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1 AMERIKANISCHE FAULBRUT UND EUROPAISCHE FAULBRUT (LEITUNG AGES)

1 AMERIKANISCHE FAULBRUT
UND EUROPAISCHE
FAULBRUT (LEITUNG AGES)

AMERIKANISCHE FAULBRUT (AFB) UND EUROPAISCHE FAULBRUT (EFB) sind weit
verbreitete, schadliche Brutkrankheiten der Honigbiene. Im Arbeitspaket 2 des Projekts BPRACTICES
(,,New indicators and on-farm practices to improve honeybee health in the Aethina Tumida era in Europe”)
unter der Leitung der AGES werden jene MalRnahmen der guten imkerlichen Praxis (Good Beekeeping
Practices, GBPs) identifiziert, die am Bienenstand angewendet werden missen, um das Vorkommen der fir
die Krankheiten verantwortlichen Bakterien in den Bienenstécken zu verhindern beziehungsweise diese
bereits vor dem Auftreten klinischer Symptome festzustellen. Neue Verfahren (z. B. PCR-Analysen von
Gemiille, Kehrschwarmtechnik) zur VVorbeugung und Bek&mpfung dieser Krankheiten werden standardisiert
bzw. auf ihre Praxiseignung tberpriift.

Dauer: 30 Monate (01/02/2017-01/08/2019)

11  SAMMLUNG DER MASSNAHMEN GUTER IMKERLICHER PRAXIS (GOOD
BEEKEEPING PRACTICE, GBP)

Fur die Erhebung der GBPs wurde eine gemeinsame MS-Excel-Datei fiir die Verwendung in den
Arbeitspaketen 1-4 entwickelt und den Partnern zur Verfligung gestellt. Die zur Vorbeugung, Diagnose und
Kontrolle der wichtigsten Honigbienenkrankheiten, einschlieflich AFB und EFB, empfohlenen GBPs
wurden nach vordefinierten Kategorien gesammelt. Diese wurden gemaR OIE-FAO-Leitfaden ,,Guide to
good farming practices for animal production food safety” (FAO - OIE 2009) festgelegt und bei Bedarf
angepasst. Eine umfassende Liste von GBPs wurde zusammengestellt und von den Partnern bewertet. Der
gesammelte Datensatz enthielt die GBPs in den Zeilen und die Antworten der Partner in den Spalten.
Mittelwerte der Antworten der Partner wurden zeilenweise berechnet und anschlieRend in absteigender
Reihenfolge sortiert. Fur die von den Partnern gegebenenfalls als "obligatorisch” bzw. "von hoher Relevanz"
gekennzeichneten GBPs wurde die Haufigkeit dieser Angaben Uber alle Partner berechnet und zusammen
mit dem Mittelwert sortiert. Um eine Liste der am hdchsten bewerteten GBPs zu erhalten, wurde das 75.
Perzentil (3. Quantil) der mittleren Antworten als Cut-Off gewahlt, d. h. in die Liste wurden GBPs mit
Werten, die hoher als das 75. Perzentil waren, aufgenommen. Die endgiiltige Liste wird in Arbeitspaket 5 in
Hinblick auf Wirksamkeit und Anwendbarkeit der GBP durch Imkerlnnen in Zusammenarbeit mit dem
Internationalen Verband der Bienenziichtervereinigungen (APIMONDIA) und dem Dachverband der
europaischen Berufsimkerverbédnde (EPBA) bewertet.

1.2 LITERATURRECHERCHE ZUR IDENTIFIZIERUNG UND AUSWAHL VON PCR-
METHODEN ZUM NACHWEIS VON AFB- UND EFB-ERREGERN IN
UNTERSCHIEDLICHEN PROBENMATRIZES AUS DEM BIENENSTOCK

Bei der Sichtung der verfligbaren Literatur lag ein besonderer Schwerpunkt auf einfachen, zeitsparenden,
nicht-invasiven Probenahmetechniken, z. B. der Verwendung von Gemulle als Matrix fir PCR-basierte
Nachweismethoden. Ziel war es, Methoden zu identifizieren, die den praklinischen Nachweis der beiden
Erreger Paenibacillus larvae und Melissococcus plutonius ermdglichen. Die Friiherkennung unterstitzt die
Anwendung wirksamer Gegenmalinahmen bereits im préklinischen Stadium zur Verhinderung klinischer
Ausbriiche.



1 AMERIKANISCHE FAULBRUT UND EUROPAISCHE FAULBRUT (LEITUNG AGES)

Literaturquellen der Recherchen

e BEE BOOK, Band II, Kapitel “Standard methods for American foulbrood research” (de Graaf et al.
2013); “Standard methods for European foulbrood research (Forsgren et al. 2013), einschlieRlich
einer Sammlung ausgewéhlter Methoden (Primer).

e OIE Terrestrial Manual 2016, Kapitel 2.2.2. (American Foulbrood of Honey Bees) und Kapitel
2.2.3. (European Foulbrood of Honey Bees)

e In beiden Publikationen sind Primer fir die Detektion von P. larvae mittels konventioneller PCR
(Daobbelare et al. 2001; Govan et al. 1999); BEE Book zitiert zusétzlich Versalovic et al. (1994).

e  Primer fur M. plutonius fiir konventionelle PCR wurden von Govan et al. (1998), Djordjevic et al.
(1998) und Budge et al. (2010) publiziert. Zusatzlich wurden eine konventionelle PCR-Methode von
McKee et al. (2003) im OIE Manual bzw. eine gPCR-Methode von Roetschi et al. (2008)
préasentiert.

e Dainat et al. (2018) veroffentlichten eine Triplex-Real-Time-PCR zur qualitativen Detektion der
Erreger von Europdischer und Amerikanischer Faulbrut in Honigbienen. Die AGES-Abteilung fiir
Bienenkunde und Bienenschutz beteiligte sich am entsprechenden Ringtest im Jahr 2017.

e EU-Referenzlabor fur Bienengesundheit (EU-RL): Methoden des EU-RL fir AFB und EFB (Anses
2013)

e  Online-Suche nach AFB- und EFB-Erkennungsmethoden (siehe 8. Literaturverzeichnis)

1.3 AUSWAHL UND TEST DER LEISTUNGSFAHIGKEIT VON PCR-METHODEN
ZUM NACHWEIS VON AFB- UND EFB-ERREGERN

Aus der Liste der Veroffentlichungen wurden PCR-Methoden (sechs fir AFB und funf fur EFB) ausgewahlt,
und die entsprechenden Primer und gegebenenfalls Sonden in silico auf ihre Spezifitit getestet. Alle
relevanten Informationen (Referenzen, Primersequenzen, Zielgen, Amplikongrée und Primer-
Bezeichnungen — wie verdffentlicht) sind in Tabelle 1 zusammengefasst. Dargestellt sind auch die
Ergebnisse der in silico-Spezifitatskontrolle. Geeignete Methoden wurden basierend auf den
Spezifitatsergebnissen der BLAST-Suche ausgewéhlt. Als Ergebnis des in silico-Vergleichs der Primer —
wie aus der Literatur ausgewahlt — mit der GeneBank (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi; Altschul et al.
1990, Johnson et al. 2008) erschienen einige Primer aufgrund ihrer Spezifitat fiir P. larvae bzw. M. plutonius
und das Fehlen von in silico-Kreuzreaktionen mit anderen Organismen als fur die Detektion von P. larvae
und M. plutonius geeignet (Tabelle 1, Spalte ,,Vorauswahl“). Fir AFB waren das 4 PCR- und 1 gPCR-
Methode, fiir EFB 2 PCR- und 3 gPCR-Methoden. Die Selektion wurde nach der kombinierten Spezifitat der
Primerpaare und gegebenenfalls der Sonde eingestuft. Flr jedes Pathogen wurden drei Methoden mit der
besten in silico-Spezifitat flir die weiteren Tests ausgewahlt.

Um die besten Methoden fir die Durchfuhrung der Ringversuche im Rahmen von BPRACTICES zu
identifizieren, wurden vergleichende Leistungstests mit einigen dieser in vitro ausgewahlten PCR-
Nachweismethoden durchgefiihrt:

e zum Nachweis von P. larvae mehrere konventionelle PCR-Methoden (Kilwinski et al. 2004;
Bakonyi et al., 2003 mit je zwei verschiedenen Primerpaaren) und eine Real-time-PCR (Dainat et al.
2018)

e zum Nachweis von M. plutonius zwei konventionelle PCRs (Govan et al. 1998; McKee et al. 2003)
und 3 Real-time-PCRs (Budge et al. 2010; Roetschi et al. 2008; Dainat et al. 2018)

Als Ergebnis dieser vergleichenden Voruntersuchung (Tabelle 2) wurden die konventionelle PCR-Methoden
von Bakonyi et al. (200316S, 237 bp) und von Kilwinski et al. (2004; metalloprotease, 273 bp) und das
Real-time-PCR-Verfahren von Dainat et al. (2018) ausgewahlt, da sie flir den Nachweis von P. larvae am
erfolgreichsten waren. Die Methode von Dainat et al. (2018) zeigte sich auch fir den Nachweis von M.
plutonius geeignet, ebenso wie die gPCR von Roetschi et al. (2008) und die konventionelle PCR-Methode
(16S, 831 bp) von Govan et al. (1998).



1 AMERIKANISCHE FAULBRUT UND EUROPAISCHE FAULBRUT (LEITUNG AGES)

TABELLE 1. AUSGEWAHLTE METHODEN, PRIMER- UND SONDENSEQUENZEN, ERGEBNISSE DER IN SILICO-SPEZIFITATSANALYSE UND
VORAUSWAHL DER GEEIGNETEN PROTOKOLLE AUFGRUND DER IN SILICO-ANALYSE

Primer Forward (F;

Primer Reverse (R;

Referenz 5'-3') 5'-3") Sonde (5'-3") Spezifitat in silico Vorauswahl
AFB
PCR Szl igglg AACG:g.(I_:.?é‘.I_GGCTCEI_CT;é Giﬁ%ﬁ%ﬁiﬁ%ﬁ? F-Primer an 5' nicht immer spezifisch; R nicht spezifisch
PCR Dobbelaereet CTTGTGTTTCTTTC TCTTAGAGTGCCC F-Primer eine Abweichung (mismatch) in der Mitte mdglich; (X)
al. 2001 GGGAGACGCCA ACCTCTGCG R-Primer an 5' nicht immer spezifisch
4PCR Martinez etal. ~CGGGAGACGCCA  TTCTTCCTTGGCA F-Primer voll spezifisch, R-Primer zeigt Ubereinstimmung mit (X)
2010 GGTTAG ACAGAGC anderen Paenibacillus spp.
GCAAGTCGAGCG  AAACCGGTCAGA F-Primer voll spezifisch, R-Primer zeigt Ubereinstimmung mit X
GACCTTGTG  GGGATGTCAAG anderen Paenibacillus spp. )
PCR Kilwinski et GCACTGGAAACTG CGGCTTTTGAGGA F-Primer nicht spezifisch, R-Primer nicht spezifisch und
al. 2004 GGAGACTTG TTGGCTC Abweichungen von der P. larvae-Sequenz
CGGGCAGCAAAT CCATAAAGTGTTG Primer spezifisch, aber nur wenige Vergleichssequenzen X
CGTATTCAG GGTCCTCTAAGG verflgbar
. CLAAETEEMECE  SEATOETEECTTT F-Primer voll spezifisch, R-Primer nicht spezifisch X
PCR Bakonyi et al. GACCTTGT GGTAAGC '
2003 CGTATTCAGAGAC TCTAAGGAACGG Primer spezifisch, aber nur wenige Vergleichssequenzen X
GGTGATG AGAGCATC verfiigbar
EFB
PCR Govanetal. GAAGAGGAGTTA TTATCTCTAAGGC Primer voll spezifisch X
1998 AAAGGCGC GTTCAAAGG
CINMTEAASELTINT A/ UISIEITEeE F-Primer nicht spezifisch, R-Primer nicht spezifisch
PCR McKee et al. AGAGA CCTTA '
(Esitze) e CTTTGAACA%: :g; T-?r'i“r%%g.:r%?r%gﬁg F-Primer nicht spezifisch, R-Primer voll spezifisch )
PCR Budgeetal. TGTTGTTAGAGAA CGTGGCTTTCTGG (FAM)AGAGTAACTGTTT  F-Primer voll spezifisch, R nicht spezifisch, Sonde voll X
q 2010 GAATAGGGGAA TTAGA TCCTCGTGACGGT  spezifisch
gPCR Roetschietal. CAGCTAGTCGGTT TTGGCTGTAGATA (FAM)CTTGGTTGGTCGTT  F-Primer voll spezifisch, R-Primer voll spezifisch, Sonde hat X
2008 TGGTTCC GAATTGAC GAC(MGB) Ubereinstimmung mit zwei anderen nicht-Zielsequenzen
AFB/EFB duplex gPCR
TACGCTTTICGAT | GTCTGTACTGAAC  (HEXATCTGCTICCACTT - FEITMIl bl R e b hesismuno i+
Dainat et al. TCTCTG CAAGTC GTTCACTCACCW i A ’ e )
2018 spezifisch (Abweichung von der Originalsequenz: W statt A)
EFB GACCTGTTTAGCT CACCTACAATGAA  (FAM)TCCGCCTAAGCTA F, R und Sonde voll spezifisch X
ATTATCACTA TGATTCATTC CCACCTAAGAAC '
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TABELLE 2. AUSGEWAHLTE PROTOKOLLE: BEWERTUNG DER SENSITIVITAT UND REIHUNG NACH EFFIZIENZ.

Die Methoden wurden gemal ihrer Effizienz gereiht. Drei Methoden pro Pathogen (2x PCR and 1x gPCR for P. larvae; 1x PCR and 2x gPCR for M. plutonius)
wurden als geeignet fur die Detektion von P. larvae (AFB) und M. plutonius (EFB) aus Gemiille ausgewahlt.

Amplifikations- Primer-und RELT]
Referenz P - Auswahl Sensitivitat nach Anmerkungen
produkt Sondenbezeichnungen Effizienz
AFB
PCR Govan et al. 1999 973 bp PL1/PL2 -
kann mit Primern aus Govan et al. 1999 kombiniert
PCR Dobbelaere et al. 2001 1106 bp AFB-F / AFB-R - TP P T e v 2ot (7L e
gPCR Martinez et al. 2010 380 bp PL2-Fw / PL2-Rev - SybrGreen
965bp  PII-16S E1/ PII-16S E2 X zufriedenstellend
PCR Kilwinski et al. 2004 665 bp PULES el P"'éfﬁ -
273bp  PII-MP F3/PII-MP B1 X gut 3. (AFB)
. 237 bp AF6/AF7 X ausgezeichnet 2. (AFB) wird von G. Formatos Team verwendet
PCR Bakonyi et al. 2003 . ] .
242 bp Paeni 30f / Paeni 253r X schlecht wird von G. Formatos Team verwendet
EFB
PCR Govan et al. 1998 831 bp primerl / primer2 X ausgezeichnet 3. (EFB) Primer werden von EU-RL verwendet (EFB 1/EFB 2)
PCR 486 bp MP1/ MP2 = basiert auf Djordjevic et al. 1998
McKee et al. 2003
(nested) 276 bp MP1 / MP3 schlecht
EFBFor / EFBRev2 / ) Tagman, Diese Methode wurde ausgeschlossen, da im
el Bl e el 20 EFBProbe Test nie ein Fluoreszenzsignal auftrat.
gPCR Roetschi et al. 2008 el MI&I(;S"SSOSEP/ X ausgezeichnet 2. (EFB) TagmanMGB
AFB/EFB duplex gPCR -
. Tagman, Abweichung vom Originalprotokoll: HEX
AFB ' 87 bp X ausgezeichnet 1. (AFB) statt VIC und W statt A
Dainat et al. 2018 MP-E / MP-R /
EFB 92 bp X ausgezeichnet 1. (EFB) Tagman

MP-PROBE
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13.1

SPEZIFITATSTESTS

Primer und Sonden der ausgewahlten Methoden (Tabelle 2) wurden bestellt. Die Protokolle wurden mit
extrahierter DNA aus Proben unterschiedlicher Herkunft (Tabelle 3) auf Spezifitét getestet: flir P. larvae aus
einem klinisch AFB-erkrankten Volk aus Osterreich ("klinische Probe™; ERIC-I- und -11-Stamme) und fir M.
plutonius mit DNA aus Material aus der Schweiz (2011, Roetschi) und Italien (2017, Formato).

TABELLE 3. AUFSTELLUNG DER FUR DIE SPEZIFITATSTESTS VERWENDETEN PROBEN
OSTERREICHISCHER KLINISCHER AFB-FALLE

Jahr

2004
2004
2006
2004
2006
2004
2005
2005
2005
2006
2006
2006

Code

18
79
255a2
77
210
104a
208a
200
274
142
162
201

ERIC*-Typ
|
|
|
|
|
|

BOX*Typ 1

» 2 > P> P> o v v > P> P

a

MBO REP*-

W W W W W W oo o o o o

Bundesland

Salzburg
Steiermark
Vorarlberg
Niederosterreich
Salzburg
Steiermark
Oberdsterreich
Tirol

Wien
Oberdsterreich
Oberdsterreich
Oberosterreich

Matrix

Bakterien

X
X

X X X X

X X X

DNA

X

*ERIC, BOX und MBO-REP sind Sequenzabschnitte, die zur Typisierung von P. larvae verwendet werden.

Zusatzlich wurde eine Dezimalverdinnungsreihe von einer Probe pro Zielerreger (P. larvae und M.
plutonius) hergestellt und mit allen ausgewahlten Methoden zur Bestimmung der Sensitivitit (Tabellen 4
und 5) getestet. Eine qPCR fiur EFB wurde ausgeschlossen, weil sie beim Spezifitatstest kein Ergebnis ergab.
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1 AMERIKANISCHE FAULBRUT UND EUROPAISCHE FAULBRUT (LEITUNG AGES)

TABELLE 4. VERGLEICHSPRUFUNGEN DER SENSITIVITAT UNTERSCHIEDLICHER PCR-PROTOKOLLE

(AFB) UNTER VERWENDUNG EINER DEZIMALEN VERDUNNUNGSREIHE

PCR-Protokoll Probe

Dainat 2018 04/18
Kilwinski 2004 04/18

Kilwinski 2004

(MP) 04/18
Bakonyi 2003

(165) 04/18
Bakonyi 2003

(MP) 04/18

1:1
12,59
++
++

++

++

nt...not tested (nicht untersucht)

Die Auspragung des Signals ist mit + angegeben, von (((+))) = gerade noch sichtbares Signal bis ++ = sehr stark sichtbares Signal.

Verdiinnungen

1:10 1:1072  1:5x10"2 1:10"3  1:5x10"3 1:10M4 1:5x10"4 1:10"5 1:5x10"5 1:10"6 1:5x10"6

15,81 19,16 2152 22,73 25,05 26,23 28,55 29,35 31,78 3311 34,36
++ ++ ++ ++ + + +) (+) - - -
++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ + +) (+)
++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ + +) +) (+)
++ + + + +)

1:1017
36,79

(@)

1:5x10"7
36,81

nt

nt

nt

nt

FUR DIE DETEKTION VON P.

1:10"8

nt

nt

nt

nt

LARVAE

1:5x10"8
0

nt

nt

nt

nt

TABELLE 5. VERGLEICHSPRUFUNGEN DER SENSITIVITAT UNTERSCHIEDLICHER PCR-PROTOKOLLE FUR DIE DETEKTION VON M. PLUTONIUS
(EFB) UNTER VERWENDUNG EINER DEZIMALEN VERDUNNUNGSREIHE

PCR-Protokoll

Dainat 2018
Budge 2010
Roetschi 2008
Govan 1998

Djordjevic 1998

Probe

EFB 12
EFB 12
EFB 12
EFB 12
EFB 12

11
21,38

22,64
++

+

nt...not tested (nicht untersucht)
Die Auspragung des Signals ist mit + angegeben, von (+) = schwach sichtbares Signal bis ++ = sehr stark sichtbares Signal.

Verdinnungen
1:5 1:10 1:50 1:102  1:5x10"2 1:10"3 1:5x10"3 1:10M 1:5x10"M 1:10"5
23,58 24,94 27,38 28,39 30,5 32,07 33,65 35,24 36,44 0

nicht getestet

24,94 25,99 28,17 29,25 31,74 32,65 35,92 36,38 0 0
++ ++ ++ ++ ++ ++ + +) - -
+ + +) ) - nt nt nt nt nt

11 -
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nt

nt



1 AMERIKANISCHE FAULBRUT UND EUROPAISCHE FAULBRUT (LEITUNG AGES)

1.3.2 BEWERTUNG VON DNA-EXTRAKTIONSMETHODEN

Eine Gemulleprobe eines an AFB erkrankten Bienenvolkes (Probe ,,GM*) wurde verwendet, um zwei
verschiedene DNA-Extraktionsverfahren vergleichend zu testen. Um die Extraktionshomogenitat zu testen,
wurde die Isolierung dreimal durchgefiihrt (GM 1-3). Dazu wurde einerseits die Phenol-Chloroform-
Isoamylalkohol-Extraktion mit einer DNA-Fallung mit Isopropanol durchgefihrt. Der Vorteil der
Verwendung dieser Methode ist, dass die Bienenwachspartikel im Gemille durch die organischen
Losungsmittel aufgeldst werden. Die zweite Methode beinhaltet eine Oberflachenwaschung des Gemiilles
mit einer phosphatgepufferten Salzldsung, gefolgt von einer Extraktion mit einem kommerziellen Kit
(Qiagen Blood and Tissue Kit, Qiagen, Hilden, Deutschland) auf Basis von Silikamatrix-Saulen.

Die Untersuchung der DNA-Extraktionsmethoden flr M. plutonius erfolgte an zwei Gemidilleproben aus an
EFB erkrankten Bienenvolkern (Probe 14037538 und 14037541) und einer dankenswerterweise von
Giovanni Formato 2017 erhaltenen Suspension eines Typstamms von M. plutonius (ACC 35311).

Alle Extraktionen wurden seriell verdiinnt und vergleichend mittels der zuvor bestimmten empfindlichsten
Nachweismethoden getestet (Tabellen 6 und 7).

TABELLE 6. VERGLEICH VON ZWEI METHODEN ZUR EXTRAKTION VON DNA AUS GEMULLE
KLINISCH AN  AFB ERKRANKTER  VOLKER UNTER  VERWENDUNG  VON
VERDUNNUNGSREIHEN

Alle Proben wurden mit der Methode von Dainat et al. (2018) untersucht. Die Extraktion erfolgte aus 1 g
Gemillle. Der Vergleich der Methoden ist dargestellt anhand des Ct-Werts (Anzahl der Zyklen). Methoden:
P...Phenol-Chloroform-lsoamylalkohol-Extraktion, K...Qiagen Blood and Tissue Kit.

Probe Verdinnung

1:1 1:10 1:1072 1:10"3 1:1074 1:10"5 1:10%6  1:10°7  1:10"8  1:1079

AFB
GM P1 | 998"| 1613 1969 2283 2621 2953 32,85 | 37,53° 0 0
GM P2 | 11,041 1454 1791 206 245 27,96 31,08 3554° 0 0
GM P3| 696" 1422 17,71 21 2444 2731 30,86 3457 0 0
fM—K 18967 22112  2565° 2826° 32012 3562 35752 0 0 0
ZGM—K 14,46 17,712 21,15% 2455 27,75 30,66° 33,8° 36,64* 37,73 0
?M—K 16412 2001 2318 2663° 2068 337 36852 0 0 0

*Inhibierung aufgrund der Fluoreszenzkurvenform und der Abweichung der Werte der Replikate zu
vermuten
?keine Inhibierung, aber Unterschiede in der Homogenitit der Wiederholungen

3\ergleichbare Nachweisgrenze mit allen Wiederholungen
*eine Wiederholung mit Signalen in héherer Verdiinnungsstufe (unterhalb der Nachweisgrenze)
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1 AMERIKANISCHE FAULBRUT UND EUROPAISCHE FAULBRUT (LEITUNG AGES)

TABELLE 7. VERGLEICH VON ZWEI METHODEN ZUR EXTRAKTION VON DNA AUS GEMULLE
KLINISCH AN EFB ERKRANKTER  VOLKER UNTER  VERWENDUNG  VON
VERDUNNUNGSREIHEN

Alle Proben wurden mit der Methode von Dainat et al. (2018) untersucht. Die Extraktion erfolgte aus 1 g
Gemiille. Der Vergleich der Methoden ist dargestellt anhand des Ct-Werts (Anzahl der Zyklen).

Probe  Methode Verdinnung

P K 11 110 1:1002 1:10°3 1:10M  1:10%5  1:10%  1:10°7  1:1078
EAE X 2133 248 2823 31,9 3495 0 0 0 nt
ACC ! ! ! ! !

EFB 38 X 2391 2746 30,68 3447 0 0 0 0 nt
EFB 41 X 2047 2411 2756 31,05 3505 37,59 0 0 nt
EFB38 X 2631 2048 3255 369 0 0 0 0 nt
EFB41 X 1777 2132 2456 2764 3124 3513 0 0 nt

nt...nicht untersucht
Methoden: P...Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol, K...Qiagen Blood and Tissue Kit

Beide Extraktionsverfahren hatten vergleichbare Extraktions- und Reinigungseffizienzen, jedoch wurde eine
leichte Hemmung bei unverdiinnter DNA aus der Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol-Extraktion festgestellt
(Tabelle 6). Als Schlussfolgerung wird die Extraktion mit dem kommerziellen Kit bevorzugt, da das
Verfahren einfacher zu handhaben ist und die Verwendung von organischen Ldsungsmitteln, wie Phenol und
Chloroform, vermeidet.

1.3.3 ABSOLUTE QUANTIFIZIERUNG DURCH DIGITAL DROPLET PCR

Die extrahierte DNA aus den Proben GM_K1-3 wurde vereint. Die Proben EFB38 und EFB41 (1:10- und
1:100-Verdinnungen) wurden fiir die absolute Quantifizierung durch Digital Droplet PCR (ddPCR)
verwendet. Digital Droplet PCR (ddPCR) ist eine Methode zur Durchfiihrung digitaler PCR, die auf Wasser-
Ol-Emulsion-Tropfchentechnologie basiert. Eine Probe wird in 20.000 Trépfchen fraktioniert. Die
Amplifikation der Probenmolekiile erfolgt in jedem einzelnen Tropfchen. Die ddPCR-Technologie
verwendet Reagenzien und Arbeitsablaufe, die denen dhnlich sind, die fur die meisten standardméafigen, auf
TagMan-Sonden basierenden, Assays verwendet werden. Die massive Sample-Partitionierung ist ein
Schliisselaspekt der ddPCR-Technik (Beschreibung Biorad: http://www.bio-rad.com/de-at/applications-
technologies/droplet-digital-pcr-ddpcr-technology?ID=MDV31M4VY# 1, abgerufen am 05.11.2018).

Die Reaktionen wurden gemaR den Anweisungen des Herstellers (Biorad, Hercules, USA) hergestellt und
die Amplifikation der Verdiinnungen wurden in dreifacher Ausfihrung durchgefiihrt. Die DNA, die aus
Klinisch positiven Gemilleproben (AFB; GM_K1-3 und EFB; EFB38 und EFB41) extrahiert wurde, wurde
flir die absolute Quantifizierung durch ddPCR verwendet. Die aus der ddPCR resultierenden Mengen an
Zielkopien waren:

« flrP. larvae; GM_K1-3 = 1.805.000 pro ul DNA,
«  fir M. plutonius; EFB38 = 2.304 und EFB41 = 26.496 pro ul DNA

Nach den Ergebnissen einer Studie mit Boden-DNA-Extrakten wurde eine DNA-Isolierungseffizienz von ca.

65 % angenommen (Wdgerbauer et al. 2015). Dies entspricht Kopienzahlen fir die Zielsequenz von 3,52 x
10° fir GM_K1-3; 4,49 x 10° fur EFB38 und 5,17 x 10° fiir EFB41 pro g Gemiille in den Proben.

13-
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1 AMERIKANISCHE FAULBRUT UND EUROPAISCHE FAULBRUT (LEITUNG AGES)

1.4 UNTERSUCHUNGEN ZUR TESTLEISTUNG (TEST PERFORMANCE STUDY,
TPS)

1.41 PLANFUR DIE TPS

Der Probenahmeplan fur die AFB-/EFB-TPS (Test Performance Study, ,,Ringversuch") wurde mit dem Ziel
erstellt, die diagnostische Sensitivitat/Spezifitat verschiedener Methoden zum Nachweis von P. larvae/M.
plutonius aus Gemiille abzuschatzen. Obwohl auch die Spezifitat geschatzt wurde, lag der Fokus primar auf
der Sensitivitdt. Daher wurden alle ProbengréRenberechnungen mit Schatzungen der Empfindlichkeit
durchgefilhrt, die bei allen getesteten Methoden 95 % betrug. Ein 95 %-iges-Konfidenzintervall mit einer
Lange von 10 % wurde als angemessen angesehen. Laut dem OIE-Handbuch fiir Landtiere betragt die
Stichprobengrofie fur einen Ringversuch mit diesen Spezifikationen 73. An dem TPS waren sechs
Partnerlabore beteiligt: 1ZSLT (Italien), CIAPA (Spanien), AIS (Slowenien), NKU (Turkei), AGES
(Osterreich) und das EU-Referenzlabor fiir Bienengesundheit (EU-RL, Frankreich).

Um die genannten Qualitatsvorgaben zu erflllen, wurden 20 Proben an jedes der teilnehmenden Labors
verschickt. Auf dieser Grundlage folgte die TPS dem in Tabelle 8 zusammengefassten Design. Die positiven
Proben enthielten Proben mit unterschiedlichen Verdiinnungen (schwach und stark). Zwei Proben hatten
eine niedrige und drei hatten eine hohe Konzentration von DNA aus P. larvae bzw. M. plutonius. Drei
Proben hatten eine niedrige Konzentration von sowohl P. larvae- als auch M. plutonius-DNA, eine hatte eine
hohe Konzentration von beiden und zwei hatten eine hohe Konzentration von P. larvae und eine niedrige
Konzentration von M. plutonius und umgekehrt. Zwei Proben wurden mit nah verwandten Nichtziel-
Organismen vorbereitet um die ExKklusivitat (Kreuzreaktion) der Methoden mit zu testen. Zusatzlich wurden
eine positive und eine negative Kontrolle zur Verfligung gestellt.

TABELLE 8. MATRIX DES TPS-(“RINGTEST”-) DESIGNS

Konzentration Zielorganismus: M. plutonius
Konzentration negativ niedrig hoch
negativ 2 2 3
Zielorganismus: P. larvae niedrig 2 3 2
hoch 3 2 1

GemaéR der Probenmatrix musste jedes teilnehmende Labor mit 13 positiven Proben pro Pathogen versorgt
werden, was insgesamt 78 positive Proben fiir jedes Pathogen ergab. Zur Schétzung der Spezifitat wurden
sieben negative Proben fiir jedes Pathogen pro Labor analysiert, was zu insgesamt 42 Proben fiihrte.

142 LABORVERGLEICH (INTERLABORATORY COMPARISON, ILC): VORBEREITUNG
DER PROBEN

Der ILC wurde als Test Performance Study (TPS) fir den molekularen Nachweis von P. larvae und M.
plutonius aus Gemiille konzipiert. Ziel der TPS war es, die Leistung und die Genauigkeit der aus der
Literatur ausgewahlten PCR-Methoden fir einen frilhen Nachweis von P. larvae und M. plutonius aus
Gemiille zu bewerten. Die anschlieRend als am besten bewerteten Methoden sollten fiir die Uberwachung
dieser zwei bakteriellen Pathogene in einem préklinischen Stadium verwendet werden. Praparierte DNA-
Extrakte aus Fragmenten, die aus Klinischen Proben (AFB und EFB) erhalten wurden, wurden vergleichend
unter Verwendung von drei verschiedenen PCR-Protokollen und 3 gqPCR-Protokollen getestet und die
Proben fliir die TPS hergestellt (Tabelle 10). Die Konzentration der Zielorganismen wurde unter
Verwendung der fir die TPS ausgewéhlten qPCRs bestimmt. Die Konzentration (Kopien pro pl) der Proben
wurde anhand einer zuvor mittels dd-RT-PCR bestimmten Standardkurve (Tabelle 9) bestimmt.
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TABELLE 9. STANDARDREIHE BASIEREND AUF DER ABSOLUTEN QUANTIFIZIERUNG DER
KOPIENANZAHL DER BEIDEN ERREGER MITTELS DD-RT-PCR

Probe Verdinnung Anzahl Kopien

P. larvae M. plutonius
Standard 1 - 18.050 26.496
Standard 2 1:10 1.805 2.650
Standard 3 1:100 181 265
Standard 4 1:1.000 18,1 26,5
Standard 5 1:10.000 1,8 2,65
Standard 6 1:100.000 0,18 0,265

Das allgemeine Versuchsdesign war wie folgt: 20 Blindproben plus 1 positive und 1 negative Kontrolle fir
P. larvae und M. plutonius (das Set kann mit ,,koinfizierten" Proben kombiniert werden), um mit drei Tests
je Pathogen getestet zu werden (2x PCR und 1x gPCR) fiir P. larvae, 1x PCR und 2x gPCRs fir M.
plutonius) in doppelten technischen Replikaten, die zu einem qualitativen Ergebnis zusammengefasst
werden.

Konkret erhielten die teilnehmenden Laboratorien: Proben und Kontrollen (Tabelle 10; flinf ausschlieflich P.
larvae, funf ausschlielflich M. plutonius und zehn gemischte Proben, wobei extrahierte und gemischte DNA
hauptsachlich aus Gemiulleproben AFB- und EFB-klinisch erkrankter V6lker entnommen wurde), zwei
Proben, die eine Mischung anderer Bakterien enthielten (z.B. Bacillus spp.), Primer und Sonden,
Mastermixe, ein Protokoll und ein Formular zum Senden der Ergebnisse. Die Proben wurden den
Teilnehmern der TPS in zufalliger Reihenfolge (randomisiert) zur Verfligung gestellt.
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TABELLE 10. ZUSAMMENSETZUNG DER PROBEN FUR DIE TPS (ERREGER UND KONZENTRATION) UND TESTERGEBNISSE ZUR BESTIMMUNG
DER NACHWEISGRENZE DER AUSGEWAHLTEN METHODEN

Probe Verdiinnung Dainat Dainat Roetschi Ergebnisse PCR
Ziel Wiederholung.  Konzentration durchschnittl_iche durchschnittl_iche durchschnittl_iche
P. larvae (PI) M. plutonius (Mp) Pl Mp Anéa?r;gllsgswn A&%ﬁhgg?&in A&ﬁ%gamgn Kilwinski PI Bakonyi Pl Govan Mp

GM_K1-3 1:10"5 PI 1 niedrig 14,8 0 0 neg neg neg
GM_K1-3 1:10"5 Pl 2 niedrig 8,41 0 0 neg neg neg
04/18 1:10 PI 1 hoch  596.000 0 0 pos pos neg
04/18 1:10 Pl 2 hoch  605.000 0 0 pos pos neg
04/18 1:10 PI 3 hoch  643.500 0 0 pos pos neg
EFB 38 1:10"3 Mp 1 niedrig 0 2,045 1,2285 neg neg neg
EFB 38 1:10"3 Mp 2 niedrig 0 0,27 1,4565 neg neg neg
EFB 41 1:10 Mp 1 hoch 0 1.247 1.117 neg neg pos
EFB 41 1:10 Mp 2 hoch 0 1.308,5 1.389 neg neg pos
EFB 41 1:10 Mp 3 hoch 0 1514 1.285 neg neg pos
GM_K1-3 EFB 38 1:10"5 1:10"3 PI/Mp 3/3 niedrig/niedrig 12,495 0,8575 0,789 neg neg neg
04/104 EFB 12 1:10"5 1:10"3 PI/Mp 1/1  niedrig/niedrig 12,14 6,92 6,185 neg neg pos
06/201 EFB 12 1:10 1:10"3 PI/Mp 1/2 hoch/niedrig  62.550.000 10,335 6,335 pos pos pos
06/201 EFB 12 1:10 1:10"3 PI/Mp 213 hoch/niedrig  54.700.000 13,13 6,24 pos pos pos
04/104 EFB ACC 1:10"5 1:10 PI/Mp 2/1 niedrig/hoch 16,5 892,5 533,5 neg neg pos
04/104 EFB ACC 1:10"5 1:10 PI/Mp 3/2 niedrig/lhoch 4,865 764,5 526 neg neg pos
06/201 EFB ACC 1:10 1:10 PI/Mp 3/3 hoch/hoch  54.950.000 725 591 pos pos pos
BB 2005-200 EFB 17 1:10"5 1:10n4 PI/Mp - niedrig/niedrig  2.268,5 2,32 1,93 pos pos neg
SB - - hoch, kein Ziel 0 0 0 neg neg neg
SP - - hoch, kein Ziel 0 0 0 neg neg neg

BD 2005-274 1:10 PI - hoch pos pos
EFB 13 1:10 Mp - hoch pos
- - Wasser neg neg neg
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1.43 ERGEBNISSE DER TPS

Alle Teilnehmer an der TPS ubermittelten die Ergebnisse der Ringversuche. Die Analyse wurde in R
(Version 3.5.0; R Core Team 2018) durchgefiihrt. Fir jede Methode wurden Schatzungen der Sensitivitat
(Tabelle 11) und Spezifitdt (Tabelle 12) berechnet. Die zugehorigen Konfidenzintervalle wurden mit der
Methode von Agresti-Coull berechnet (Brown et al. 2001).

TABELLE 11. SCHATZUNG DER SENSITIVITAT DER AUSGEWAHLTEN METHODEN

Methode Schatzung Konfidenzintervall
RT-PCR Dainat M. plutonius 64,1 % [53,0 %, 73,9 %]
RT-PCR Dainat P. larvae 73,1 % [62,3 %, 81,7 %]
PCR Bakonyi 48,7 % [37,9 %, 59,6 %]
PCR Govan 44,9 % [34,3 %, 55,9 %]
PCR Kilwinski 48,7 % [37,9 %, 59,6 %]
RT-PCR Roetschi 64,1 % [53,0 %, 73,9 %]

Im Allgemeinen zeigten die RT-PCR-Protokolle flr beide Krankheitserreger eine bessere Sensitivitat
(zwischen 64,1 % und 73,1 %) als die herkémmlichen PCRs (44,9 % bis 48,7 %, Tabelle 8). Die Spezifitat
war fur alle getesteten Protokolle hoch (Tabelle 9).

TABELLE 12. SCHATZUNG DER SPEZIFITAT DER AUSGEWAHLTEN METHODEN

Methode Schéatzung Konfidenzintervall
RT-PCR Dainat M. plutonius 97,6 % [86,6 %, 100,0 %]
RT-PCR Dainat P. larvae 92,9 % [80,3 %, 98,2 %]
PCR Bakonyi 92,9 % [80,3 %, 98,2 %]
PCR Govan 83,3 % [69,1 %, 92,0 %]
PCR Kilwinski 97,6 % [86.6 %, 100.0 %]

RT-PCR Roetschi 97,6 % [86.6 %, 100.0 %]
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TABELLE 13. ERGEBNISSE DER TPS FUR DIE UNTERSCHIEDLICHEN PROBENARTEN AUS
ALLEN AN DER TPS TEILNEHMENDEN LABORATORIEN

Die Ergebnisse fiur jede Methode sind separat aufgefiihrt. Die Spalten zeigen den Typ der Probe (negativ,
schwach positiv und stark positiv). In den Zeilen werden die von den Labors flr diese Proben vorgelegten
Ergebnisse zusammengefasst.

Protokoll Ergebnisse Proben
. . . itiv, 2 K trati
RT-PCR Dainat — M. plutonius negativ p03|_|v . e
‘ niedrig hoch
Zusammengefasste Ergebnisse nega}t!v 4 28 0
positiv 1 14 36
RT-PCR Dainat — P. larvae
. negativ 39 18 3
Zusammengefasste Ergebnisse nositiv 3 24 33
PCR Bakonyi (P. larvae)
nicht bewertbar 2 2 0
Zusammengefasste Ergebnisse negativ 39 38 0
positiv 1 2 36
PCR Govan (M. plutonius)
kein Ergebnis 7 7 6
Zusammengefasste Ergebnisse B TS v L &
g g negativ 35 29 0
positiv 0 5 30
PCR Kilwinski (P. larvae)
nicht bewertbar 1 0 0
Zusammengefasste Ergebnisse negativ 41 40 0
positiv 0 2 36
RT-PCR Roetschi (M. plutonius)
i negativ 41 28 0
Zusammengefasste Ergebnisse positiv 1 14 36

Tabelle 13 zeigt die zusammengefassten Ergebnisse aller an der TPS teilnehmenden Laboratorien nach
Erregern. Zur Erlauterung dienen die Ergebnisse der PCR von Govan. Die Tabelle zeigt, dass fir sieben
"negative" Proben kein Ergebnis Ubermittelt wurde, aber die anderen 35 Proben von den Labors korrekt als
negativ identifiziert wurden. Fur sieben "schwach positive" Proben wurde kein Ergebnis vorgelegt, und fiir
eine Probe war das Ergebnis nicht eindeutig; 29 wurden falschlicherweise als negativ eingestuft, und nur 5
schwach positive Proben wurden korrekt als positiv identifiziert. Die Ergebnisse flr "stark positive" Proben
zeigen, dass fiir 6 Proben kein Ergebnis vorgelegt wurde. Alle tibrigen 30 Proben wurden korrekt als positiv
identifiziert.

Insgesamt konnten somit einige der sehr schwach positiven Proben in der TPS nicht nachgewiesen werden.
Mdglicherweise flihrten Bearbeitungsprozesse vor (z.B. die Aliquotierung sehr Kkleiner Volumina) und
wahrend des Transports (z.B. Auftauen und Gefrieren der Proben) zu einem Schwund der DNA in den
Probenrdhrchen und damit zu einer Konzentration unterhalb der Nachweisgrenze der getesteten Protokolle.

Die Eignung der Protokolle fir den vorgesehenen Verwendungszweck — den Nachweis von P. larvae und M.
plutonius im Gemdille — wird im Rahmen des laufenden Monitorings fir AFB, EFB und SHB bei
Anwendung auf subklinische Osterreichische Proben weiter bewertet. Aus den vorliegenden Ergebnissen
lasst sich die Empfehlung ableiten, vorzugsweise RT-PCR fir den Nachweis aus Gemilleproben zu
verwenden.
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15 FELDVERSUCHE AMERIKANISCHE FAULBRUT (AFB): EVALUIERUNG DER
KEHRSCHWARM-METHODE ZUR ELIMINIERUNG VON P. LARVAE IM
SUBKLINISCHEN STADIUM

151 EINLEITUNG

Amerikanische Faulbrut (AFB) ist eine laut dem 0Osterreichischen Bienenseuchengesetz (BSG, Bundesgesetz
vom 25. Mai 1988 uber die Bekdmpfung ansteckender Krankheiten der Bienen, BGBI. Nr. 290/1988)
anzeigepflichtige Krankheit, die durch den Erreger Paenibacillus larvae ausgeldst wird. Bei einem
Seuchenfall sind der betroffene Bienenstand zu sanieren und ein Sperrkreis mit einem Radius von drei
Kilometer einzurichten, in dem samtliche Bienenstdnde durch einen Bienensachverstandigen oder
Amitstierarzt auf klinische Symptome der Krankheit untersucht werden.

Ein positiver Nachweis von P. larvae in Futterkranzproben begriindet einen Verdacht auf AFB, und die
zustandige Behorde (Bezirkshauptmannschaft, Magistrat) muss nach dem  dsterreichischen
Bienenseuchengesetz informiert werden. Diesen Bestimmungen folgend wurde in derartigen Féllen eine
griindliche Inspektion durch einen offiziellen Bienensachverstandigen durchgefiihrt, um jeden Bienenstock
innerhalb des Bienenstandes auf klinische Symptome zu Uberprifen. Die Ergebnisse dieser Inspektionen
wurden von den Amtstierdrzten mit Zustimmung der Imkerinnen an das AGES-Labor der Abteilung
Bienenkunde und Bienenschutz (Nationales Referenzlabor flr Bienengesundheit) Gbermittelt, wodurch die
subklinischen Bienensténde flr diesen Versuch identifiziert werden konnten.

152 MATERIAL UND METHODEN

Um die Wirksamkeit der durchgefiihrten Kehrschwarm-Methode zur Beseitigung von P. larvae in der Praxis
zu bewerten, wurden Futterkranz- und Gemilleproben aus subklinisch erkrankten Vélkern vor und nach
Durchflihrung der Kehrschwarmbildung entnommen. Bienenstdnde wurden als "'subklinisch™ bewertet, wenn
die Laboranalyse positive Ergebnisse fur Futterkranzproben von einigen oder allen Volkern des
Bienenstandes ergeben hatte, aber keine klinischen Symptome erkennbar waren. Imkerlnnen mit solchen
subklinischen Bienenstanden wurden als Teilnehmerinnen fir den Feldversuch zur Bewertung der
Kehrschwarm-Methode rekrutiert. Auch aus einem Sperrkreis eines AFB-Falles wurden subklinische Félle
identifiziert, indem bei Standen, auf denen bei der Inspektion keine erkrankten Volker entdeckt worden
waren, anschliefend auch Futterkranzproben entnommen und getestet wurden.

Grundsétzlich gilt die Empfehlung, dass bei der Feststellung eines subklinischen Befalls alle Volker des
Standes saniert werden mussen. Die wesentlichen Schritte der Kehrschwarm-Methode bei subklinischem
Erregervorkommen sind: Alle Bienen inklusive der Konigin eines Volkes werden in eine Schwarmkiste
abgekehrt und bis zu drei Tage ohne Futter unter kithlen und dunklen Bedingungen stehen gelassen. So wird
eine Hungerphase erreicht, in der samtliche Futtervorrate in den Honigblasen der Bienen aufgebraucht und
verdaut werden, wodurch auch eine Infektion (ber den sozialen Futtertausch verhindert werden kann. Der
Kehrschwarm wird anschlieBend in eine neue oder desinfizierte Beute eingeschlagen und mit Mittelwénden
ausgestattet. Ist kein kihler, dunkler Raum verfigbar, kann der Kehrschwarm auch ohne Hungerphase in
eine saubere, desinfizierte oder eine neue Beute eingeschlagen und im Freien aufgestellt werden. Glnstig
dafiir ist eine Periode ohne Nektar- oder Honigtautracht, damit die Bienen den Honigblaseninhalt in dieser
Zeit verbrauchen. Die brutlose Phase kann in beiden Féallen zur Behandlung gegen Varroamilben mit einem
zugelassenen Oxalsaure-Préparat oder anderen daflr zugelassenen Arzneimitteln mit rascher Wirkung
verwendet werden.

Die Futterkranzproben wurden mit der in der AGES etablierten und akkreditierten Kultivierungsmethode auf
P. larvae getestet. Diese umfasst folgende Arbeitsschritte: Homogenisierung der Probe, Verdiinnung mit
sterilem destilliertem Wasser, Erhitzen der Losung (90° C, 6 Minuten) in einem Wasserbad, Inokulation von
Columbia-Blut-Agarplatten, Inkubation der Platten bei 37° C und die Kontrolle der Platten auf das
Wachstum von Bakterien (Tag 3 und 6). Morphologisch verdachtige Bakterienkolonien werden durch den
Katalase-Test Uberprift. Katalase-negative Kolonien werden in Columbia-Blut-Schragagar Gberimpft und 2-
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4 Tage bei 37° C inkubiert. AnschlieRend erfolgt die lichtmikroskopische Untersuchung auf Sporen und
Geillelzopfe in der Flussigkeitsphase. Die Untersuchung der gesammelten Gemiilleproben der Jahre 2017
und 2018 wird im Laufe des Winters 2018/19 erfolgen.

153 FELDVERSUCHE

Die Auswahl der Bienenstande fir die Feldversuche 2017 und 2018 erfolgte auf Basis der
Untersuchungsergebnisse der Futterkranzproben und einer Vélkerdurchsicht:
» 2017 schickten die Imkerinnen die Proben im Rahmen des generell empfohlenen AFB-
Vorsorgeprogrammes an das AGES-Labor.
« 2018 wurden Proben von Bienenstdnden untersucht, die sich in einer AFB-Sperrzone befunden
hatten, die im Herbst 2017 eingerichtet und Ende 2017 wieder aufgehoben wurde, nachdem alle
Volker in den zwei Klinisch befallenen Bienenstdnden abgetttet worden waren. Die Proben
stammten jeweils aus Einzelvolkern, die bei der Inspektion durch einen amtlichen
Bienensachverstandigen keine klinischen Symptome gezeigt hatten.

Die Imkerinnen wurden gebeten, sich freiwillig an den AFB-Feldversuchen des BPRACTICES-Projekts zu
beteiligen. Sie wurden Uber die erforderlichen Tétigkeiten im Zusammenhang mit ihrer Teilnahme informiert.
Dazu zahlten die Entnahme von Futterkranz- und Gemdlleproben aus jedem Volk vor und ein bis zwei
Monate nach der Durchfiihrung der Kehrschwarmbehandlung. Im Gegenzug erhielten sie die Ergebnisse der
Analysen, Informationen Uber AFB (z. B. Merkblatter) und konkrete weitere Ratschlédge. Die Analysen der
Futterkranzproben wurden im Labor der AGES-Abteilung Bienenkunde und Bienenschutz mit der
akkreditierten hauseigenen Kulturmethode durchgefiihrt. Die Gemulleproben werden nach Vorliegen der
Ringversuchsergebnisse mit den am besten bewerteten PCR-Methoden analysiert.

1.6 AKTUELLER STAND BISHER ERFOLGTER PROBENAHMEN UND
ERGEBNISSE

Insgesamt nahmen sieben Imkerlnnen mit jeweils einem Stand am Feldversuch teil: 2017 wurden zwei
Bienenstdnde im Zuge des Vorsorgeprogrammes aus den Bundesldandern Tirol bzw. Niederdsterreich
rekrutiert; 2018 wurden Proben aus zehn Bienenstanden, die sich in einem Sperrkreis in der Steiermark
befanden, untersucht. Davon wurden fiinf mit subklinischem Befall identifiziert. Bei fiinf Bienenstanden
waren die Futterkranzproben negativ, daher lag kein subklinisches Stadium vor; diese Bienenstdnde wurden
nicht in den eigentlichen Versuch einbezogen. Um die Ergebnisse der Untersuchungen von Futterkranz und
Gemille vergleichen zu kénnen, werden auch die Gemilleproben der Stdnde mit negativem
Futterkranzbefund zu einem spateren Zeitpunkt untersucht. VVon den sieben subklinischen Bienenstanden
wurden im Rahmen des Feldversuchs 49 Futterkranzproben vor der Sanierung und 39 Proben nach der
Sanierung eingesendet und untersucht (Tabelle 14). Beim Bienenstand 1 wurden 2017 nach dem positiven
Befund einer Futterkranzsammelprobe an zwei weiteren Zeitpunkten (im Friihling und im Sommer) vor der
Sanierung Futterkranzproben der einzelnen Volker entnommen. Die erste Probenahme erbrachte
Sporennachweise bei den Proben zweier Volker, die zweite Probenahme kurz vor der Sanierung erbrachte
keine positiven Ergebnisse mehr. Dennoch wurde die Sanierung auf Wunsch der Imkerin nach Plan
durchgefiihrt, um jegliches Risiko einer Erkrankung auszuschalten. Ahnlich war es bei Bienenstand 2: Hier
war ebenfalls die Sammelprobe positiv, die spater entnommenen Einzelvolkproben erbrachten jedoch
negative Ergebnisse. Da in diesen beiden Féllen — zumindest in der Sammelprobe — der Erreger vor der
Sanierung nachweisbar war, nach der Sanierung aber nicht mehr, ist die Sanierung als erfolgreich in Tabelle
14 eingetragen.

Wie in Tabelle 14 ersichtlich wurden 2017 die Empfehlungen zur Sanierung eingehalten. 2018 wichen die
von den Imkern tatsachlich durchgefiihrten Sanierungsmafnahmen mafgeblich von den Empfehlungen ab.
Da die ImkerInnen die Arbeiten freiwillig und selbstandig durchfiihrten, spiegeln diese VVorgangsweisen die
ubliche ImkerInnenpraxis im Umgang mit einem positiven Erregernachweis wider. Dennoch konnten im
Jahr 2018 drei der finf teilnehmenden Imkereien die Erregerzahl unter die Nachweisgrenze der
Futterkranzproben driicken.
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TABELLE 14. UBERSICHT UBER DIE ERGEBNISSE DER FUR DEN FELDVERSUCH AUSGEWAHLTEN BIENENSTANDE MIT DEM ZIEL DER
EVALUIERUNG DER KEHRSCHWARMMETHODE ZUR ELIMINIERUNG VON P. LARVAE IM SUBKLINISCHEN STADIUM

Futterkranz-Einzelproben Sanlifr#ng r:nittels o

: i ositiv ehrschwarm anierung :
Jahr ElEEn Gr_und g P erfolgreich (= P. larvae folgte den ATHE BT e 27 Empfehlu_ng aur

stand Teilnahme vor _ . Sanierung

. nach Sanierung nicht mehr  Empfehlungen
Sanierung nachweisbar)
2017 1 Futterkranz- 2 von 10 0von 10 ja ja -
sammelprobe positiv

2017 2 AU Ovon5 Ovon5 ja ja -

sammelprobe positiv

nur das eine VVolk mit positivem
1von5 Ovonb ja nein  Sporennachweis (von insgesamt 5 VVolkern
am Stand) saniert

Bienenstand im bei 3 Volkern (von 9 Vélkern am Stand)
2018 4 AFB-Sperrkreis 3von9 2von 9 nein nein nur Brutwaben entfernt und neue
P Rahmchen mit Mittelwanden eingehédngt

Bienenstand im

2018 AFB-Sperrkreis

w

Bienenstand im sanierte VVolker wurden mit 10

2018 5 . 5von5 1von5 nein nein Mittelwanden und 10 Leerwaben
AFB-Sperrkreis
ausgestattet

nur Brutwaben entfernt und neue
Rahmchen mit Mittelwanden eingehédngt

Bienenstand im

2018 g AFB-Sperrkreis

2von 2 0von 2 ja nein

nur Brutwaben entfernt und neue
Rahmchen mit Mittelwénden eingehangt

Bienenstand im . .
2018 7 AFB-Sperrkreis 3von 3 Ovon3 ja nein
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2 ARBEITSPAKET 1 (VARROA
UND VARROOSE)

2.1 EINLEITUNG

Die Varroose, die durch die ektoparasitische Milbe Varroa destructor verursacht wird, ist eine der
wichtigsten Bienenkrankheiten weltweit und kann vor allem in gemaRigten Klimazonen zu massiven
Verlusten Honigbienenvélkern bei Apis mellifera fuhren. Um Verluste zu vermeiden, basieren die meisten
Varroa-Kontrollstrategien auf dem Einsatz von Tierarzneimitteln auf Basis synthetischer Chemikalien.

Ziel des Arbeitspakets 1 ist es, die besten imkerlichen MaRnahmen (gute imkerliche Praxis, GBP) zur
Uberwachung des Befalls zu definieren und Methoden zur Bekampfung der Varroamilbenpopulation ohne
den Einsatz umweltfremder Chemikalien zu erarbeiten. Letzteres sollte durch die Kombination
biotechnischer Bekampfungsmethoden, die bereits in der Bienenzucht eingesetzt werden (z. B.
Brutentnahme, befristetes Sperren der Konigin), und der Anwendung von Wirkstoffen, die in
Bienenprodukten natirlich vorkommen (z.B. Oxalsdure oder Ameisensédure), erreicht werden, um die
Wirksamkeit zu erhohen. Ein weiterer Vorteil einer effektiven Varroakontrolle ist die Prévention von
Virusinfektionen, die durch eine Infektion mit der Varroamilbe ausgeldst oder ibertragen werden.

2.2 MATERIAL UND METHODEN

2.2.1 ANWERBUNG UND AUSWAHL DER TEILNEHMENDEN IMKEREIBETRIEBE

Die Beteiligung aktiver Imkerlnnen ist fir die Entwicklung und Etablierung guter imkerlicher Praxis
unerldsslich. Deshalb wurden Imkereibetriebe angeworben, die sich bereit erklarten, die Effizienz der neuen
Techniken in der Praxis zu testen. Wichtige Kriterien fiir die Auswahl dieser Imkereibetriebe waren
langjahrige Erfahrung in der Imkerei und praktische Erfahrungen in Feldstudien mit Honigbienenvélkern.
Teilnehmer mit einer fundierten Ausbildung in der Imkerei (Imkermeister, Imkerfacharbeiter, etc.) wurden
bevorzugt, dieses Kriterium war aber fur die Teilnahme nicht verpflichtend. Um das Potenzial fir die
Verbreitung der Ergebnisse zu erhdhen, haben wir auch einige Imkerschulen und deren Mitarbeiterlnnen
sowie (Wander)lehrerinnen in unsere Feldstudie einbezogen.

Potenzielle Teilnehmerinnen der Studie wurden Uber das Versuchsdesign und die zu bearbeitenden
Aufgaben informiert. Schliellich verpflichteten sich 16 Imkerinnen, an dem Experiment teilzunehmen, die
erforderlichen Arbeiten durchzufilhren und die notwendigen Daten unentgeltlich zu Ubermitteln. Als
Gegenleistung erhielten sie zeitnah die Ergebnisse zum Varroabefall der eingesendeten Bienenproben. Nach
Abschluss des Projektes wird ihnen auRerdem der Projektbericht zugeschickt werden.

2.2.2 EXPERIMENTELLER AUFBAU

Die Experimente in Osterreich verglichen die Wirksamkeit von drei verschiedenen Behandlungsprotokollen
zur Varroakontrolle. Von diesen basieren zwei Protokolle auf dem befristeten Sperren der Kénigin plus der
Anwendung von Oxalsdure und eines auf der zweifachen Anwendung von Ameisensaure ohne Sperren der
Konigin.

Kriterien fir die Beurteilung des Erfolgs dieser Behandlungsprotokolle waren die erfolgreiche

Uberwinterung der Vélker und die Entwicklung einer Bienenpopulation im Folgejahr, die ausreicht, um den
Honig aus der Friihjahrstracht zu sammeln (d.h. VVélker mit mindestens einem Honigraum in der Friihtracht).
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Es wurden drei Versuchsgruppen definiert (Details siehe Tabelle 1):

- Gruppe A: 24 Tage Kaéfigen der Kdnigin, gefolgt von einer Behandlung der brutlosen Volker mit Oxalsaure
im Sommer;

- Gruppe B: 19 Tage Kafigen der Konigin, gefolgt von einer Behandlung der Volker mit junger,
unverdeckelter Brut (Eier, junge Larven) mit Oxalséure im Sommer;

- Gruppe C: kein Kafigen der Konigin, zwei Ameisensaurebehandlungen im Sommer in Volkern mit Brut

Dariiber hinaus wurde eine Oxalsaurebehandlung in der Uberwinterungszeit durchgefiihrt, in der die Vélker
in jeder Gruppe von Natur aus frei von Brut waren.

Alle Teilnehmerlnnen mussten eine Gruppe A und eine Gruppe C (mit finf Volkern in jeder Gruppe) auf
ihren Bienenstanden gemal den Vorgaben des Versuchsprotokolls (Tabelle 15) einrichten. Die zusatzliche
Einrichtung einer Gruppe B (finf Voélker) war freiwillig und wurde 2017/18 von acht Imkerinnen
durchgefihrt.

In den Jahren 2017/18 wurden 200 Volker in das Experiment einbezogen (Gruppe A: 80 Volker, Gruppe B:
40 Volker, Gruppe C: 80 Vdolker). Auf den jeweiligen Bienenstdnden wurden die Volker den
Versuchsgruppen in wechselnder Reihenfolge zugeordnet: Gruppe A - (Gruppe B) - Gruppe C - Gruppe A -
(Gruppe B) - Gruppe C -.....".

Den Imkerlnnen wurde empfohlen, ihre bisherige Art der Vélkerbetreuung wenn mdéglich beizubehalten.
Alle fir die Probenahme und Durchfilhrung des Experiments erforderlichen Zusatzausriistungen und die
erforderlichen zugelassenen Bek&mpfungsmittel wurden von der AGES-Abteilung Bienenkunde und
Bienenschutz zur Verfugung gestellt und den Imkerinnen per Post zugestellt (Koniginnensperrkafige,
Dosierspritze, Kunststoffbecher, Oxalsdureprdparat ,,API-Bioxal, 886 mg/g Pulver zur Anwendung im
Bienenstock”, Ameisensdurepriparat ,,AMO Varroxal 85% Ameisensdure-LOsung zum Verdunsten im
Bienenstock fiir Honigbienen®, Liebig-Dispenser zur Verdunstung der Ameisensdure inklusive
Bedienungsanleitung).

Den Imkerlnnen wurde von der AGES-Abteilung Bienenkunde und Bienenschutz vorgeschlagen, das
Experiment am 21.07.2017 zu beginnen (Tabelle 15). Jeder Imker und jede Imkerin konnte jedoch das
Startdatum an die jeweiligen regionalen Betriebsbedingungen und an das erwartete Trachtende anpassen.

2.22.1 ERLAUTERUNGEN ZUM VERSUCHSPLAN

Eine Ubersicht des Versuchsplans ist in Tabelle 15 dargestellt.

e Behandlungsgruppen A und C sind fixer Bestandteil des Versuches (5 Vélker A, 5 Volker C);
Behandlungsgruppe B optional 5 VVolker in Féllen mit mindestens 15 Vélkern am Stand.

e Die Einteilung der Volker zu den zwei oder drei Behandlungsgruppen soll zuféllig erfolgen (z.B.
fortlaufend: A, B, C, A, B, C.)).

e Der Starttermin des Versuches kann leicht variiert werden, die Sperrzeit der Gruppe A muss jedoch
mindestens 24 Tage betragen.

e Bei 15 Vdlkern im Versuch: die Kéniginnen der Gruppe B miissen (bei gleichzeitigem Sperren mit
Gruppe A) 6 Tage vor Behandlungsbeginn freigelassen werden.

e Der Sperrkéfig kann wahlweise mit einem Leerréhmchen ins Brutnest gehéngt oder in eine
Brutwabe eingeschnitten werden.
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TABELLE 15. VERSUCHSPLAN FUR DIE PERIODE SOMMER 2017 BIS FRUHJAHR 2018

Bei allen Bienenvélkern (Gruppen A, B und C) wurde zur Bestimmung des Varroabefalls (%) die erste Probe am Tag des Sperrens der Konigin entnommen, die zweite
Probe mindestens drei Wochen nach dem Zeitpunkt der zweiten Ameisensdurebehandlung in Gruppe C. Beim Versuchsstart (Sommersonnenwende) und nach
Versuchsende (Auswinterung) wurden belagerte Waben und Brutwaben erhoben. Am Ende des Versuchs wurde zusatzlich der Zustand der VVélker dokumentiert.

Start: 21.06. Daten zum Versuchsablauf Auswinterung (nach der
(Sommersonnenwende) Ende Weidenblite)
A November -
Erhe- 10.07. 15.07. 16.07. Anfang | 21.09. Dezember ST
= bungen Septem-
3 1. Probe- ber
=
I nahme .
ki vor Behand- Volker-
g s Behand - Tage nach dem Sperren - - 2. Probe- | s zustand
o kS iz o der Konigin S 3 nahme ungen zur — (lebendig,
= — lung* S c c Restent-
c = = = = o S = ,,hach . = = | tot,
@ 5 = < o @ a = = milbung - @ .
o c = N | E | 9 = = = Behand- . £ 9 | weisellos,
= IS = 5 > g = ] ] w brutfreier ) g
> < = £ 2| 2 2 19 24 = < lung Volk = 2 | drohnen-
0) et v | o = S M m OlKer [ = | briitig)
> o m XY o m
Konigin i
Sperren + | sperren . . Honigernte 1x . 1 x Oxalséure .
A | Oxalséure fur24 | 5 | ja | ja ja ja Kbr?igin Oxalsiure ja brutfrei ja ja ja
traufeln Tage freilassen
brutfrei
Konigin
SPEITEN + 1 sherren
B Oxalsdure F;Ur 19 | 5 i | ia ia ia Konigin Honigernte 1x 9 1 x Oxalséure i i i
traufeln ] ) ] ) freilassen g Oxalsdure ] brutfrei ) ) )
Tage
offene
Brut
Kontrolle:
2X
Ameisen- Erste Zweite 1 x Oxalsiure
C saure- frei | 5 | ja | ja ja nein Honigernte | Ameisen- | Ameisen- ja brutfrei ja ja ja
behandlung séure saure
Liebig-
Dispenser
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22.1 SCHATZUNG DER VOLKSTARKE

Da die Anzahl der besetzten Waben mit der GréRRe der Bienenpopulation korreliert, wurde die Volksstarke
zu Beginn des Experiments und nach der Auswinterung durch Z&hlen der Anzahl der besetzten Waben
geschatzt. Basierend auf diesen Ergebnissen wurden die Volker jedes Bienenstandes nach der Anzahl der
besetzten Waben gereiht und jeweils VVolker gleicher Volksstérke auf die zwei bzw. drei Versuchsgruppen
aufgeteilt.

2.2.2  SPERREN UND FREILASSEN DER KONIGINNEN

Kdniginnen der Gruppen A und B wurden am selben Tag (Start des Versuchs) mit Hilfe handelsiiblicher
Kunststoffkéafige (Var-Control, API-MO.BRU; di Mozato Bruno,pimobru via Palazzon, 48, 35010
Campodoro, Padua, Italien) gesperrt. In diesen Kafigen sind keine Eiablage und keine Aufzucht von
Bienenbrut mdglich. Die Kéfige mit den Kdniginnen wurden in Waben eingesetzt oder in leeren Rahmen
befestigt und zentral im Brutnest platziert. Die Kéniginnen der Gruppe A und Gruppe B wurden nach 24
bzw. 19 Tagen aus den Kafigen entlassen.

Aus Vorversuchen (Josef Mayr, AGES-Abteilung Bienenkunde und Bienenschutz) war bekannt, dass es
nach dem Freilassen aus dem K&fig zu Verlusten bei den Koniginnen kommen kann. Daher wurde den
Imkerlnnen geraten, vor der Freilassung der gesperrten Konigin das Volk auf Weiselzellen, frisch
geschlupfte oder legende junge Kdoniginnen zu kontrollieren und gegebenenfalls entsprechend auf solche
Ereignisse zu reagieren (z. B. Ausbrechen der Weiselzellen, Entnahme der Jungkdnigin vor dem Freilassen
der alten, gekéfigten Konigin).

223 VARROABEKAMPFUNG

Ziel des Experiments war die Evaluierung, ob ein Behandlungskonzept aus Sperren der Konigin plus
Oxalsdurebehandlung im brutfreien VVolk im Sommer — in Kombination mit der Standard-Restentmilbung im
brutlosen Wintervolk — fir eine erfolgreiche Uberwinterung ausreicht und in der nichsten Saison starke,
trachtreife Volker fur die Frilhtracht bereitstehen.

Die Sommerbehandlung mit dem registrierten Oxalséurepraparat ,,API-Bioxal, 886 mg/g Pulver zur
Anwendung im Bienenstock® (Registrierungsnummer: 836485; Chemikalien Laif SpA, Viale
Dell'Artigianato 13, 35010 Vigonza (PD), Italien) wurde 24 Tage nach dem Kéfigen der Kdniginnen sowohl
in Gruppe A als auch in Gruppe B durchgefiihrt. Zum Zeitpunkt der Behandlung gab es in Volkern der
Gruppe A (24 Tage gekafigte Koniginnen) keine Brut, in jenen der Gruppe B (19 Tage gekafigte
Kdniginnen) nur unverdeckelte Brut (Eier oder junge Larven mit einem Alter von maximal drei Tagen).

Die Ameisensaure-Sommerbehandlung von Voélkern in Gruppe C wurde mit dem registrierten
Ameisensdurepraparat ,,AMO-Varroxal, 85 % Ameisensdure-Lésung zum Verdunsten im Bienenstock fur
Honigbienen (Registernummer: 835658; Drogerie Resch GesmbH, Badstrale 10, 4701 Bad Schallerbach,
Osterreich) nach Beendigung der Honigernte durchgefiihrt. In dieser Gruppe war die Konigin nicht gesperrt
und daher enthielten diese Volker zum Zeitpunkt der Anwendung Brut in allen Entwicklungsstadien. Diese
Volker wurden zweimal mit dem Liebig-Dispenser gemall Gebrauchsanweisung behandelt. Die erste
Behandlung mit Ameisensdure erfolgte am selben Tag wie die Oxalsaurebehandlung der Gruppen A und B.
Die zweite Behandlung mit dem Ameisensdurepraparat erfolgte zwischen Mitte August und Mitte
September. Die Aufwandmengen konnten entsprechend der Starke der Volker geméalR der
Gebrauchsanweisung angepasst werden.

Um ihnen die Handhabung und Zubereitung der Behandlungslésung gemal der Gebrauchsanweisung (35¢
API-Bioxal-Pulver in 500 ml Zuckerlésung 1:1) zu erleichtern, stellte das AGES-Team den Imkerlnnen
Kunststoffflaschen zur Verfligung, die das API-Bioxal-Pulver (17,5 g oder 35,0 g) bereits enthielten. Die
Menge an bereitgestelltem API-Bioxal-Pulver war abhdngig von der Anzahl der Versuchsvolker am
Bienenstand. Kurz vor der Behandlung fugten die Imkerlnnen der Flasche mit dem API-Bioxal-Pulver
Zuckerlésung (Zucker:Wasser = 1:1) hinzu, indem sie die Flasche bis zu einer Eichmarke fullten und das
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Pulver durch Schitteln der Flasche aufldsten. Anschliefend wurde die Oxalsdurelésung mit der
Dosierspritze (maximal 50 ml pro Volk) unter Beachtung der Gebrauchsanweisung auf die Bienen in den
Bienenstdcken getrdufelt und die Dosis an die Volksstarke angepasst.

Brutlose Wintervolker aller Versuchsgruppen wurden im November oder Dezember einmalig mit API-
Bioxal-Ldsung gemal’ der Gebrauchsanweisung behandelt. Das Datum der Behandlung hing vom Erreichen
der Brutfreiheit ab. Diese steht im Zusammenhang mit der geographischen und Hohenlage des
Bienenstandes und héngt von der Auflentemperatur ab (Frost als Ausléser eines Brutstopps). Die
Oxalsdureldsung wurde mit der Dosierspritze (maximal 50 ml pro Volk) gemdaR der Gebrauchsanweisung
auf die Bienen in den Bienenstocken getraufelt. Dabei wurde die verabreichte Dosis an die Volksstarke
angepasst.

2.24 PROBENAHME

Um den Grad des Varroabefalls bei erwachsenen Bienen vor und nach der Sommerbehandlung zu bewerten,
wurden Bienenproben entnommen. Die teilnehmenden Imkerinnen entnahmen die Proben entweder von
einer Wabe des Honigraums direkt Giber dem Brutnest oder von einer Wabe am Rand des Brutnests. Dazu
fullten sie einen Kunststoffbecher von 125 ml bis 1 cm unter den oberen Rand, was etwa 300 Bienen
entspricht. Die Proben wurden unmittelbar nach den Probenahmen eingefroren und zur Analyse an die
AGES-Abteilung Bienenkunde und Bienenschutz geschickt.

Bei allen Bienenvolkern (Gruppen A, B und C) wurde die erste Probe am Tag des Sperrens der Kénigin
entnommen. Die zweite Probenahme erfolgte, ebenfalls bei allen Bienenvolkern, mindestens drei Wochen
nach der zweiten Ameisensdurebehandlung der Behandlungsgruppe C. Zu diesem Zeitpunkt waren alle
wahrend der Ameisensdaurebehandlung vorhandenen Brutzellen bereits geschliipft und tberlebende Milben
hatten Zeit, sich an Bienen festzusetzen.

2.25 ERMITTLUNG DER VARROABEFALLSRATE (%) BEl ERWACHSENEN BIENEN

Die Bienenproben wurden unmittelbar nach dem Eintreffen in der AGES-Abteilung Bienenkunde und
Bienenschutz auf den Varroabefall untersucht. Jede Probe wurde gewogen, um die Anzahl der Bienen pro
Probe zu berechnen. Die Berechnung basierte auf dem mittleren Gewicht pro Biene aus einer Teilprobe von
genau 20 abgezahlten Bienen jeder einzelnen Probe (Anzahl der Bienen pro Probe = Gewicht der gesamten
Bienenprobe/mittleres Gewicht einer Biene aus der Teilprobe). Dieses Verfahren ermdglichte es,
Unterschiede im Bienengewicht zwischen den jeweiligen Proben zu beriicksichtigen. Jede Probe wurde 15
Minuten in Seifenlauge (0,1 %) geschittelt, in einem Honig-Doppelsieb ausgewaschen, und anschliefend
die Anzahl der Varroamilben pro Probe bestimmt (Buchler et al., 2006; Dietemann et al., 2013). Die
Varroabefallsrate wurde als Anteil der Varroamilben pro Biene fiir jede Probe berechnet (Anzahl der
Varroamilben/Anzahl der Bienen).

Fir die Interpretation der Varroabefallsrate ist es notwendig, die kritische Uberlebensschwelle zu kennen,
oberhalb derer das Uberleben des Volkes gefihrdet ist. Die Behandlungsschwelle, ab der eine
Varroabekampfung empfohlen wird, ist niedriger als die Uberlebensschwelle. Dies gewihrleistet die
Entwicklung gesunder, langlebiger Winterbienen, indem die Schaden durch einen hohen Anteil an
Varroamilben — und mit diesen assoziierten Viren — gering gehalten werden. Die jeweils anzuwendende
Behandlungsschwelle andert sich im Laufe der Saison aufgrund der Populationsdynamik von Honigbienen
und Varroamilben, da die Zahl der Bienen im Volk abnimmt, die Zahl der VVarroamilben aber zunimmt. Wir
haben den Schwellenwert auf 1 % im Juli und 3 % im September festgelegt, bezogen auf die Befallsrate bei
erwachsenen Bienen (Buchler et al., 2006; Biichler, 2008; Genersch et al., 2010; Lodesani et al., 2014).
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2.3 AKTUELLER STAND DER ERGEBNISSE

2.3.1 AUSGEWAHLTE IMKEREIEN UND BIENENSTOCKE

16 ImkerInnen mit insgesamt 16 Bienenstdnden nahmen an der Feldstudie teil. Diese befanden sich in den
Bundeslandern Steiermark (7), Ké&rnten und Niederosterreich (je 2), Oberosterreich, Salzburg, Tirol,
Vorarlberg und Wien (je 1) in H6hen von 160 m bis 1500 m (iber dem Meeresspiegel (Tabelle 16). 50 % der
Bienenstdnde befanden sich auf einer Hohe zwischen 400 m und 700 m. Der auf 1500 m gelegene
Bienenstand war ein Wanderbienenstand, d. h. die Bienen wurden Anfang August dorthin gebracht und
kehrten Anfang November auf den Uberwinterungsstand auf 600 m Seehéhe zuriick. Zwei weitere
Bienenstdnde befanden sich ebenfalls auf Uber 1000 Meter Seehdhe. Fur diese kann die sehr kurze
Vegetationszeit einen Einfluss auf die Volksentwicklung nach dem Sperren und Freilassen der Kénigin
haben.

TABELLE 16. HOHENLAGEN DER 16 TEILNEHMENDEN BIENENSTANDE MIT 200
BIENENVOLKERN

Seehodhe Anzahl Bienenstande Anzahl Bienenvolker
100 - 400 m 3 45
400 - 700 m 8 85
700 - 1000 m 2 30
>1000 m 3 40
Total 16 200

Vor Beginn des Experiments gab es keine signifikanten Unterschiede in der VVolksstarke zwischen den drei
Versuchsgruppen (Tabelle 17; Chiz-Test: Chi2 = 4,051, df = 2, P = 0,399).

TABELLE 17. ANTEILE DER VOLKER GEMASS IHRER VOLKSSTARKE IN DEN DREI
VERSUCHSGRUPPEN A, B UND C; IN KLAMMERN DIE JEWEILIGE ANZAHL AN VOLKERN IN
JEDER KATEGORIE

Verteilung der Volker nach ihrer VVolksstarke
Gruppe

stark mittel schwach
A 67,5% (54) 30,0% (24) 2,5% (2)
B 62,5% (25) 30,0% (12) 7,5% (3)
© 58,8% (47) 31,3% (25) 10,0% (8)

2.3.2 VARROABEFALLSRATE DER BIENEN VOR VERSUCHSBEGINN

Bei 75,5 % der 200 Volker lag zu Versuchsbeginn die Varroabefallsrate der Bienen unter der im Juli
anzusetzenden Behandlungsschwelle von 1%; 24,5% der Versuchsvolker hatten eine Varroabefallsrate tber
der Behandlungsschwelle. Der Anteil der VVélker, die diesen Schwellenwert Gberschritten, unterschied sich
zwischen den drei Versuchsgruppen nicht signifikant (Tabelle 18, Chi2-Test: Chiz = 0,108, df = 2, P =
0,947). Bei Volkern, die diesen Schwellenwert vor Versuchsbeginn tberschritten, war keine zusétzliche
Varroabehandlung nétig, da unmittelbar nach Entnahme der Bienenprobe die befallsreduzierenden
MaRnahmen gemall Versuchsplan gesetzt wurden (d. h. Sperren der Kénigin in Gruppen A und B mit
anschlieender Oxalsaurebehandlung bei Brutfreiheit; Anwendung der Ameisenséure in Gruppe C).
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Der Varroabefall wurde im Juli 2017 vor der Varroabehandlung und im September 2017 nach der
Varroabehandlung ermittelt. Zehn Vélker fielen zwischen erster und zweiter Probenahme aus (Tabelle 18).

TABELLE 18. ANZAHL (ANTEIL) VON VOLKERN MIT VARROABEFALLSRATEN UBER DER
BEHANDLUNGSSCHWELLE VOR VERSUCHSBEGINN UND NACH DER VARROABEHANDLUNG

Vor der Varroabehandlung (N=200) Nach der Varroabehandlung (N= 190)

Behandlungsschwelle Behandlungsschwelle
Gruppe A\%Iakrélr?]n unterschritten Uberschritten unterschritten Uberschritten
Anzahl Anzahl  Anteil (%) Anzahl Anzahl  Anteil (%)
A 80 60 20 25,0 53 18 254
B 40 31 9 22,5 27 12 30,8
C 80 60 20 25,0 59 21 26,3
Gesamt 200 151 49 24,5 139 51 26,8

2.3.3 VARROABEFALLSRATE DER BIENEN NACH DER VARROABEHANDLUNG

Von den urspringlich 200 Vélkern fielen zehn Volker durch den Ausfall der Koéniginnen wahrend des
Sperrens oder nach ihrer Freilassung aus (neun Volker aus Gruppe A und ein Volk aus Gruppe B). Von den
verbleibenden 190 Versuchsvélkern hatten nach der Varroabehandlung 68 % eine Varroabefallsrate unter
der anzusetzenden Behandlungsschwelle von 3% fiir September; bei 32 % lag die Befallsrate darlber. Der
Anteil der Volker, die den Behandlungsschwellenwert tberschritten, unterschied sich zwischen den drei
Versuchsgruppen nicht signifikant (Tabelle 18, Chi2-Test: Chi2 = 0,401, df =2, P = 0,818).

Die Imkerinnen wurden zeitnah tber das Ergebnis der Varroa-Befallsermittlung informiert. So hatten sie die
Madglichkeit, mit zusatzlichen Behandlungen zu reagieren, wenn die Behandlungsschwelle in den Vélkern
im September Uberschritten wurde. Zu Zeitpunkt und Art derartiger Zusatzbehandlungen liegen keine
Informationen vor.

Von den 61 Volkern, deren Varroabefallsrate den Schwellenwert Uberschritten hatte, wurden drei aufgrund
von Eigenentscheidungen der Imker nicht zusétzlich behandelt (ein VVolk aus Gruppe A, zwei Volker aus
Gruppe B). Von diesen erreichte ein Volk aus Gruppe B die erforderliche Volksstérke (Trachtreife) zum
Sammeln der Frihjahrstracht nicht.

2.3.4 VOLKERVERLUSTE VON VERSUCHSBEGINN IM SOMMER 2017 BIS ZUR
AUSWINTERUNG 2018

Von den insgesamt 200 Bienenvolkern zu Beginn der Experimente fielen zehn Volker aus Gruppe A, ein
Volk aus Gruppe B und ein Volk aus Gruppe C (insgesamt 12 Vélker; 6,0 %) bis zum Herbst 2017 aus.
Neun dieser Ausfdlle waren Koniginnenverlusten zuzuschreiben. Von den eingewinterten 188
Bienenvolkern fielen weitere 18 Volker (9,6 %) wihrend der Uberwinterung 2017/18 aus (sieben Volker aus
Gruppe A, vier aus Gruppe B und sieben aus Gruppe C). Dieser Wert liegt unter der Schwankungsbreite der
Winterverlustdaten 2018 fiir Osterreich (www.bienenstand.at). Von den 18 ausgefallenen Volkern waren
vier Volker im Sommer/Herbst 2017 nach dem Ausfall der Kénigin wieder beweiselt worden. Somit betrug
der Gesamtausfall (iber alle Gruppen in diesem Zeitraum 30 Volker (15 % der urspringlichen Volkerzahl bei
Versuchsbeginn).
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TABELLE 19. VOLKERVERLUSTE WAHREND DES VERSUCHS 2017/2018

Ausfélle bis zur Einwinterung Ausféalle nach der Auswinterung
Gruppe . Volkerverluste ) Volkerverluste
Volker Volker

Anzahl Volker % Anzahl Volker %
A 80 10 12,5 70 7 10
B 40 1 2,56 39 4 10,25
C 80 1 1,27 79 7 8,86
gesamt 200 12 6,00 188 18 9,57

2.35 TRACHTREIFE VOLKER IM FRUHJAHR

Wir definierten ein Volk als trachtreif, wenn zu Beginn der Frihjahrstracht (Blute der Vogelkirsche)
mindestens ein Honigraum aufgesetzt worden war, um das Beutenvolumen an die wachsende
Bienenpopulation und den eingetragenen Nektar und Pollen anzupassen.

In Gruppe A erreichten 75 % (= 50 von 80 Vdlkern), in Gruppe B 72 % (= 29 von 40 Vdélkern) und in
Gruppe C 85 % (= 68 von 80 Volkern) die erforderliche Stérke (Abbildung 1). Es gab keinen signifikanten
Unterschied zwischen den drei Gruppen im Anteil trachtreifer Vélker (Abbildung 1; Chi2-Test: Chi2 = 3,437,
df =2, P =0,179).

100,00%
90,00%
80,00%
70,00%
60,00%
50,00%
40,00%
30,00%
20,00%
10,00%

0,00%

A B C
Gruppen

Abbildung 1. Anteil der Bienenvdlker mit Trachtreife zum Zeitpunkt der Frihjahrstracht nach Gruppen. Gruppe A (50 von 80
Volkern, 75 %), Gruppe B (29 von 40 Vélkern, 72 %), Gruppe C (68 von 80 V6lkern, 85 %)
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2.3.6 AUSFALL VON KONIGINNEN

Wahrend der Versuche im Sommer 2017 wurde ein Ausfall von Koniginnen in allen Versuchsgruppen
beobachtet. Allerdings unterschied sich die Frequenz zwischen den drei Gruppen signifikant (Abbildung 2,
Chi2-Test: Chi2 = 29,929, df =2, P <0,001). In Gruppe A verlor ein Drittel der Volker die Kdnigin (= 26 von
80 Volkern), wahrend in den anderen beiden Gruppen die Haufigkeit des Verlusts der Konigin unter 10 %
lag (3 Volker von 40 in Gruppe B, 2 von 80 in Gruppe C; Abbildung 2). Die teilnehmenden Imkerinnen
fihrten die Koniginnenausfélle in den Gruppen A und B auf die im Versuch angewendete Methode des
Koniginnensperrens zuriick. Ein Imker vermutete die Ameisensdurebehandlung als Grund fir den
Kdniginnenausfall; ein weiterer machte dazu keine Angaben (beide aus Gruppe C).

Volker mit Koéniginverlust wurden von den Imkerinnen mit Reservekdniginnen wieder beweiselt. Dadurch
war es mdglich, dass von den insgesamt 31 Volkern mit Koniginnenausfallen 17 Vélker im Folgejahr die
Trachtreife erreichten. Aus Gruppe A mit insgesamt 80 Volkern erreichten 14 Volker die Trachtreife zum
Zeitpunkt der Friihjahrstracht nicht.
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Abbildung 2. Anteil der Bienenvélker mit Kéniginnenausféllen im Sommer 2017 nach Gruppen. Gruppe A: 26 von 80 Volkern
(n=80), Gruppe B: 3 (n=40), 2 (n= 80).

Das Alter der Koniginnen unterschied sich zwischen den drei Versuchsgruppen signifikant (Tabelle 21,
Chi2-Test: Chi2 = 17,918, df = 6, P = 0,006). Kdéniginnen im Alter von drei Jahren waren nur in Gruppe A
anwesend, und in all diesen VVélkern wurde der Verlust der Kénigin beobachtet. Dies macht es unmdéglich zu
entscheiden, ob die Verluste aufgrund der Behandlung oder des hohen Alters der Konigin eingetreten sind.
Als Reaktion darauf wurde mit den teilnehmenden Imkerinnen vereinbart, dass in der Versuchssaison
2018/19 keine Koniginnen im Alter von drei Jahren verwendet werden.

TABELLE 20. ALTERSVERTEILUNG DER KONIGINNEN IN DEN DREI GRUPPEN A, B UND C

e Gruppen
Alter der Konigin A B C
3 Jahre 8 0 0
2 Jahre 11 6 14
1 Jahr 56 27 53
0 Jahre 3 7 8
unbekannt 2 0 5
gesamt 80 40 80
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2.3.7 DAUER DES KONIGINNENSPERRENS

Gemall dem Protokoll, das den Imkerinnen zur Verfligung gestellt wurde, sollten die Koniginnen flr 24
Tage in Gruppe A und fur 19 Tage in Gruppe B gesperrt werden. Diese Vorgabe wurde bei 52 Vélkern nicht
eingehalten (Abbildung 3). In Gruppe A wurden die Kéniginnen von 75 Vélkern fiir eine Dauer zwischen 23
und 27 Tagen bzw. von funf Vélkern eines Standes flr 21 Tage gesperrt. Es ist daher moglich, dass in den
Waben der genannten funf Volker zum Zeitpunkt der Oxalsdurebehandlung noch einige wenige verdeckelte
Brutzellen vorhanden waren. Eine Uberpriifung der Wirksamkeit der Behandlung in diesen Vélkern war
nicht maéglich, da alle fiinf VVolker vor der September-Stichprobe gestorben waren. In Gruppe B hielten sich
die Imker bei 29 Volkern an das Protokoll. Die vorgegebene Sperrdauer von 19 Tagen wurde fir ein Volk
um einen Tag Uber- und fiir zehn VV6lker um einen Tag unterschritten (Abbildung 3).
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Anzahl Koniginnen

Abbildung 3. Die tatséchliche Sperrdauer der Kéniginnen in den Gruppen A (blau) und B (rot) zeigt das Ausmalf3 der
Abweichungen vom Protokoll, das 24 Tage fiir Gruppe A und 19 Tage fiir Gruppe B vorgab.

2.4 ANDERUNGEN DES VERSUCHSPLANS 2018/19

Fir die Versuchsperiode 2018/19 sind aufgrund der Ergebnisse der Vorperiode Anderungen im
Versuchsaufbau geplant. Diese wurden in der Projektbesprechung mit den beteiligten Imkern am 24.02.2018
flir die Experimente in der Saison 2018/19 vereinbart.

e Die Protokolle fiir die Sperrdauer der Koniginnen miissen genau eingehalten werden (Gruppe A: 24
Tage, Gruppe B: 19 Tage).

e Koniginnenalter: Verwendung von 1 und 2 jahrigen Koniginnen (keine 0, 3 jéhrigen oder &lteren
Koniginnen)

e Ein zusatzliches Stichprobendatum zur Schétzung der Varroabefallsrate zum Zeitpunkt des
Freilassens der Konigin (vor der Varroabehandlung mit Oxalséure bzw. vor der ersten Behandlung
mit Ameisensaure) wird vorgesehen.

e  Auf Wunsch mehrerer Imkerinnen wird zusétzlich die Erhebung des "naturlichen Milbenfalls™ zur
Bestimmung der Varroabefallsrate zu den gleichen drei Zeitpunkten wie bei der Auswaschmethode
durchgefihrt, d. h.

o Windeleinlage 1 Woche vor dem Sperren der Koniginnen

o Windeleinlage 1 Woche vor dem Freilassen der Kéniginnen

o Windeleinlage 4 Wochen nach Beginn der zweiten Ameisenséurebehandlung
Dazu wird eine Stockwindel fur sieben Tage wird in das Bodenbrett des Volks eingelegt. Die
abgefallenen Milben werden anschlieBend von den Imkerinnen gezahlt.
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e Zusétzliche Erhebung der Volksstarke finf Wochen nach Beginn der zweiten
Ameisensaurebehandlung
e Dokumentation des Honigertrages pro Volk (freiwillige Zusatzleistung)
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3 ARBEITSPAKET 4: KLEINER
BIENENSTOCKKAFER

3.1 EINLEITUNG

Der Kleine Bienenstockkafer (Aethina tumida; auch: Kleiner Beutenkéfer; engl. Small hive beetle, SHB)
wurde im September 2014 in Kalabrien, Italien, nachgewiesen (Mutinelli et al. 2014, Palmeri et al. 2015). In
Osterreich wurde er bisher nicht entdeckt. Um eine mogliche Einschleppung frilhzeitig zu erkennen, ist es
ratsam, die Uberwachung auf potenziell gefahrdete Bienenstinde zu konzentrieren (Chauzat et al. 2017).

Bienentransporte bergen ein gewisses Risiko der Verbreitung von Schédlingen und Krankheitserregern. Aus
diesem Grund missen grenzlberschreitende Transporte von Honigbienenvélkern und Kéniginnen innerhalb
der EU in TRACES (Trade Control and Expert System) registriert werden. Die Mdglichkeit nicht
registrierter grenziberschreitender Transporte kann jedoch nicht ausgeschlossen werden. Dies gilt
insbesondere in Jahren mit hohen Winterverlusten, in denen diese haufig durch den Kauf von Bienenvélkern
aus anderen Gebieten oder L&ndern ausgeglichen werden.

In dieser Monitoring-Studie wurden daher zunachst gefédhrdete Bienenstinde identifiziert und ausgewahlt,
um sie anschlieBend auf das Vorkommen von A. tumida zu untersuchen.

3.2 MATERIAL UND METHODEN

321 AUSWAHL DER UBERWACHUNGSGEBIETE UND BIENENSTANDE 2017 UND
2018

Fur die Probensammlung 2017 folgte die Auswahl der Osterreichischen Bienensténde zwei unterschiedlichen
Ansdtzen. Zum einen wurden TRACES-Protokolle von Imkerlnnen mit Transporten von ltalien nach
Osterreich in den Jahren 2015, 2016 und 2017 verwendet, die vom osterreichischen Bundesministerium fiir
Arbeit, Soziales, Gesundheit und Konsumentenschutz (BMASGK) auf Anfrage fiir die Zwecke dieses
Arbeitspakets zur Verfligung gestellt wurden. Zum anderen wurden regionale Risikogebiete definiert. Diese
wurden im Jahr 2017 als die zehn 6sterreichischen Bezirke mit den hdchsten Winterverlusten 2016/2017
identifiziert, da hohe Verluste sehr oft durch den Kauf von Bienenvélkern aus anderen Gebieten,
einschliellich Italien, ausgeglichen werden (Tabelle 22; Winterverluste von 37 % bis 60 %; COLOSS-
Studie, personliche Mitteilung R. Brodschneider 2017).

Fur die Auswahl 2018 wurden drei Kriterien herangezogen. Einerseits wurden jene Imkerinnen um
Teilnahme ersucht, die laut TRACES-Protokollen im Zeitraum August 2017 bis Juli 2018 Bienen aus Italien
verbracht hatten. Die entsprechenden Daten wurden vom zustandigen Ministerium BMASGK bereitgestellt.
Andererseits wurden jene Bezirke ausgewihlt, in denen verstirkt ,Bienenvermietung® angeboten und
beworben worden war, da der Transport und das Aufstellen von Bienenvélkern in grofRerer Zahl als
monitoringwirdig erachtet wurden. Dariber hinaus wurden Bezirke entlang von wichtigen Nord-Sid
Verbindungen in Tirol, Karnten und Steiermark sowie bei Giiterterminals der Bahn als Schwerpunktregionen
ausgewahlt. Die Winterverluste 2017/2018 waren Osterreichweit eher gering und Uberstiegen lediglich in
vier Bezirken die 20 %-Marke (personliche Mitteilung R. Brodschneider 2018). Da nicht anzunehmen war,
dass in diese Bezirke vermehrt VVélker aus Italien verbracht wurden, wurde das Kriterium der Winterverluste
in diesem Jahr als nicht relevant fur die Auswahl von Risikogebieten erachtet.

3.2.2 IDENTIFIZIERUNG DER TEILNEHMER AN DER MONITORINGSTUDIE
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Im Jahr 2017 erklarten sich vier Imkerlnnen, die in TRACES registrierte Sendungen erhalten hatten, bereit,
auf freiwilliger Basis an der Monitoring-Studie teilzunehmen. Lokale Verbande des Osterreichischen
Imkerbundes und lokale Imkergruppen in den zehn Risikobereichen unterstiitzten die Anwerbung weiterer
Teilnehmerlnnen. So gab es insgesamt 67 Freiwillige, die bereit waren, Proben fiir die Feldstudie zu
sammeln. Die Bienenstande aller TRACES-Imkerlnnen wurden in die Uberwachung einbezogen. Andere
Imkerlnnen wurden so ausgewdhlt, dass eine breite rdumliche Verteilung der Bienenstande in den
Risikogebieten erreicht wurde. 62 Imkerlnnnen stammten aus den definierten Risikogebieten, und ein Imker
aus einem benachbarten Bezirk. GemaR dem Uberwachungsplan waren 60 Bienenstande vorgesehen, so dass
aus dem Kreis der Freiwilligen 60 Personen fir die Teilnahme ausgewahlt wurden (Tabelle 22). Einer der
TRACES-Imkerlnnen nahm an der Studie mit zwei Bienenstanden teil, daher umfasste das Monitoring 2017
61 Bienenstande.

Tabelle 22 zeigt das Ausmal’ der Winterverluste 2016-2017, die die Grundlage fiir die Identifizierung von
Risikogebieten waren, die Anzahl der ausgewahlten Bienenstdnde pro Risikogebiet und die Anzahl der
erhaltenen Sammelproben. Ein Bienenstand (Tirol/Innsbruck Land) stammte nicht aus einem der zehn
Bezirke mit den hochsten Winterverlusten. Er wurde aufgrund der Nahe zu einem Bezirk mit hohen
Winterverlusten (Tirol/Schwaz) ausgewahlt. Insgesamt stellten die Imkerlnnen Proben von 58 der 61
ausgewahlten Bienenstande zur Verfugung. Drei Imkerlnnen Gbermittelten keine Proben und schieden daher
aus der Studie aus.

Die Auswahl der Risikogebiete erfolgte nach dem Ausmal der registrierten Volkerverluste fir den Winter
2016/2017 (R. Brodschneider 2017). TRACES-Imker wurden unabhéngig vom Ausmaf der Winterverluste
in ihrem Gebiet einbezogen. Die von den Imkerlnnen Gbermittelten Gemidilleproben bestanden jeweils aus
ein bis fiinf Einzelproben der verschiedenen Voélker der Bienenstande (Tabelle 22). Die Einzelproben eines
Standes wurden im AGES-Labor Abteilung Bienenkunde und Bienenschutz zu jeweils einer Sammelprobe
verinigt.

TABELLE 21. AUSGEWAHLTE BIENENSTANDE FUR DIE SHB-MONITORING-STUDIE 2017 IN
DEN ZEHN RISIKOGEBIETEN MIT DEN HOCHSTEN GEMELDETEN WINTERVERLUSTEN UND
ANZAHL DER EINGEREICHTEN PROBEN

Winterverluste Anzahl Anzahl

2016/17 (%) g?jgg‘:ﬁg:gg Sammelproben

Herkunft ((TRACES] Bundesland/Bezirk)

Vorarlberg / Dornbirn 61,92 2 2
Karnten / Klagenfurt am Worthersee 52,43 6 6
Vorarlberg / Feldkirch 48,07 2 2
Tirol / Schwaz 46,85 9 7
Niederosterreich / Scheibbs 44,31 6 5
Karnten / Sankt Veit an der Glan 41,05 8 8
Tirol / Imst 40,58 13 13
Karnten / Feldkirchen 40,11 2 2
Steiermark / Voitsberg 38,97 6 6
Niederosterreich / Amstetten 37,09 1 1
Tirol / Innsbruck Land 17,85 1 1
EI’IZ,]ACES] Kéarnten / Sankt Veit an der 41,05 1 1
[TRACES] Oberdsterreich / Grieskirchen 34,85 2 2
[TRACES] Kéarnten / Klagenfurt Land 15,34 1 1
[TRACES] Tirol / Lienz 9,42 1 1

Total 61 58

Im Jahr 2018 wurden die Teilnehmerlnnen aus der Interessentinnenliste fiir Projekte der AGES-Abteilung
Bienenkunde und Bienenschutz nach den unter 4.2.1. genannten Kriterien ausgewéhlt und um Bereitstellung
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von Proben ersucht. In zwei fir das Monitoring ausgewahlten Bezirken konnten Uber diesen Weg keine
Mitwirkenden eruiert werden. Daher wurden Imkervereine kontaktiert, um interessierte Imkerinnen zu
finden. Weitere zwei Imkerinnen hatten im Friihjahr 2018 jeweils eine grofiere Anzahl von Pakethienen aus
Siiditalien (Lecce, Region Apulien) nach Osterreich verbracht und stimmten der freiwilligen Mitarbeit beim
Projekt zu. Einer dieser Imker erklérte sich bereit, bei 8 seiner Stédnde, die in mehreren Bundesldandern
liegen, Proben zu nehmen. Insgesamt konnten fir das Jahr 2018 52 Imkerlnnen mit 61 Standen fir die

Mitarbeit beim Projekt gewonnen werden.

TABELLE 22. AUSWAHLTE BIENENSTANDE FUR DAS SHB-MONITORING 2018

Die Bezirke wurden aufgrund der Kriterien Verkehrsrouten oder Eisenbahnterminals (V), Bezirke mit
angebotener Bienenvermietung (B) oder TRACES-Transporte (T) ausgewahlt.

Herkunft (Bundesland / Bezirk)

Burgenland / Neusiedl am See
Kérnten / Hermagor

Kéarnten / Klagenfurt Stadt

Kéarnten / Sankt Veit an der Glan
Karnten / Spittal an der Drau

Kérnten / Villach Land

Kéarnten / Villach Stadt

Kéarnten / Volkermarkt

Kéarnten / Wolfsberg

Niederdsterreich / Bruck an der Leitha
Niederdsterreich / Ganserndorf
Niederdsterreich / Hollabrunn
Niederdsterreich / Sankt Polten (Land)
Niederdsterreich / Tulln
Niederosterreich / Waidhofen an der Thaya
Oberdsterreich / Wels-Land

Salzburg / Sankt Johann im Pongau
Steiermark / Bruck-Muirzzuschlag
Steiermark / Graz-Umgebung
Steiermark / Leibnitz

Tirol / Innsbruck-Land

Tirol / Kufstein

Tirol / Schwaz

Wien / Wien (Stadt)
Oberdosterreich, Niederdosterreich,
Steiermark, Burgenland [TRACES]
Gesamt

3.3 PROBENAHME UND VERSAND

Auswahlgrund
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Die Teilnehmerinnen erhielten das Material zur Gemillesammlung jeweils im Oktober 2017 und 2018,
einschlieRlich einer bebilderten Anleitung fir das Probenahmeverfahren, finf Papiereinlagen (210 mm x 297
mm, ISO A4), einen beschrifteten Plastikbeutel fiir den Riickversand und einen adressierten Riickumschlag.
Es wurde ihnen empfohlen, die Blatter bei fiinf VVélkern in die Varroatassen, falls vorhanden, oder direkt in
das Bodenbrett wéhrend eines Zeitraums von zwei Wochen einzulegen. Im Falle von funf oder weniger als
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finf Volkern am Bienenstand mussten alle Vélker beprobt werden. Bei mehr als fiinf Vélkern am Stand
waren die finf Probevolker gemal der an die Teilnehmerinnen versendeten Anleitung. Die Probenahme
sollte nicht wahrend der Varroabehandlung durchgefthrt werden, um eine hohe Anzahl von Varroamilben
auf den Einlagen zu vermeiden.

Nach Ablauf der zweiwochigen Einlagedauer wurden die Einlagen herausgenommen, gefaltet und
standweise in den Plastikbeutel gelegt, der anschlieBend verschlossen wurde. Die Daten fiir das Einlegen
und Entnehmen der Blatter wurden auf den Plastikbeuteln angegeben. Zusétzlich wurde angegeben, ob die
Blatter in eine Varroatasse oder direkt in das Bodenbrett gelegt wurden. Nach der Entnahme haben die
Imkerlnnen die Proben entweder innerhalb eines Tages eingesandt oder bis zum Versand in einem
Gefrierschrank gelagert. Unmittelbar nach Eingang in der AGES-Abteilung Bienenkunde und Bienenschutz
wurden die Proben in den ungedffneten Plastikbeuteln bis zur weiteren Bearbeitung bei -18° C gelagert.

Im Versuchsjahr 2017 konnte der Zeitraum der Probenahme individuell von Mitte Oktober bis Mitte
Dezember gewahlt werden. Ein Imker hat die Probe allerdings erst im Janner 2018 entnommen. Alle
ImkerInnen mit Ausnahme von einem haben die Daten fir das Einlegen und Entfernen der Einlagen bekannt
gegeben. Die Einlagebléatter blieben durchschnittlich 16 Tage in den Volkern (Standardabweichung: 3 Tage,
Minimum: 11 Tage, Maximum: 29 Tage).

Im Versuchsjahr 2018 konnte der Zeitraum der Probenahme von 10. Oktober bis 10. Dezember 2018
gewdhlt werden. Daher kdnnen zum Zeitpunkt der Zwischenberichtserstellug noch keine exakten Angaben
zur tatséchlichen Beteiligung und Probenzahl gemacht werden.

3.4 LAUFENDE UND ZUKUNFTIGE ARBEITEN IN DEN JAHREN 2019 UND 2020

3.4.1 FORTSETZUNG DER UBERWACHUNG

Die Uberwachung der Risikogebiete in Osterreich ist im Gange und wird auch im Jahr 2019 fortgesetzt.
Gefahrdete Bienenstdnde werden jedes Jahr neu definiert, basierend auf der jeweiligen
Uberwinterungssituation, den gemeldeten TRACES-Transporten aus Italien und anderen Risikoparametern
(z. B. Transitrouten und Terminals fiir den multimodalen Verkehr). GemaR dem Uberwachungsplan werden
pro Jahr 60 neue Teilnehmerlnnen angeworben.

3.4.1 METHODENETABLIERUNG ZUM SHB-NACHWEIS AUS GEMULLE

Im Zuge der Methodenetablierung und Vorbereitungen fiir die Teilnahme an weiteren Ringtests (SHB,
Nosema, Kodamaea) wurde eine Real-time-PCR-Methode fiir den Nachweis von SHB in der AGES-
Abteilung Molekularbiologische Diagnose von Pflanzenkrankheiten (MBDP) etabliert. Als positives
Kontrollmaterial dienten Suspensionen von homogenisierten SHB-Larven und adulten Tieren, die vom EU-
Referenzlabor flir Bienenkrankheiten zur Verfigung gestellt worden waren. Aus diesen wurde DNA
extrahiert und fiir die Nachweise eingesetzt. In diesen Proben konnte SHB erfolgreich nachgewiesen werden
und somit die Eignung der Nachweismethode an der AGES bestétigt werden. Aullerdem wurde — um
verschiedene Extraktionsmethoden aus Gemiille vergleichen zu kénnen — aus einem in Ethylalkohol
eingelegten adulten Kafer Tarsen und Tibia eines mittleren Beines homogenisiert und ebenfalls DNA
extrahiert. Auch aus dieser Probe konnte ein positiver Nachweis gefiihrt werden. Die weitere VVorgangsweise
ist, Gemiille mit ,,Beinen* von A. tumida zu dotieren, um die Extraktionseffizienz verschiedener Methoden
zu vergleichen. Aus diesem Vergleich wird die am besten geeignete Methode flir den Nachweis von SHB
aus Gemiille ausgewahlt werden.

3.4.2 BEARBEITUNG DER MONITORING-PROBEN UND ANALYSEN
Das Gemiulle wird von den eingesendeten Einlageblattern gewonnen und standweise als Sammelprobe

untersucht. Diese Arbeiten erfolgen nach Abschluss des von Partner 1 (IZSLT, Italien) durchgefiihrten SHB-
Ringtests sowie nach Vorliegen der Testergebnisse der Extraktionsmethoden.
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Das Labor der AGES-Abteilung Molekularbiologische Diagnose von Pflanzenkrankheiten (MBDP) nahm
als Partner an verschiedenen molekularbiologischen ,,Ringtests” zur Detektion von Bienenkrankeiten und
Schédlingen teil. Organisiert wurden diese Tests von Partner 1, IZSLT (ltalien). Ziel ist es, die verschieden
Zielorganismen im préklinischen Stadium aus dem Gemiille von Bienenstdcken nachzuweisen. Fur Aethina
tumida (kleiner Beutenkafer, SHB) wurde eine Real-time PCR Methode von 6 verschiedenen
Projektpartnern getestet. Darliber hinaus wurde fiir Kodamaea ohmeri (eine mit dem SHB assoziierte Hefe)
eine konventionelle PCR von 4 Partnern getestet. AuBerdem nahm die AGES noch gemeinsam mit 3
weiteren Partnern an der Vergleichsuntersuchung fiir Nosema ceranae und Nosema apis (Microsporidien)
teil. Hier wurde jeweils eine spezifische Real-time PCR fiir jeden Erreger getestet. Fir diese
»Ringtests* wurde bereits extrahierte DNA als Blindproben an die Versuchspartner ausgeschickt. Die
Gesamtergebnisse dieser Untersuchungen werden von den Versuchsanstellern (IZSLT) mit Unterstltzung
der AGES-Abteilung Statistik und analytische Epidemiologie ausgewertet und sind noch ausstandig.
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51 KOMMUNIKATION MIT DEN BETEILIGTEN ORGANISATIONEN

Der Projektpartner AGES (Alexandra Ribarits) nahm an zwei Projekttreffen am Institut der Projektleitung
(L’Istituto Zooprofilattico Sperimentale delle Regioni Lazio e Toscana M. Aleandri) in Rom, Italien, teil.
Das Kick-off Meeting fand im Feber 2017 statt. Dabei wurde das Arbeitsprogramm der AGES gemaf
Projektplan vorgestellt. Ein Schwerpunkt war Arbeitspaket 2 (Amerikanische und Europdische Faulbrut),
das von der AGES geleitet wird. Ein weiteres Treffen fand im Mérz 2018 statt. In diesem Meeting wurden
die identifizierten GBPs diskutiert und eine Publikation vorbereitet. AuBerdem berichtete die AGES vom
Arbeitsfortschritt in den einzelnen Arbeitspaketen. Zusatzlich zu den Projekttreffen wurden vom
Projektleiter mehrere Webkonferenzen organisiert. Es erfolgt aulerdem ein laufender Austausch zwischen
den einzelnen Projektpartnern iber Email.

52 VORTRAGE

21.03.2017: ,,WP2: American Foulbrood and European Foulbrood. Lead: Partner 5 BPRACTICES Kick-off
Meeting; Italien, Rom, Alexandra Ribarits.

21.03.2017: Vorstellung P5 — Austrian Agency for Health and Food Safety”“. BPRACTICES Kick-off
Meeting; Italien, Rom, Alexandra Ribarits.

25.02.2017: ,,Neue Indikatoren und Betriebsweisen zur Verbesserung der Gesundheit von Honigbienen in
Europa in der Ara von Aethina tumida“ (ERA-NET SusAn, ,,BPRACTICES®). Kurzdarstellung der
Aktivitdten, Arbeitspakete und Einladung an die Imker zur Teilnahme; Jahrliche Fachtagung des
Osterreichischen Erwerbsimkerbundes; Osterreich, Unterpremstatten, Rudolf Moosbeckhofer.

25.03.2017 ,,Neue Indikatoren und Betriebsweisen zur Verbesserung der Gesundheit von Honigbienen in
Europa in der Ara von Aethina tumida“ (ERA-NET SusAn, ,,BPRACTICES®); Einfiihrung in das Projekt
und Einladung an Imkerlnnen fiir die Teilnahme; Jahreshauptversammlung des Niederdsterreichischen
Landesverbandes fur Bienenzucht; Osterreich, St. Polten; Rudolf Moosbeckhofer.

28.04.2017 SusAn - Projekt "BRACTICES": Uberblick zum neuen Projekt und Einladung an die Imkerinnen
zur Teilnahme; Jahrestagung der Gesundheitsreferenten des Osterreichischen Imkerbundes; Osterreich,
Wien; Rudolf Moosbeckhofer.

24.02.2018: Workshop “Koniginnensperren”. Arbeitspaket 1. Josef Mayr, Katharina Etter.

13.03.2018: ,,WP2 American Foulbrood & European Foulbrood. BPRACTICES Meeting®, Italien, Rom,
Alexandra Ribarits.

13.03.2018: ,,Data collection, test plan & evaluation methods“. BPRACTICES Meeting, Italien, Rom,
Alexandra Ribarits.

25.04.2018: " Projekt ,,BPRACTICES*“ (ERA-Net SusAn) - Kurzvorstellung der Arbeitspakete mit AGES-
Beteiligung: Gute imkerliche Praxis; Erregernachweis aus Gemdlle (SHB, AFB, EFB, Nosema); AFB-
Erreger-Elimination — Feldversuch mit Imkern bei subklinisch positivem Futterkranzbefund; SHB-
Monitoring — Feldversuch mit Imkern.“ Jahrestagung der Gesundheitsreferenten des Osterreichischen
Imkerbundes; Osterreich, Wien: Rudolf Moosheckhofer.

25.04.2018: Varroabehandlung mit Oxalsdure im Sommer nach vorangegangenem Kéfigen der Konigin.
Jahrestagung der Gesundheitsreferenten des Osterreichischen Imkerbundes; Osterreich, Wien; Josef Mayr.
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54 VORSTELLUNG DES PROJEKTS UBER DEN AGES-INTERNET-AUFTRITT
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Projektseite: http://www.izslt.it/bpractices/en/
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