bei geringeren
Konzentrationen zu erwarten, daher haben wir 1.000 ng/g als Schwelle fiir toxikologisch
relevante AR-Leberkonzentrationen gewdhlt. Dies ist aber nur ein grober Anhaltspunkt,
da die Sensibilitdt der hier untersuchten Arten davon abweichen konnte und zwischen
der Leberkonzentration und auftretenden biologischen Effekten kein linearer
Zusammenhang bestehen muss.

In einer Studie, in der Riickstdnde in Kleinsdugern nach einer Bromadiolon-
Pflanzenschutzanwendung gegen Schermduse (Arvicola terrestris) gemessen wurden,
betrugen die Bromadiolon-Leberkonzentrationen in Schermaéusen ca. 15.000 ng/g und in
Feldmadusen ca. 2.500 ng/g (Sage et al. 2008). In unserer Studie wurden Individuen
gefangen, die Brodifacoum-Leberkonzentrationen iiber 10.000 ng/g aufwiesen. Diese
Tiere hatten wahrscheinlich eine deutlich hohere Menge als die LDsg aufgenommen und
damit eine letale Dosis konsumiert; auch wenn Bromadiolon und Brodifacoum nicht
direkt vergleichbar sind. Der gro3te Anteil der untersuchten Kleinsduger trug allerdings
AR-Riickstdnde, die deutlich niedriger als die 0.g. Werte und somit vermutlich subletal
waren.

Brodifacoum-Riickstdnde in Leberproben von Tieren, die im Winter vor der Anwendung
des Kodders gefangen wurden, belegen die bekannte Persistenz des Wirkstoffs
Brodifacoum. Riickstdnde anderer, auf den untersuchten Hofen zur Rattenbekdmpfung
nicht angewandter Rodentizidwirkstoffe, wurden nur selten gefunden, was die dichte
Assoziation von Brodifacoum-Riickstdnden und Anwendungsort bestétigt.

Individuen mit Brodifacoum-Riickstdnden tiber 1.000 ng/g wurden héufiger kurz nach
Anwendungsbeginn (widhrend Session) gefunden und weniger nach Anwendungsende.
Bei Anwendungsende war der Anteil an Tieren mit AR-Konzentrationen unter 100 ng/g
hoher. Es ist zu vermuten, dass zu diesem Zeitpunkt die urspriinglich hoch belasteten
Individuen bereits verendet waren, so dass nach Beendigung der Bekdmpfung das Risiko
fir Sekundérvergiftungen gering war. Eine Schadnagerbekdmpfung sollte daher schnell
und effektiv erfolgen, um den Expositionszeitraum mit erh6htem Risiko fiir Nichtzielarten
moglichst kurz zu halten.
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Brodifacoum-Riickstdnde konnten in allen untersuchten Arten nachgewiesen werden.
Besonders betroffen waren neben den Nagetierarten (Waldmé&use und Rotelmduse) auch
Hausspitzméause, obwohl diese Art als insektivor gilt. Auch andere Spitzmausarten wiesen
Rickstdande des ausgebrauchten Rodentizids auf, allerdings in geringeren
Konzentrationen als die zuvor genannten Arten.

ApodemusArten waren regelmafig in den Gewollen von Schleiereulen zu finden. Der
Expositionsweg fir die Sekundéarvergiftung von Schleiereulen wéhrend einer
Brodifacoum-Anwendung auf Bauernhofen tiber ApodemusArten scheint daher am
wahrscheinlichsten. MicrotusArten, die besonders hdufig von der Schleiereule erbeutet
wurden, waren selten belastet und dirften deshalb héchstens tiber die Akkumulation
tiber einen langen Zeitraum als Expositionspfad fungieren.

Feldmduse kamen in der Schleiereulennahrung im Juli und August 2012 etwa um 10%
héaufiger vor als im Vorjahr. Das Risiko einer sekundéaren Belastung von Schleiereulen
sollte mit dem Anstieg an Feldm&usen in der Nahrung sinken, weil Feldmé&use kaum AR-
Riickstande trugen. Da der Feldmausanteil in der Schleiereulennahrung in NRW im
Feldmaus-Massenvermehrungsjahr 2012 aber nur gering anstieg, schien in diesem Fall
allerdings das Risiko einer AR-Aufnahme durch Eulen nicht wesentlich vermindert
gewesen zu sein. In anderen Bundesldndern mit héheren Feldmaus-Populationsdichten
konnten diesbeziiglich deutlichere Effekte auftreten. Auch die Rotelmaus-
Massenvermehrung im gleichen Jahr spiegelte sich nicht in der Schleiereulennahrung im
Minsterland wider. Generell war ihr Anteil in der Schleiereulennahrung gering.
Rotelméuse scheinen fir die Schleiereule eher eine untergeordnete Rolle zu spielen und
stellen somit eher ein geringes Risiko einer AR-Aufnahme durch Eulen dar. Da
Hausspitzméuse nur selten in Gewodllen gefunden wurden und Sorex-Arten nur
Riickstandskonzentrationen unter 1.000 ng/g aufwiesen, scheint das
Gefdhrdungspotenzial durch diese Arten eher gering.

Generell zeigte sich, dass saisonale Schwankungen in der Beutezusammensetzung von
Schleiereulen auftraten. Der Feldmausanteil war in den Sommermonaten besonders hoch.
Das Risiko fiir die Schleiereule, in diesen Monaten AR aufzunehmen, scheint daher
gering. Da aber in den spaten Herbstmonaten und im Winter der Anteil an Waldnagern
in der Schleiereulennahrung stieg, kénnte sich dadurch die AR-Exposition erhéhen, weil
manche Waldnager in diesem Zeitraum hdufigere und hohere AR-Rickstdnde aufwiesen
als Feldméuse.

Anhand von Leberproben eine abschlieBende Einschédtzung biologischer Effekte von AR-
Wirkstoffriicksténden auf biologische Effekte bei Individuen oder gar 6kologische Effekte
auf Populationen abzuleiten, war nicht Ziel dieses Vorhabens. Mit dem bestehenden
Kenntnisstand ist das auch nicht mdoglich, weil die erforderlichen Informationen zum
Zusammenhang LDso - Leberkonzentration — Wirkung fir die wenigsten AR-Wirkstoffe
und Ziel-/Nichtzielarten bekannt sind.

Die Erkenntnisse aus diesem Projekt stellen eine wichtige Grundlage fiir die Beurteilung
von Risiken bei der Anwendung von ARs und der Betrachtung von Risikominimierungs-
Strategien dar.
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