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Vorwort

Die Basis der Projekte Zukunft Biene bildeten die Winterverlusterhebungen des Institutes fir
Zoologie (jetzt Institut fir Biologie) der Universitat Graz, die seit nunmehr 12 Jahren durchgefiihrt
werden. Die immer grél3ere Datendichte hatte es im ersten Projekt Zukunft Biene erlaubt profunde
Aussagen Uber verschiedene Zusammenhénge der Winterverluste mit Wetter und Landnutzung zu
tatigen. Auch im abgelaufenen Projektjahr, einem Jahr mit durchschnittlichen Winterverlusten aber
relativ groRen lokalen Unterschieden, konnten Ergebnisse der letzten Jahre bestétigt und somit
verfestigt werden. Diese sind insbesondere der positive Effekt der Verwendung von jungen
Kdniginnen und der Anwendung biotechnischer Methoden zur Varroa-Bekampfung. Auch der
Einfluss der BetriebsgroRe, der Wanderimkerei und der Tracht konnte wieder gezeigt werden. Eine
Briicke zum Viren-Schwerpunkt des Projektes "Zukunft Biene 2" stellt auch das Ergebnis dar, dass
wenn von den Imkereien Bienen mit verkrippelten Fliigen beobachtet wurden, unter anderem ein
Symptom von Virenbefall, dies ein Alarmsignal fir statistisch signifikant erhdhte Winterverluste
darstellt.

Die immer groRere Datendichte dieser Ergebnisse zeigt auch eine gute Ubereinstimmung der
Ergebnisse der Uni Graz und der AGES hinsichtlich der Wintersterblichkeit. Die beiden
Institutionen hatten wohlliberlegt unterschiedliche Konzepte bei teilweise Uiberlappenden
Fragestellungen verwendet. Hatte die AGES gezielt definierte Stande beprobt, so verwertete die
Uni Graz die groRRere Stichprobe der freiwilligen Einsendung der 6sterreichischen Imkerinnen.

Einer der groRen Vorziige des Projektes Zukunft Biene 2 ist der lange Untersuchungszeitraum der
uns fur die Virendetektion in Osterreichs Bienenvolkern - untersucht werden 8 unterschiedliche
Viren - zur Verflgung steht. Im ersten der drei anberaumten Jahre konnten bereits interessante
Befunde Uber das Auftreten von Bienenviren in Osterreich erarbeitet werden. So zeigten sich
sowohl lokale Unterscheide als auch, und das ist neu, eine Abhéngigkeit von der Meereshdhe.
Manche Viren kamen in nahezu allen untersuchten Voélkern vor. Bisher liegen erst die Resultate
eines Untersuchungsjahres vor, die Ergebnisse der weiteren Untersuchsjahre werden eine
spannende Sache.

Die jungste Partnerin des Kombinationsprojektes, die Veterinarmedizinische Universitat Wien,
bemdiht sich um eine kostenglinstige und einfach durchzufihrende Bestimmungsmethode fiir
Infektionen mit den wichtigsten Bienenviren. Diese Methoden sollen in weiterer Folge auch den
Bienenhalterinnen im Freiland zur Verfigung stehen. Besonders weit und vielversprechend sind
dabei die Experimente mit Iflaviren, wie den weit verbreiteten Fliigeldeformationsviren und
Sackbrutviren.

Karl Crailsheim, Projektleiter
Graz, am 22.8.2019
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Zusammenfassung

Im Modul U werden die Winterverluste von Bienenvoilkern erhoben und auf Risikofaktoren hin
untersucht. In Osterreich wird diese Untersuchung seit nunmehr zwdlf Jahren durchgefiihrt. Die
Verlustraten der eingewinterten Vélker reichen dabei von 8,1% (Winter 2015/16) bis 28,4% (Winter
2014/15). Die 1534 Antworten betreffend 33.651 eingewinterte Bienenvolker der Untersuchung
2019 wurden auf ihre Reprasentativitat Uberprift und Analysen zur geografischen Verteilung der
Verluste, zu den die Winterverluste begleitenden Symptomen, sowie zur Betriebsweise durch-
gefuhrt. Ein wichtiger Faktor war au3erdem die Analyse der Behandlungsmethoden, welche zur
Bekampfung von Varroa destructor eingesetzt wurden und der Einfluss dieser Methoden auf die
Wintersterblichkeit.

Die Winterverlustrate fur ganz Osterreich lag 2018/19 bei 15,2% (95% Konfidenzintervall: 14,4-
16,1). Die Unterschiede zwischen den Verlustraten der einzelnen Bundeslander waren mit 9.9%
(im Burgenland) und 19,6% (in Wien) starker ausgeprégt als im Vorjahr. Wie in den
vorangegangenen Jahren konnte ein signifikanter Einfluss der BetriebsgroRe auf die
Wintersterblichkeit nachgewiesen werden, mit geringeren Verlusten bei groReren Betrieben. Von
hochsten Verlusten betroffen waren Imkereien mit weniger als 20 Volkern. Der Faktor
Betriebsgrofe ist dabei als Sammelfaktor, der unterschiedliche Parameter wie Professionalitat,
Erfahrung in der Imkerei etc. beinhaltet, zu diskutieren. Die im Winter 2018/19 erlittenen
Winterverluste liegen, verglichen mit bisherigen Ergebnissen, im mittleren Bereich (der Mittelwert
aller bisher fur Osterreich erhobenen Werte liegt bei 16,3%).

Wie bereits aus den vorangegangenen Untersuchungsjahren bekannt, konnten auch heuer wieder
negative Effekte bei Imkereien mit im Vergleich zum Vorjahr haufiger aufgetretenen
Kdniginnenproblemen wahrend der Saison, sowie beim Vorkommen der Trachtpflanze Mais
festgestellt werden. Die Verluste in Lagen Uber 600 m Seehthe waren signifikant niedriger als jene
zwischen 200 und 600 m. Zusatzlich konnten weitere fiir die Uberwinterung wichtige Faktoren, wie
geringere Verluste bei Wanderimkereien sowie der positive Effekt der Verwendung junger
Koniginnen oder eines eigenen Wachskreislaufes identifiziert werden. Bei der Varroabekampfung
zeigte sich ein weiteres Mal, dass biotechnische Methoden (totale Brutentnahme, Konigin kafigen)
ein probates Mittel zur Reduktion von Vélkerverlusten sind. Als Briicke zu den anderen Modulen
sei auf das Ergebnis signifikant hoherer Winterverluste bei Imkereien hingewiesen, die wahrend
der Saison Bienen mit verkriippelten Fligeln beobachteten, unter anderem ein Symptom fir eine
Virenerkrankung, hingewiesen.

Im Modul A wird ein ¢sterreichweites Monitoring von Bienenviren durchgefiihrt. Trotz der
Bedeutung der Bienenviren flr die Bienengesundheit ist Gber das Vorkommen von Viren in
Osterreichs Bienenvolkern bisher nur begrenztes Wissen vorhanden, das keine gesicherten
Aussagen zur generellen Pravalenz der Bienenviren in Osterreich erlaubt. Daher wird die
Pravalenz von acht Bienenviren auf Bienenstandniveau Uber drei Jahre erhoben. Diese Viren
umfassen das Akute Bienenparalyse-Virus (ABPV), das Schwarze Koniginnenzellen-Virus
(BQCV), das Chronische Bienenparalyse-Virus (CBPV), das Fligeldeformationsvirus (getrennt in
Typ A (DWV-A) und Typ B (DWV-B)), das Israelische Akute Paralyse-Virus (IAPV), das Kashmir-
Bienenvirus (KBV) und das Sackbrutvirus (SBV).

Mit dem 2. Zwischenbericht liegen nun die Ergebnisse fir die erste Probenahme im Herbst 2018
vor, an der 198 Imkerinnen aus ganz Osterreich teilnahmen. In den Bienenproben wurden sechs
der acht untersuchten Viren gefunden, die Viren IAPV und KBV wurden in keiner Probe
nachgewiesen. Die beiden am haufigsten nachgewiesenen Viren, BQCV und DWV-B, waren in
fast allen Bienenproben nachweisbar. BQCV war in 191 der 198 Proben (Préavalenz: 96%;

1



ZUKUNFT qu V4 KARL-FRANZENS-UNIVERSITAT GRAZ R\
AGE S% vetmeduni B

BIENE UNIVERSITY OF GRAZ UNI vienna &

Konfidenzintervall: 93-98%) und DWV-B in 181 der Proben nachweisbar (91%; Konfidenzintervall:
87-95%). ABPV und SBV wurden in etwa der Halfte der untersuchten Proben gefunden. ABPV war
in 106 Proben (54%; Konfidenzintervall: 47-60%) und SBV in123 Proben nachweisbar (62%;
Konfidenzintervall: 55-69%). CBPV und DWV Typ A (DWV-A) wurden selten nachgewiesen: CBPV
in 17 Proben (9%; Konfidenzintervall: 5-13%) und DWV-A in 2 Proben (1%; Konfidenzintervall: 0-
3%).

Der Virustiter der positiven Proben variierte bei allen nachgewiesenen Viren um mehrere
Zehnerpotenzen. Der minimal gemessene Titer lag zwischen 10* und 10° RNA-Kopien/ml
Homogenat, der maximal gemessene Wert zwischen 10° und 102> RNA-Kopien/ml Homogenat.
Die drei Viren ABPV, BQCV und SBV hatten die geringsten Titer (Median zwischen 10° und 10°
RNA-Kopien/ml Homogenat). Bei CBPV und DWV-B wurden héhere Virustiter gemessen (Median
zwischen 10° und 10" RNA-Kopien/ml Homogenat). DWV-A wurde nur in zwei Proben gemessen
(Werte: 2x10% 4x108 RNA-Kopien/ml Homogenat).

Auswertungen der Faktoren Bundeslandzugehdrigkeit, Seehdéhe und Virussymptomatik im Volk
zeigten signifikante Zusammenhange. Dabei traten vier Viren (ABPV, BQCV, DWV-B, SBV)
vermehrt in den dstlichen Bundeslandern auf und selten in den Bundeslandern Tirol und Karnten.
Dies scheint vor allem mit der unterschiedlichen Seehéhe der Bundeslander zusammenzuhéangen,
da BQCV, DWV-B und SBV in hoheren Lagen signifikant seltener auftraten als in niederen Lagen.
Es gab einen signifikanten Zusammenhang zwischen dem Auftreten von Bienen mit verkrippelten
Fliigeln und einem erhdhten DWV-B Titer in den Proben. Das CBPV-assoziierte Symptom
schwarz-glanzende Bienen trat signifikant haufiger auf Stdnden auf, in deren Proben CBPV
gefunden wurde.

Die Daten der nachsten zwei Versuchsjahre werden es erlauben, Aussagen Uber die Varianz der
Viruspravalenz zwischen verschiedenen Jahren zu machen. Au3erdem wird durch die
mehrjahrigen Untersuchungen die Menge verfligbarer Daten erhdht, was die Aussagekraft
bezlglich méglicher Zusammenhange zwischen Virustiter und Winterverlusten bzw.
Virussymptomatik erhéhen kann.

Im Modul V sollen Antikdrper zum Nachweis viraler Genprodukte generiert und ,Enzyme linked
immuno sorbent assays (ELISA)“ zum schnellen und kostengiinstigen diagnostischen Nachweis
von Virusinfektionen bei Honigbienen im Labor und im Feld entwickelt werden. Im ersten Schritt
missen geeignete Antigen-Praparationen fir die Immunisierungen und Tests produziert werden.
Als Projektdauer wurden drei bis vier Jahre veranschlagt, wobei ein planméaRiger Projektbeginn ab
Mai 2018 nach Eingang der Finanzierung eingehalten werden konnte. Durch den gunstigen
Startzeitpunkt konnte die saisonale Brutaktivitat der Honigbienen 2018 effizient ausgenutzt
werden, um durch Infektionsexperimente authentische Antigene verschiedener Virus-Spezies zu
produzieren. In den ersten vier Monaten des Projektes wurden viele verschiedene Virusstamme
auf ihre Reinheit untersucht und die Infektionseffizienz der Viruspraparationen getestet. Es gelang,
Antigene des Deformed wing virus (DWV-A), Varroa destructor Virus (VDV/DWV-B), Sackbrutvirus
(SBV), Virus der chronischen Bienenparalyse (CBPV) sowie des Virus der akuten Bienenparalyse
(ABPV) zu produzieren. Durch Ultrazentrifugation wurden Antigen-Konzentrate erzeugt, die in
Screening- und Charakterisierungsversuchen eingesetzt werden kénnen. Im Jahr 2019 wurde das
Strukturprotein VP1 des SBV exprimiert, gereinigt und fiir Immunisierungen von Mausen
herangezogen. Die B-Lymphozyten aus der Milz wurden bereits fusioniert und befinden sich
derzeit im Screening und in der Selektion der einzelnen Hybridomzellklone. Rekombinante
Antigene wurden von den monoklonalen Antikorpern bereits effizient im ELISA detektiert.
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Project Summary

In module U, winter losses of bee colonies are monitored and examined for risk factors. So far, this
study has been carried out in Austria for twelve years. The loss rates of overwintering colonies
range from 8.1% (winter 2015/16) to 28.4% (winter 2014/15). The 1534 answers concerning
33,651 winterized bee colonies of the 2019 study were checked for their representativeness and
analyses were carried out on the geographical distribution of the losses, on the symptoms
accompanying the winter losses, and on the beekeeping practices. An important factor was also
the analysis of treatment methods used to combat Varroa destructor and the influence of these
methods on winter mortality.

The winter loss rate for the whole of Austria was 15.2% in 2018/19 (95% confidence interval: 14.4-
16.1). The differences between the loss rates of the provinces were larger than in the previous
year ranging from 9.9% (in the Burgenland) to 19.6% (in Vienna). As in previous years, a
significant impact of the size of beekeeping operation on winter mortality could be demonstrated,
with lower losses for larger apiaries. Highest losses affected beekeepers with less than 20
colonies. The size of the apiary as a factor is to be discussed as a lumping factor that includes
different parameters such as degree of professionalism, experience in beekeeping, etc. The winter
losses suffered in winter 2018/19 can be described as medium (the average winter loss rate of all
winters with data so far is 16.3%).

The negative effects that were already known from several previous studies, such as queen
problems that occurred more frequently during the season than in the previous year, the
occurrence of maize as pollen plant and the size of the farm, could be confirmed as factors that
significantly increase winter losses. Loss rates in altitudes above 600 m were significantly lower
than those between 200 and 600 m above sea level. We could identify further factors important for
successful overwintering, such as lower losses for migratory beekeeping operations, positive
effects of young queens in the colonies and use of own wax (in contrast to wax obtained from
outside the operation). Previous results on significantly positive effects of biotechnical methods to
combat the varroa mite (complete brood removal, queen confinement) could be confirmed. As a
bridge to other modules of this project, we want to stress that the observation of bees with crippled
wings during the bee’s active season, a possible sign for viral diseases, results in significantly
higher winter losses.

In module A, an Austria-wide monitoring of bee viruses will be carried out. Despite the importance
of bee viruses for bee health, only limited knowledge is currently available on the occurrence of
viruses in Austria's bee colonies, which does not allow reliable statements on the general
prevalence of bee viruses in Austria. Therefore the prevalence of eight bee viruses found at an
apiary level is measured over three years. These viruses comprise Acute Bee Paralysis Virus
(ABPV), the Black Queen Cell Virus (BQCV), Chronic Bee Paralysis Virus (CBPV), Deformed Wing
Virus (separated in Type A (DWV-A) and Type B (DWV-B)), Israeli Acute Paralysis Virus (IAPV),
Kashmir Bee Virus (KBV) and the Sacbrood Virus (SBV).

This second status report presents the results of the first sampling in autumn 2018, in which 198
beekeepers from all over Austria participated. In the analysed bee-samples, six of the eight viruses
were detected, the viruses IAPV and KBV were not detected in any sample. The two most
frequently detected viruses, BQCV and DWV-B, were present in nearly every bee-sample. BQCV
was detected in 191 of the 198 samples (prevalence: 96%; confidence interval: 93-98%) and DWV-
B in 181 samples (91%; confidence interval: 87-95%). ABPV and SBV were detected in
approximately half of the samples. ABPV was detected in 106 samples (54%; confidence interval:

3



ZUKUNFT qu V4 KARL-FRANZENS-UNIVERSITAT GRAZ R\
AGE S% vetmeduni B

BIENE UNIVERSITY OF GRAZ UNI vienna &

47-60%) and SBV in123 samples (62%; confidence interval: 55-69%). CBPV and DWV A were
seldom present: CBPV in 17 samples (9%; confidence interval: 5-13%) and DWV A in two samples
(1%; confidence interval: 0-3%).

The virus titre of the positive samples varied by several decimal powers in all detected viruses. The
titre minimum ranged between 104 and 105 RNA-copies/ml homogenate, the maximum between
109 and 1012 RNA-copies/ml homogenate. The three viruses ABPV, BQCV and SBV had the
lowest titre values (Median between 105 and 106 RNA-copies/ml homogenate). With CBPV and
DWV-B higher titre values were measured (Median between 106 and 107 RNA-copies/ml
homogenate). DWV-A was detected just in two samples (values: 2x104; 4x108 RNA-copies/ml
homogenate).

The analysis of the factors province, sea level and virus symptoms in the colonies showed
significant correlations. Four viruses (ABPV, BQCV, DWV-B, SBV) were frequently present in the
eastern provinces and seldom in the provinces Tirol and Carinthia. This pattern may be correlated
with the differences in sea level between the provinces, because the prevalence of BQCV, DWV-B
and SBV was significantly increased at higher altitudes in comparison to lower altitudes. The data
showed a significant correlation between the observation of bees with deformed wings and an
elevated DWV-B titre. The CBPV-associated symptom black and shiny bees was present
significantly more often in apiaries with CBPV-positive samples.

The data of the next two project years will allow to make statements about the variance in virus
prevalence between different years. Furthermore, the available dataset will be increased by the
multi-year approach, which will increase the explanatory power regarding possible correlations
between virus titre and winter losses or virus symptoms.

The aim of Module V is to generate monoclonal antibodies for the detection of viral gene products
and for the development of enzyme linked immunosorbent assays (ELISA). The ELISA will be used
for the rapid and cost-effective detection of viral infections in honey bee colonies in the laboratory
and under field conditions. The first step of this module is the production of antigen preparations
that can be used for vaccination of experimental animals and antigen tests. The project will run for
three to four years and started as planned in May 2018. Due to the favourable project start time,
the seasonal breeding activity of our honey bees in 2018 could be used to produce authentic
antigens of different virus species through infection experiments. In this first phase of the project,
preparations of different virus species were generated and studied to determine their purity and
infectivity. Antigens of Deformed Wing Virus (DWV-A), Varroa destructor Virus (VDV/DWV-B),
Sacbrood Virus (SBV), Chronic Bee Paralysis Virus (CBPV) and Acute Bee Paralysis Virus (ABPV)
were produced. Concentrated antigen preparations have been generated by ultracentrifugation
and can be used for future screening and immune response characterization experiments. In 2019
the protein VP1 of SBV was expressed in bacteria, purified and used for the immunization of mice.
The B-lymphocytes of the mouse spleen were fused with tumor cells and the generated
hybridomas secret different monoclonal antibodies. Individual hybridoma cell clones are further
selected depending on the reactivity of the secreted IgGs. The recombinant antigens used for
immunization have already been successfully detected in ELISA by several newly generated
monoclonal antibodies. For use in diagnostic tests, antibodies must now be found that have the
highest possible specificity for SBV VP1 and are simultaneously reactive with the SBV-VP1
molecules from different strains. The project part is therefore on schedule.
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(U) Wintersterblichkeit

1.1 Zusammenfassung der Untersuchung der Wintersterblichkeit 2018/19

Im Modul U werden die Winterverluste von Bienenvdlkern erhoben und auf Risikofaktoren hin
untersucht. In Osterreich wird diese Untersuchung seit nunmehr zwolf Jahren durchgefiihrt. Die
Verlustraten der eingewinterten Vélker reichen dabei von 8,1% (Winter 2015/16) bis 28,4% (Winter
2014/15). Die 1534 Antworten betreffend 33.651 eingewinterte Bienenvolker der Untersuchung
2019 wurden auf ihre Reprasentativitat Uberpruft und Analysen zur geografischen Verteilung der
Verluste, zu den die Winterverluste begleitenden Symptomen, sowie zur Betriebsweise durch-
gefuhrt. Ein wichtiger Faktor war au3erdem die Analyse der Behandlungsmethoden, welche zur
Bekampfung von Varroa destructor eingesetzt wurden und der Einfluss dieser Methoden auf die
Wintersterblichkeit.

Die Winterverlustrate fiir ganz Osterreich lag 2018/19 bei 15,2% (95% Konfidenzintervall: 14,4-
16,1). Die Unterschiede zwischen den Verlustraten der einzelnen Bundesléander waren mit 9.9%
(im Burgenland) und 19,6% (in Wien) stark ausgepragt. Wie in den vorangegangenen Jahren
konnte ein signifikanter Einfluss der Betriebsgrof3e auf die Wintersterblichkeit nachgewiesen
werden, mit geringeren Verlusten bei gréReren Betrieben. Von hdchsten Verlusten betroffen waren
Imkereien mit weniger als 20 Volkern. Der Faktor Betriebsgrof3e ist dabei als Sammelfaktor, der
unterschiedliche Parameter wie Professionalitat, Erfahrung in der Imkerei etc. beinhaltet, zu
diskutieren. Die im Winter 2018/19 erlittenen Winterverluste liegen, verglichen mit bisherigen
Ergebnissen, im mittleren Bereich (der Mittelwert aller bisher fur Osterreich erhobenen Werte liegt
bei 16,3%).

Wie bereits aus mehreren vorangegangenen Untersuchungen bekannt, konnten auch heuer
wieder negative Effekte bei den im Vergleich zum Vorjahr haufiger aufgetretenen
Koniginnenproblemen wahrend der Saison, sowie beim Vorkommen der Trachtpflanze Mais und
Unterschieden in der BetriebsgréRe festgestellt werden. Zusatzlich konnten weitere fir die
Uberwinterung wichtige Faktoren, wie geringere Verluste bei Wanderimkereien sowie der positive
Effekt eines eigenen Wachskreislaufes, identifiziert werden. Bei der Varroabekampfung zeigte sich
ein weiteres Mal, dass biotechnische Methoden (totale Brutentnahme, Konigin kéafigen) ein
probates Mittel zur Reduktion von Vdlkerverlusten sind. Als Briicke zu den anderen Modulen sei
auf das Ergebnis signifikant hoherer Winterverluste bei Imkereien hingewiesen, die wahrend der
Saison verkrippelte Fllgel zeigten, unter anderem ein Symptom fir Virenerkrankung,
hingewiesen.

1.2 Einleitung

In den letzten Jahren hat das Thema Bienensterben weltweit immer mehr an Bedeutung
gewonnen, nicht zuletzt dadurch, dass auch die Zahl der natirlichen Bestduber wie Wildbienen,
Hummeln, Schmetterlinge und Schwebfliegen deutlich sichtbar abnimmt. Die Bedeutung der
Honigbiene — 6kologisch und 6konomisch — ist entscheidend und unumstritten. Sie bestaubt beim
Sammeln von Pollen und Nektar einerseits viele Wildpflanzen, wodurch sie erheblich zur Erhaltung
der Artenvielfalt beitrdgt, und andererseits auch viele vom Menschen genutzte Pflanzen. Aufgrund
der Starke ihrer Volker, der Zucht- und Transportméglichkeit an den Ort des gewtinschten
Bestaubungseinsatzes kann sie gezielt als Bestauber von Kulturpflanzen eingesetzt werden. Ihre
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Bestdubungsleistung ist enorm, sie wird weltweit jahrlich auf einen finanziellen Wert von 153
Milliarden Euro geschétzt (Gallai et al., 2009). Damit ist die Biene nach dem Rind und dem
Schwein das drittwichtigste Tier fur die Ernahrung des Menschen (Kearns et al., 1998).

Die grofdten Gefahren fur Bienen, Hummeln, Schmetterlinge und andere Insekten sind von
Menschen verursacht. Es wird vermutet, dass der Riickgang der natirlichen Bestauber mit dem
Verlust von Habitaten, dem Einsatz von Pestiziden, der Ausbreitung von Parasiten und
Pathogenen sowie mit Umweltverschmutzung und dem Klimawandel zusammenhangt (Biesmeijer
et al., 2006; Cameron et al., 2011; vanEngelsdorp et al., 2011; Cornman et al., 2012; Goulson,
2013; Steinhauer et al., 2014; 2018; van der Zee et al., 2014; Clermont et al., 2015a, 2015b;
Woodcock et al., 2016). Fur die 6konomisch wie auch 6kologisch so wichtige Honigbiene Apis
mellifera konnte auch der Einfluss des Menschen durch die Betriebsweise (Krankheitsprophylaxe
und -bekampfung) auf Vélkerverluste nachgewiesen werden (Jacques et al., 2017).

Generell ist das Bienensterben kein neues Phanomen, im Gegenteil, schon seit Beginn der
Bienenhaltung vor etwa 7000 Jahren in Mesopotamien gibt es Uberlieferungen von
krankheitsbedingten Voélkerverlusten (Flugel, 2015). Bereits zu dieser Zeit gab es ausfuhrlichere
Schriften, aus Griechenland und dem Romischen Reich stammend, tber die Haltung der Biene
und Vorgehensweisen bei Erkrankungen. Im deutschsprachigen Raum sind bis ins 17. Jahrhundert
keine Aufzeichnungen Uber Bienenverluste bekannt. Erst der Wunsch von Teilen der Bevolkerung,
die Bienenhaltung zu verbessern, sorgte dafir, dass Bienenkrankheiten, wie etwa die Faulbrut
oder Ruhr, dokumentiert wurden. Volkerverluste, die nicht auf Pathogene zurtickzufiihren sind,
wurden wahrend der industriellen Revolution durch die Optimierung der Beuten sowie Ziichtung
der Honigbiene weitestgehend reduziert. Dies, sowie der Fortschritt der Bakteriologie zu Beginn
des 20. Jahrhunderts und etwas spater die Mdglichkeit Viren nachzuweisen, ermdglichte erstmals
die Erforschung von Krankheitserregern, welche fur hohe Bienenverluste verantwortlich sind. Im
Laufe des 20. Jahrhunderts wurde eine Vielzahl von Massensterben von Bienenvilkern
verzeichnet, bei welchen die genaue Ursache nicht bekannt war. Als erstes grof3es Massensterben
wurde 1906 jenes auf der englischen Insel Wight (,Isle of Wight Disease®) dokumentiert (Neumann
& Carreck, 2010; Flugel, 2015).

Im letzten Jahrzehnt hatten besonders die USA immer wieder mit extremen Winterverlusten von
Bienenvolkern zu kampfen. Mehrere Jahre in Folge haben dort etwa 30% der eingewinterten
Volker nicht tberlebt (vanEngelsdorp et al., 2007, 2008, 2010, 2011; Steinhauer et al., 2014; Lee
et al., 2015). Auch Brasilien verzeichnete in den Jahren 2013-2017 sehr hohe Verlustraten, wobei
hier Pestizide als Hauptursache fiir die Verluste vermutet werden (Castilhos et al., 2019). Dennoch
haufen sich die Falle, in denen keine eindeutigen Griinde fir das Massensterben festgestellt
werden kénnen. Es wird angenommen, dass die Ursachen fiir das Bienensterben komplex sind
und dass der Ausloser fur dieses Phdnomen eine Kombination von mehreren Faktoren ist (Moritz
et al., 2010; Brodschneider & Crailsheim, 2013; Steinhauer et al., 2014). In den USA spricht man
von ,colony collapse disorder”, kurz CCD (vanEngelsdorp et al., 2009; Williams et al., 2010). Im
deutschsprachigen Raum wird CCD auch als ,Bienen-Verschwindekrankheit* bezeichnet (Flugel,
2015). Die Symptome sind: wenige adulte Bienen in den Vdlkern, verdeckelte Brut kann aber
vorhanden sein, es finden sich aber keine toten Bienen in und um die Vélker (vanEngelsdorp et al.,
2009).

Seit einigen Jahren werden auch in Europa immer wieder hohe Winterverluste von Bienenvolkern
verzeichnet (Chauzat et al. 2016). In Osterreich ist ein Massensterben von Honigbienenvélkern im
Winter mit derart hohen Verlusten von bis zu dreif3ig Prozent Giber mehrere Jahre in Folge — wie in
den USA - bislang, mit Ausnahme der Winter 2011/12 und 2014/15, nicht aufgetreten. Im
internationalen Vergleich waren die Verluste in Osterreich in den vergangenen Jahren, mit
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Ausnahme der Winter 2011/12, 2014/15 und 2016/17, gering bis durchschnittlich (van der Zee et
al., 2012, 2014; Brodschneider et al., 2016, 2018a, 2019). In den ersten vier Jahren der vom
Zoologischen Institut der Karl-Franzens-Universitat Graz durchgefiihrten Untersuchungen lagen
sie zwischen 9,3% und 16%. Verluste dieser Grolenordnung konnen durch Nachzucht im Sommer
kompensiert werden. Im Winter 2011/12 verloren die 6sterreichischen Imkerinnen jedoch 25,9%
ihrer eingewinterten Volker (Brodschneider & Crailsheim, 2013) und im Winter 2014/15 sogar
28,4% (Brodschneider et al., 2018b). Als Ursachen fir die hohe Wintersterblichkeit werden
Parasiten und Pathogene, allen voran die Milbe Varroa destructor, durch den Menschen
ausgebrachte Pestizide, mangelhafte Ernéhrung durch ein einseitiges oder zeitlich verkirztes
Trachtangebot, sowie die unzureichende Betreuung durch den Menschen, aber auch
soziobkonomische Faktoren vermutet (Genersch et al., 2010; Budge et al., 2015a, 2015b; Goulson
et al., 2015; Lee et al., 2015; Moritz & Erler, 2016; Tsvetkov et al., 2017; Woodcock et al., 2017;
Jacques et al., 2017). Weitere Griinde kénnen au3erdem Verluste von Koéniginnen, Probleme mit
Koniginnen — etwa aufgrund von Schadigungen durch Neonicotinoide (Williams et al., 2015;
Dussaubat et al., 2016; Wu-Smart & Spivak, 2016) — oder schlichtweg das Verhungern von
Volkern wahrend des Winters sein. Auch eine Rolle spielen die BetriebsgréRe der Imkerei, sprich
die Anzahl der vorhandenen Vélker und die damit einhergehende Professionalitat im
Bienenmanagement, sowie das Wandern mit Bienenstocken zu verschiedenen Trachtquellen (van
der Zee et al., 2012, 2014, Steinhauer et al., 2014; Lee et al., 2015; Gray et al., 2019). Eine
einfache, alleinige Ursache fur die Winterverluste ist sehr selten auszumachen. Vielmehr sind die
Ursachen auch in Osterreich komplex und vielfaltig und somit in ihrer Bedeutung schwer
einzuschatzen (Brodschneider et al., 2010; Moritz et al., 2010; Potts et al., 2010; Brodschneider &
Crailsheim, 2013; Staveley et al., 2014; Doke et al., 2015; Goulson et al., 2015).

Ein Parasit, welcher seit den 1980er Jahren fur Vélkerverluste in Osterreich und Deutschland
verantwortlich gemacht wird ist die aus Asien eingeschleppte, ektoparasitische Milbe Varroa
destructor (Rosenkranz et al., 2010; Genersch et al., 2010, Morawetz et al., 2019). Die Analyse der
von den Imkerinnen durchgefiihrten Behandlungen gegen diesen Risikofaktor ist daher von groRRer
Bedeutung um Verluste zu reduzieren. Urspringlich war nur die 6stliche Honigbiene Apis cerana
von diesem Parasiten befallen. Heute ist die Varroamilbe beinahe weltweit — mit Ausnahme einiger
Gebiete im Norden Europas und einigen Inseln — verbreitet (Dahle, 2010; Brodschneider &
Crailsheim, 2011). Apis mellifera hat mit dem urspriinglichen Wirt Apis cerana nur das aggressive
Verhalten als Abwehrstrategie gegeniiber dem Parasiten gemein, wenngleich das bei der
westlichen Honigbiene Apis mellifera geringer ausgepragt ist. Unterschiede zwischen den beiden
Arten zeigen sich etwa im Hygieneverhalten und bei Apis cerana der weitgehenden Limitierung
des Befalls auf Drohnenbrut (Rosenkranz et al., 2010).

Die Vermehrung von Varroa destructor findet in verdeckelten Drohnen- und Arbeiterinnenbrut-
zellen statt. Als Nahrung der Milbe dient die Hamolymphe und der Fettkorper der Larven und
adulten Bienen. Nach dem Schlupf der Biene betreibt die Milbe Phoresie. Das bedeutet, dass
Varroa destructor die adulte Biene als Transportmittel benutzt, um in neue Brutzellen oder gar
entfernt liegende Bienenvélker zu gelangen. Die Parasitierung der Brut fihrt unter anderem zu
einem Gewichtsverlust, welcher sich auf den spateren Paarungserfolg von Drohnen auswirkt,
auRerdem kann sich die Lebensspanne von Arbeiterinnen verkirzen. Der Befall von Sammlerin-
nen beeinflusst das Lernvermégen und das Heimflug-Verhalten (Kralj & Fuchs, 2006; Kralj et al.,
2006; Rosenkranz et al., 2010). Die betroffenen Bienen leiden zudem unter Orientierungsschwie-
rigkeiten, was moglicherweise der Verbreitung der Milbe dient. Zudem wird der Aufbau wichtiger
Proteinreserven, die fiir den Uberwinterungserfolg entscheidend sind, erschwert (Amdam et al.,
2004). Durch die Parasitierung mit der Varroamilbe wird durch eine Immunsuppression die

Vermehrung von Viren bei Sekundarinfektionen erleichtert. Am besten bekannt ist die durch
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Varroose begtnstigte Infektion mit dem Deformed Wing Virus (DWV, Flugeldeformationsvirus),
welche sich durch die stark verkiimmerten Fligel und verkirzten Abdomina (Hinterleibe) der
Bienen auszeichnet (Rosenkranz et al., 2010). Bienenvoélker, in denen dieses Virus nachgewiesen
wurde, waren schwacher, das heil3t sie hatten weniger mit Bienen besetzte Waben und Brut als
nicht befallene Vélker (Budge et al., 2015a). Mit DWYV infizierte adulte Bienen zeigen eine
verkurzte Lebensspanne, ein jingeres Sammelalter und eine verkirzte Sammelzeitspanne
(Benaets et al., 2017), aber auch die Ubertragung anderer Viren steht in Zusammenhang mit der
Varroamilbe (Traynor et al., 2016). Ein hoher Parasitierungsgrad durch Varroa destructor im Monat
September hat neben anderen Faktoren wie dem Alter der Kéniginnen, dem Erfahrungsgrad der
Imkerlnnen, der Starke der Volker im September, einen grof3en Einfluss auf das Ausmalf3 der
Winterverluste (Morawetz et al., 2019).

Fehlende oder mangelhaft vom Imker durchgefiihrte Behandlung gegen Varroa destructor fuhrt
zumeist zu einer Schwachung oder sogar zum Verlust des Volkes innerhalb von zwei bis drei
Jahren (Rosenkranz et al., 2010). Die Bek&mpfung des Parasiten basiert entweder auf biotech-
nischen MalRBhahmen (zum Beispiel Enthnahme von verdeckelter Drohnen- oder Arbeiterinnenbrut,
Bannwabenverfahren, Brutunterbrechung), Einsatz zugelassener Tierarzneimittel auf Basis organi-
scher Sauren (Ameisen-, Oxal-, Milchsaure), atherischer Ole (Thymol, Eucalyptol, Menthol, Kamp-
fer) und Acariziden aus verschiedenen Wirkstoffgruppen. Je nach chemischen Eigenschaften der
eingesetzten Stoffe (fett- bzw. wasserloslicher Wirkstoff) kann es dabei zu einer ungewollten
Ansammlung der Stoffe in Honig und Wachs, bis hin zur Beeinflussung der Gesundheit des Volkes
kommen (Rosenkranz et al., 2010). Entscheidend fir den Erfolg der Behandlung ist der Zustand
des Volkes (mit bzw. ohne verdeckelte Brut), die Art und der Zeitpunkt der jeweiligen Varroabe-
handlung (Brodschneider & Crailsheim, 2013; van der Zee et al., 2014).

Neben der Varroamilbe existieren in Osterreich noch andere Schadlinge, die der Gesundheit der
Volker zusetzen. Zu erwahnen ist unter anderem das Mikrosporidium Nosema spp., das in den
Arten N. ceranae und N. apis in Osterreich nachgewiesen wurde. Dieser Einzeller befallt die
Epithelzellen des Mitteldarms adulter Tiere und wirkt dort als intrazellularer Parasit, der Dysenterie,
eine Entziindung des Darms mit einhergehender Diarrh¢, auslost. Die durch Nosema spp. ausge-
I0ste Krankheit wird als Nosemose bezeichnet. Weitere Bedrohungen sind Bakterien, die Ameri-
kanische Faulbrut (Paenibacillus larvae) oder Européaische Faulbrut (Melissococcus plutonius)
ausldsen, Pilze (Ascosphaera apis, Aspergillus flavus), Amdben (Malpighamoeba mellificae),
weitere Arthropoden wie die Tracheenmilbe (Acarapis woodi) und in geringem Ausmalf Innen-
schadlinge wie zum Beispiel die Grol3e und Kleine Wachsmotte oder der Totenkopfschwarmer
(Brodschneider & Crailsheim, 2011).

Der Mensch foérdert durch die rAumliche Nahe vieler Bienenvdlker an einem Bienenstand die
horizontale Verbreitung der Krankheitserreger (Seeley & Smith, 2015; DeGrandi-Hoffman et al.,
2017). Die Verbreitung von Krankheiten kann aber nicht nur durch eine hohe Volkerdichte an
einem Standort, sondern auch durch Handel und Wanderimkerei Uber weite Entfernungen
stattfinden. Internationale Untersuchungen von van der Zee et al. (2012, 2014) sowie Ergebnisse
aus den USA (Steinhauer et al., 2014; Lee et al., 2015) zeigen, dass groRere Betriebe in manchen
Jahren sogar geringere Winterverluste als kleinere Betriebe verzeichneten, was neben der hohen
Volkerdichte auch auf andere Faktoren bei der Verbreitung schliel3en Iasst. Auch eine vertikale
Erregeriibertragung mancher Krankheiten tber Ei- oder Samenzellen ist moglich (Peng et al.,
2015; Yue et al., 2007).

Immer mehr Studien widmen sich der Erforschung der synergistischen Wirkung verschiedener
Stressfaktoren. Untersuchungen von Pettis et al. (2012), Di Prisco et al. (2013) sowie von Alburaki
et al. (2016) machen auf die Zusammenhange zwischen dem subletalen Einfluss von Pestiziden
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und gesteigertem Pathogenbefall bei Honigbienen aufmerksam. Zum Beispiel verursacht das
Neonicotinoid Clothianidin eine Schwachung des Immunsystems, und damit eine starkere Infektion
mit dem Fligeldeformationsvirus (Di Prisco et al., 2013). Auch die Kombination von
Neonicotinoiden und der Varroamilbe resultieren in hoheren Verlustraten, insbesondere bei den
langlebigen Winterbienen (Straub et al., 2019). Pettis et al. (2012) stellte zudem eine héhere
Anzahl von Nosema spp.-Sporen unter dem Einfluss von Imidacloprid fest, ein Hinweis fir eine
gesteigerte Anfalligkeit fur den Darmparasit Nosema spp. Erst kirzlich konnte gezeigt werden,
dass Larven, die mit Amerikanischer Faulbrut infiziert und gleichzeitig subletalen Dosen bestimm-
ter Pestizide ausgesetzt waren, eine signifikant héhere Mortalitat aufwiesen als Larven die nur
einem dieser beiden Stressoren ausgesetzt waren (Hernandez Lépez et al., 2017). Die Ergebnisse
dieser Studien unterstiitzen somit die Annahme multifaktorieller Ursachen hoher Winterverlust-
raten. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass sich die Aufsummierung mehrerer Risikofaktoren,
wie zum Beispiel Krankheitserreger, Mangelernahrung und Pestizidkontamination, starker als ein
Faktor allein, und auch die Summe der einzelnen Schadigungen auf den Uberwinterungserfolg
auswirken kann (Goulson et al., 2015; Barroso-Arevalo et al., 2019). Eine gezielte Einleitung von
Gegenmafinahmen wird dadurch erschwert (Brodschneider & Crailsheim, 2013).

Die Dokumentation der Winterverluste ist aus mehreren Griinden sehr wichtig: einerseits wegen
der bereits erwahnten 6konomischen und 6kologischen Bedeutung der Honigbiene und
andererseits, um die Ursachen zu ergriinden und entsprechend darauf reagieren zu kénnen. Die
Erhebung der Winterverluste in Osterreich erfolgte seit 2008 durch das Institut fiir Biologie
(vormals: Zoologie) der Karl-Franzens-Universitat Graz im Rahmen des Forschungsnetzwerkes
COLOSS (prevention of honey bee COlony LOSSes; Brodschneider et al., 2010; Brodschneider &
Crailsheim, 2013). Seit der Uberwinterungsperiode 2013/14 erfolgen diese Erhebungen im
Rahmen des Projektes ,Zukunft Biene* unter Einhaltung der von COLOSS etablierten und immer
weiter angepassten Standards. Die Befragung erfolgte anhand des im Rahmen von COLOSS
erarbeiteten Fragebogens: Imkerinnen in ganz Osterreich werden auf freiwilliger Basis und auf
Wunsch auch anonym zur Zahl ihrer eingewinterten Volker, deren Standort sowie zum
Voélkerverlust befragt. Zudem werden auch Fragen zur Betriebsweise, Behandlung der Voélker
gegen die Varroamilbe und zu dkologischen Faktoren (etwa zum Trachtangebot) gestellt. Diese
standardisierte Vorgehensweise, auch als Citizen Science oder Birgerbeteiligung bezeichnet,
erlaubt die Gewinnung grof3er Datensatze Uber das Bienensterben im Winter und ermdglicht
zusatzlich zur Analyse der Winterverluste in Osterreich auch internationale Vergleiche
(Brodschneider et al. 2016, 2018a, 2019). Die Befragung der Imkerinnen stellt aber nur eine der im
Rahmen von ,Zukunft Biene* getatigten MalRnahmen dar. In weiteren Untersuchungen im Rahmen
von ,Zukunft Biene“ wurden ausgewahlte Volker auch Inspektionen durch geschulte Experten
unterzogen und aufwandige Untersuchungen von Probenmaterial durchgefiihrt. Die Umfragen
bilden eine wichtige Datenbasis fur vertiefende Untersuchungen und sind somit, gemeinsam mit
weiteren Untersuchungen (zum Beispiel gezielte Probenahmen im Teilprojekt ,Virenmonitoring®),
der Grundstock im Kampf gegen hohe Winterverlustraten (van der Zee et al., 2015).
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1.3 Methodik und Ergebnisse
1.3.1 Datenerhebung

Die Erhebungen der Winterverluste von Bienenvolkern in Osterreich wurden zwischen Februar und
Mai 2018 mittels eines von COLOSS festgelegten Fragenbogens durchgefiihrt. Der Fragebogen,
der auch Fragen zur Betriebsweise inkludiert, ist so aufgebaut, dass ein breites Spektrum an
Informationen mit einem fir die Imkerinnen relativ geringen zeitlichen Aufwand abgefragt wird. Es
werden aul3erdem von jeder Imkerei nur einfach festzustellende Fakten abgefragt, die ohne
technische Hilfsmittel beantwortet werden kdnnen. Aus dem Fragebogen kdnnen die Winter-
verlustrate und mdgliche, damit in Zusammenhang stehende, Risikofaktoren ermittelt werden.

Die Teilnahme kann entweder anonym oder nicht-anonym, durch Hinterlassen von Kontaktdaten,
erfolgen. Die Papierfragebdgen werden per Post an Imkervereine versendet, bei Veranstaltungen
verteilt, die Umfrage ist online auf www.bienenstand.at verfugbar sowie, in einer Kurzversion, in
der April-Ausgabe der Zeitschrift ,Biene Aktuell verdffentlicht.

Die im Fragebogen gestellten Fragen beziehen sich auf Standort und GréRRe der Imkerei, die
Anzahl der verlorenen Vélker, sowie auch den mdglichen Transport der Volker, die Betriebsweise,
bestimmte Nahrungsquellen der Bienen und auch die Behandlung gegen die Varroamilbe.

Bei Winterverlusten wurde zwischen Volkerverlusten und Vélkern mit Kéniginnen-Problemen
unterschieden. Fur die Gesamtverlustrate wurden beide addiert. Des weiteren wurden auch in
Bezug auf die verlorenen Volker leicht erkennbare Symptome abgefragt. Dabei konnten die
Imkerlnnen berichten, ob sie viele tote Bienen im oder vor dem Volk hatten, ob sie keine oder nur
wenige tote Bienen im oder vor dem Volk hatten, ob tote Bienen in Zellen gefunden wurden, ob die
Bienen kein Futter im Stock hatten (verhungert sind), verhungert sind, obwohl genug Futter im Volk
war (Futterabriss), ob sie keines der oben genannten oder unbekannte Symptome hatten und
letztlich ob sie, unabhéangig vom Schadbild, aufgrund von Elementarschaden (Flut, Vandalismus,
Specht, etc.) Volker verloren hatten. Bei der Umfrage 2017/18 wurden die Teilnehmerlnnen
aulerdem zum Auftreten von verkrippelten Fligeln befragt, einem mdglichen Hinweis auf eine
Infektion mit dem Fliigeldeformationsvirus (DWV).

Da es zwei Versionen von Fragebdgen gab, wurden bei der langeren Version noch Fragen zur
Erneuerung der Waben und zum Alter der Kéniginnen gestellt bzw. wollten wir wissen, welche
Auswirkungen das nach Einschéatzung der Imkerinnen auf die Vdlkerverluste hatte. Zur Auswahl
standen folgende Antwortmdglichkeiten: gleich, besser, schlechter oder weil3 nicht. Zusatzliche
Fragen bezogen sich auf Trachtquellen und die Varroabehandlung.

Unser Ziel war es, so viele Daten wie mdglich zu sammeln und eine gute Reprasentation der
Situation in Osterreich zu bekommen. Alle beteiligten Imkerinnen haben an der Umfrage freiwillig
teilgenommen. Eine Verpflichtung bestand lediglich fiir jene Imkereien, die (freiwillig) am Osterrei-
chischen Bienengesundheitsprogramm (OBGP) teilnahmen. Alle Imkereien unabhangig von der
Grol3e ihrer Betriebe konnten mitmachen.

In die Auswertung wurden nur jene Fragebdgen aufgenommen, aus denen die Winterverlustrate
berechnet werden konnte. Fehlerhafte oder unvollstédndige Fragebdgen wurden nicht ausgewertet.
Dazu zahlten beispielsweise Fragebdgen, wo Angaben zum Standort fehlten und/oder keine
Angaben Uber die Zahl der eingewinterten oder Uberlebenden Vélker gemacht wurden. Wenn eine
Kontaktmaoglichkeit angegeben wurde, wurde diese zur Nachfrage verwendet um fehlende oder
fehlerhafte Daten zu korrigieren. Offensichtliche Duplikate wurden nach eingehender Prifung
ebenfalls entfernt.
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1.3.2 Statistik

Alle Antworten wurden in einer Excel-Datenbank zusammengefiihrt, um die Auswertung der ge-
samten Daten, das heif3t sowohl jener aus den Online-Fragebdgen als auch der von den Papier-
fragebdgen, durchflihren zu kdnnen. Die statistische Analyse wurde mit dem Programm ,R* durch-
gefuhrt (R Development Core Team, 2017). Berechnet wurde die Verlustrate sowie das 95%-
Konfidenzintervall, in welchem der Standardfehler aus den Intercept des Null-Modells
bericksichtigt wird, nach wissenschatftlich etablierten Methoden (vanEngelsdorp et al., 2013; van
der Zee et al., 2013). Das Berechnungswerkzeug wurde auch online zuganglich gemacht:
http://bienenstand.at/uncategorized/confidence/.

Kommt es beim Vergleich zweier oder mehrerer Gruppen zu keiner Uberlappung der Konfidenz-
intervalle, so unterscheiden sich diese Gruppen signifikant voneinander. Auf weitere grafische
Hinweise signifikanter Unterschiede wird in den gezeigten Grafiken aus diesem Grund verzichtet,
in der Bildunterschrift wird auf das Vorhandensein oder Fehlen signifikanter Unterschiede
hingewiesen.

1.4 Ergebnisse
1.4.1 Beteiligung

Bei der Erhebung der Winterverluste 2018/19 haben wir von 1534 Imkereien Datensatze betref-
fend 33.651 eingewinterten Bienenvdlkern erhalten. Prozentuell betrachtet erreicht die Beteiligung
Osterreichischer Imkereibetriebe dabei einen Wert von 5,2%. Diese gaben Ruckmeldung tber 9%
aller in Osterreich gehaltenen Bienenvoélker. In der nachstehenden Tabelle 1.1 werden auch die
Riuckmeldungen der vorangegangenen Winter dargestellt. Die Grundlage fir die Berechnung der
Riickmeldungen (in %) bilden die Angaben der ,Biene Osterreich“ (Tabelle 1.1).

Die Teilnahme war online, mittels Papierfragebogen oder mittels Kurzfragebogen in der Zeitschrift
.Biene Aktuell moglich. Tabelle 1.2 zeigt, wie viele Imkerinnen sich von 2013/14 bis 2018/19
online, auf Papier oder Uber die Zeitschrift an unserer Untersuchung beteiligt haben. Von den
2018/19 insgesamt 1534 Imkereien haben 549 anonym teilgenommen und 985 haben eine
Kontaktadresse, E-Mail oder Telefonnummer hinterlassen.

Tabelle 1.1: Beteiligungsrate der dsterreichischen Imkereien an unserer Untersuchung.

Anzahl Anzahl Beteiligungsrate Anzah| Anzahl Rickmeldun
Jahr Imkereien | teilnehmende gung Volker eingewinterte . 9
. ; Imkereien [%)] N . Volker [%]
gesamt Imkereien gesamt Volker
2013/14 25.492 1023 4,0 382.638 18.794 4,9
2014/15 25.277 1259 5,0 376.121 22.882 6,1
2015/16 26.063 1289 4,9 347.128 23.418 6,7
2016/17 26.609 1656 6,2 354.080 43.852 12,4
2017/18 27.580 1391 5,0 353.267 28.373 8,0
2018/19 29.745 1534 5,2 372.889 33.651 9,0

* Die in den Spalten ,Anzahl Imkereien“ und ,Anzahl Vélker“ angefiihrten Zahlen beziehen sich auf
Imkereien und Bienenvélker in Osterreich und beruhen auf Angaben der ,Biene Osterreich®. Diese Zahlen
bilden die Grundlage fiir die Berechnung der Riickmeldungen.
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1.4.2 Repréasentativitat

1.4.2.1 Anonyme Teilnahme versus nicht anonyme Teilnahme

Im Untersuchungsjahr 2018/19 haben 64,2% der Teilnehmerinnen eine Kontaktmaoglichkeit
hinterlassen, wo hingegen 35,8% der teilnehmenden Imkereien die Moglichkeit der anonymen
Teilnahme an der Umfrage bevorzugt haben. Beim Vergleich der Verlustrate zwischen anonymen
und nicht-anonymen Teilnehmern konnte in diesem Jahr ein signifikanter Unterschied festgestellt
werden (Abbildung 1.1). Die Gruppe der anonymen Teilnehmer hatte im Untersuchungsjahr
2018/2019 signifikant hdhere Verluste zu verzeichnen.

Anonymitat 2019

25
— T
S 20 T
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i :
‘_3 10 —
> s —

n=549 n=985
0 \

Anonyme Teilnahme Nicht-Anonyme

Teilnahme

Abbildung 1.1: H6he der Winterverluste 2018/19 anonymer Teilnehmerlnnen und nicht-anonymer
Teilnehmerlnnen in Prozent (x95%CI). Im Vergleich hatten anonyme Teilnehmerinnen signifikant héhere
Verlustraten als nicht-anonyme Teilnehmerinnen (anonyme Teilnehmerinnen 19,4%, Konfidenzintervall:
17,8-21,2%; nicht-anonyme Teilnehmerinnen 13,4%, Konfidenzintervall: 12,5-14,4%).

1.4.2.2 Online-Antworten versus Papierfragebogen-Antworten

Wie auch in den vergangenen Jahren, hatten die Teilnehmerlnnen die Méglichkeit, sowohl online
als auch Uber Papier (inklusive Zeitschrift) mitzumachen. Die meisten Antworten erreichten uns
online (Tabelle 1.2). In diesem Winter, wie in den meisten zuvor, besteht kein signifikanter
Unterschied in der Verlustrate zwischen der durch Online-Teilnahme und der Papier-Teilnahme
erhobenen Daten (Abbildung 1.2).

Tabelle 1.2: Art der Teilnahme an der Erhebung der Winterverluste von 2013/14 bis 2018/19 (Anzahl
Teilnehmerinnen (%)).

2013/14 2014/15 2015/16 2016/17 2017/18 2018/19
Summe 1023 1259 1289 1656 1391 1534
Papier 318 (31,1%) | 249 (19,8%) | 290 (22,5%) | 332 (20,0%) | 238 (17,1%) | 93 (6,1%)

Zeitschrift | 26 (2,5%) 63 (5,0%) 55 (4,3%) 56 (3,4%) 52 (3,7%) 63 (4,1%)
Internet | 679 (66,4%) | 947 (75,2%) | 944 (73,2%) | 1268 (76,6%) | 1101 (79,2%) | 1378 (89,8%)
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Online vs. Papier 2019
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Abbildung 1.2: Hohe der Winterverluste 2018/19 der Online-Teilnehmerinnen und der Teilnehmerinnen per
Papierfragebogen in Prozent (x95%ClI). Es besteht kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden
Gruppen (Online-Teilnahme 15,4%, Konfidenzintervall: 14,5-16,3%; Papier-Teilnahme 13,5%,
Konfidenzintervall: 10,9-16,6%).

1.4.2.3 BetriebsgrofRe

Fur das Jahr 2018/19 liegt die durchschnittliche Anzahl der eingewinterten Bienenvélker aller
teilnehmenden Imkereien bei 21,9. Das ist etwas mehr als der Osterreichweit erwartete Mittelwert,
was durch die Teilnahme von 26 grof3en Imkereien mit jeweils Uber 150 eingewinterten Volkern
zustande kommt. Der Median der eingewinterten Vélkerzahlen liegt jedoch bei 10 eingewinterten
Vaélkern, was der Osterreichischen Imkerei-Demographie entspricht. Die Verteilung der Gré3en der
teilnehmenden Betriebe ist in Abbildung 1.3 grafisch dargestellt.
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Abbildung 1.3: Betriebsgro3e der teilnehmenden Imkereien 2018/19
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1.4.2.4 Geografische Herkunft

Abbildung 1.4 zeigt die geografische Herkunft der Teilnehmerinnen unserer Erhebung fir den
Winter 2018/19. Rickmeldungen mit derselben Postleitzahl sind als je ein Punkt dargestellt.

Abbildung 1.4: Geografische Herkunft der an der Untersuchung der Winterverluste teilnehmenden
Imkereien 2018/19.

1.4.2.5 Bienenstandort

Des Weiteren wurden die Teilnehmerinnen in unserer Erhebung gefragt, ob sich all ihre
Bienenvolker innerhalb eines 15 km-Radius zum angegebenen Winterstandort befinden. Diese
Information ist wichtig fur weitere standortbezogene Auswertungen, in denen mégliche
Zusammenhénge zwischen den Winterverlusten und dem Wetter, der Landnutzung sowie der
Seehdhe néher betrachtet werden kénnen.

In diesem Untersuchungsjahr gaben 88,2% der Teilnehmerinnen an, dass sich all ihre
Bienenvolker innerhalb 15 km des angegebenen Winterstandortes befanden. 10,8% gaben an
diesen Radius zu Uberschreiten. Nur 1% der eingelangten Antworten entfielen auf die Kategorie
Lunsicher oder enthielten keine derartige Information.

1.4.3 Verlustrate in Osterreich, den Bundeslandern und den Bezirken
1.4.3.1 Osterreich

Die teilnehmenden 1534 Imkereien haben im Untersuchungsjahr 2018/19 33.651 Vdlker einge-
wintert. Seit Beginn der Erhebung schwanken die Winterverlustraten jahrlich. Die Verlustrate aus
dem Winter 2015/16 stellt mit 8,1% die niedrigste, jene aus dem Winter 2014/15 mit 28,4% die
hdchste seit Beginn der Erhebungen von Winterverlusten im Jahr 2007/08 dar. Die Winterverluste
von Bienenvdlkern tUber den Winter 2018/19 betrugen 15,2%. In Abbildung 1.5 werden, neben der
im Untersuchungsjahr 2018/19 gemessenen Verlustrate, auch die in den Jahren davor erhobenen
Werte zum Vergleich dargestellt.
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Abbildung 1.5: Hohe der Winterverluste in Osterreich von 2007/08 bis 2018/19 in Prozent (+95%Cl).
n=16.217, 18.141, 7.676, 13.179, 32.471, 19.406, 18.794, 22.882, 23.418, 43.852, 28.373 und 33.651
eingewinterte Bienenvdlker.

1.4.3.1.1 Populationsdynamik in Osterreich

Die Berechnungen zur Populationsdynamik basieren auf den Angaben jener Imkereien, die auch
die Anzahl ihrer Volker im Frihjahr des Einwinterungsjahres bekannt gegeben haben
(Subpopulation). Mit Hilfe dieser Information konnte die Netto-Anderung der Population bis zum
Herbst desselben Jahres (Einwinterungsvolker) berechnet werden. Die Zahl an Bienenvolkern im
Frihjahr des Auswinterungsjahres konnte aus der Differenz zwischen eingewinterten und der im
Winter verlorenen Volker berechnet werden. Dies beriicksichtigt aber nicht etwaige im Winter
zugekaufte oder verkaufte Volker, sowie die Netto-Anderung tiber den Sommer. Die Informationen
zur Anzahl der Volker im Fruhjahr, eingewinterten Volkern und zum Volkerverlust Giber den Winter
des jeweiligen Jahres ermdglichten eine grafische Darstellung der Populationsdynamik
Osterreichischer Bienenvolker vom Frihjahr 2013 bis zum Frihjahr 2019 (Abbildung 1.6).
Ausgehend von der Volkeranzahl im Fruhjahr des Einwinterungsjahres stieg die Zahl an
Bienenvolkern durch Vermehrung und Zukéufe jeweils bis zum Herbst an (Tabelle 1.3,
,Vermehrung tiber den Sommer [%]*). Die prozentuelle Anderung der Anzahl der Bienenvolker
vom Fruhjahr des Auswinterungsjahres zum Frihjahr des Einwinterungsjahres ist in Tabelle 1.3
(»Vergleich Fruhjahr-Fruhjahr [%]“) zu finden. Allgemein zeigt sich, dass die Vermehrung im
Sommer manchmal eine konstante, manchmal sogar eine wachsende Bienenpopulation ermdglicht
(Abbildung 1.6). Welche Netto-Zuwachsrate erforderlich ware, um nach dem Winter wieder auf den
Stand der Bienenpopulation im Herbst des Einwinterungsjahres zu kommen, ist unter ,Frihjahres-
Herbst-Schatzung [%]* ersichtlich. Die tatsachliche Netto-Vermehrung tber den Sommer liegt fur
das Untersuchungsjahr 2018/19 deutlich Uber der Schatzung des letzten Jahres, in der berechnet
worden war, welche Netto-Zuwachsrate erforderlich gewesen ware, um eine konstante Population
zu ermoglichen.
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Tabelle 1.3: Populationsdynamik der Subpopulation (Imkereien mit vollstindigen Angaben) untersuchter
Osterreichischer Bienenvdlker vom Frihjahr 2013 bis zum Fruhjahr 2019. Teilnehmende Imkereien mit

vollstdndigen Angaben; Verlustrate dieser Untergruppe; Anzahl an Bienenvdlkern im Frihjahr des

Einwinterungsjahres, Herbst und Friihjahr des Auswinterungsjahres; Zuwachsrate Uber den Sommer;
Frihjahres-Fruhjahres-Vergleich und Friihjahres-Herbst-Schatzung.

2013/14 | 2014/15 2015/16 2016/17 2017/18 2018/19
Imkereien 973 1.188 1.195 1537 1.285 1.465
Verlustrate der 12,9 28,6 7.9 225 11,6 15,3
Untergruppe [%)]
Fruhjahr des
Einwinterungs- | 14.319 17.355 15.102 27.695 18.983 24747
jahres
Herbst (Zahl | 7 816 21.616 21.800 40.141 25.670 31.036
Volker)
Frahjahr (Zahl | 5 518 15.437 20.070 31.108 22.695 26.277
Volker)
Vermehrung
tiber den 24,4 24,6 44,4 44,9 35,2 25,4
Sommer [%]
Vergleich
Friihjahr- 8,4 11,1 32,9 12,3 19,6 6.2
Frihjahr [%]
Frahjahr-Herbst-
Sehateung %] 14,8 40,0 8,6 29,0 13,1 18,1

250

50

Entwicklung Volkerzahl (basierend
auf 100 Volkern am Beginn)

2013

Populationsdynamik 2013-2019

2014

2015

2016

2017

Frihling Herbst Frihling Herbst Frihling Herbst Frihling Herbst Frihling Herbst Friihling Herbst Friihling

2018 2019

Abbildung 1.6: Veranschaulichte Populationsdynamik von Bienenvélkern der Teilnehmer in Osterreich vom
Frihjahr 2013 bis zum Frihjahr 2019 basierend auf Winterverlusten und Vermehrung Uber den Sommer aus

Tabelle 1.3 Diese theoretische Entwicklung der Volkeranzahl basiert auf 100 Vélkern zu Beginn.
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Die Winterverlustrate fur ganz Osterreich lag 2018/19 bei 15,2%. Zwischen den Bundeslandern
sind die Vdélkerverluste jedoch nicht gleichmalRiig verteilt. Die Tabelle 1.4 zeigt die Anzahl der
teilnehmenden Betriebe, die Anzahl der eingewinterten Volker, die Anzahl der verlorenen Volker,
Winterverluste aufgrund von Kéniginnen-Problemen und die Verlustrate in Summe und Prozent
(inklusive 95% Konfidenzintervall) fir Osterreich und die Bundeslander. Einen Uberblick tiber die
Winterverluste in ganz Osterreich sowie in den Bundeslandern fir einen Untersuchungszeitraum
von 6 Jahren, bietet die Tabelle 1.5. Grafisch dargestellt werden die Verlustraten fiir Osterreich
und die Bundeslander in Abbildung 1.7.

Tabelle 1.4: Teilnehmende Imkereibetriebe, eingewinterte Volker und Verlustraten von Bienenvdlkern im
Winter 2018/19 fiir Osterreich und pro Bundesland. In dieser Tabelle wird der Vélkerverlust durch ,Elemen-
tarschaden (Flut, Vandalismus, etc.) nicht beriicksichtigt.

Teilnehmende Volker Tote VO.I.kPTr\.’eHUSt Summe | Verlust K_onf|denz-
Land . . ) .. (Kéniginnen- intervall
Imkereien eingewintert | Volker Verlust [%0]
Probleme) [%0]
Osterreich 1534 33651 3823 1304 5127 15.2 14,4-16,1
Burgenland 35 759 49 26 75 9.9 6,9-13,9
Karnten 147 3784 311 126 437 115 9,4-14,0
Niederdsterreich 387 9486 1149 459 1608 17.0 15,3-18,7
Oberdsterreich 276 5951 812 232 1044 175 15,5-19,8
Salzburg 74 1586 203 54 257 16.2 11,7-22,0
Steiermark 218 5706 554 188 742 13.0 11,0-15,3
Tirol 141 2963 245 93 338 11.4 9,3-14,0
Vorarlberg 178 2333 341 73 414 17.7 15,0-20,8
Wien 78 1083 159 53 212 19.6 14,9-25,3
Winterverluste von Bienenvdlkern 2018/2019
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Abbildung 1.7: Hohe der Winterverluste 2018/19 fiir Osterreich und die Bundeslander in Prozent (+95%Cl).
Die jeweilige Anzahl der teilnehmenden Imkereien kann aus der Tabelle 1.4 enthommen werden.
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Tabelle 1.5: Vergleich der Winterverlustraten (x95% Konfidenzintervall) von 2013/14 bis 2018/19
fur Osterreich sowie die einzelnen Bundeslander.

Verlust %
Land (Konfidenzintervall [%])
2013/14 2014/15 2015/16 2016/17 2017/18 2018/19
. . 12,8 28,4 8,1 23,0 11,8 15,2
Osterreich
(11,7-14,0) (27,0-29,9) (7,4-8,8) | (22,1-24,0) | (11,1-12,5) | (14,4-16,1)
32,9 40,4 11,0 20,2 7,9 9,9
Burgenland
(15,1-57,5) | (33,5-47,6) | (6,7-17,6) | (15,2-26,4) | (4,8-12,7) | (6,9-13,9)
9,9 30,6 6,6 21,9 14,5 11,5
Kéarnten
(7,8-12,5) | (27,0-34,5) (5,4-7,9) (18,6-25,6) | (10,5-15,7) | (9,4-14,1)
_ , 15,4 27,8 11,5 24,2 12,3 17,0
Niederosterreich
(13,6-17,4) | (25,2-30,6) | (9,8-13,5) | (22,8-25,7) | (12,5-15,2) | (15,3-18,7)
_ 9,9 25,2 6.8 18,9 9,9 17,5
Oberdsterreich
(7,6-12,8) (21,6-29,2) (5,5-8,4) | (16,7-21,4) | (10,1-13,1) | (15,5-19,8)
18,6 33,6 6,1 16,8 10,8 16,2
Salzburg
(13,5-25,1) | (27,3-40,5) (4,1-9,1) | (12,3-22,6) | (9,1-17,5) | (11,7-22,2)
) 8,5 22,5 8,7 19,3 8,2 13,0
Steiermark
(6,7-10,7) (19,4-25,8) | (7,0-10,6) | (17,0-21,9) | (7.3-10,3) | (11,0-15,3)
Tirol 12,9 26,7 51 251 12,0 11,4
iro
(9,0-18,1) (21,6-32,4) | (3,7-6,9) | (20,6-30,3) | (9,0-14,6) | (9,3-14,0)
18,1 28,0 5,8 33,8 10,1 17,7
Vorarlberg
(12,1-26,2) | (22,3-34,4) (3,7-9,1) | (29,5-38,3) | (8,1-12,5) | (15,0-20,8)
Wi 19,2 52,6 11,5 24,8 14,4 19,6
ien
(12,7-27,9) | (44,9-60,2) | (7,2-17,8) | (20,2-30,0) | (9,3-16,0) | (14,9-25,3)
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1.4.3.3 Ausgewahlte Bezirke

Die Verlustraten, Anzahl der teilnehmenden Imkereien und Anzahl der eingewinterten Vélker sind
in Tabelle 1.6 aufgelistet. Die Ergebnisse der vorangegangenen Untersuchungsjahre seien hier
zum Vergleich ebenfalls dargestellt. Aus Grinden des Datenschutzes und der Reprasentativitat
werden nur jene Bezirke aufgelistet, bei denen mindestens Daten von funf Imkereien zur
Verfiigung stehen.

Tabelle 1.6: Jahresvergleich der Verlustraten in den Bezirken. Verlustrate in % (Teilnehmerinnen;
eingewinterte Volker). -: weniger als funf Teilnehmerinnen; *: Bezirksfusionen in der Steiermark 2013 (Bruck
und Mirzzuschlag - Bruck-Mirzzuschlag, Furstenfeld und Hartberg - Hartberg-Furstenfeld, Feldbach und
Radkersburg - Sudoststeiermark); **: Bezirksauflésung Wien-Umgebung 2017.

Bezirk 2013/14 2014/15 2015/16 2016/17 2017/18 2018/19
Burgenland /
Eisenstadt j ) ) j j j
Burgenland /
Eisenstadt- - ?2136070? - - - -
Umgebung '
Burgenland / 42,24% 31,46%
Giissing i (13; 161) ) (6; 89) i i
Burgenland / 42.71% 23,53%
Jennersdorf ) (8; 96) (5; 85) ) ) )
Burgenland / 28,93% 9,49% 16,30%
Mattersburg i ) ) (9; 121) (8; 137) (8; 135)
Burgenland / 24,72% 3,55% 12,22% 6,45% 8,16%
Neusiedl am See i (7, 178) (5; 169) (8;311) (5; 62) (7, 147)
Burgenland / 53, 72% (12; 20,51% 20,95% 5,00%
Oberpullendorf i 376) (7, 78) (12; 253) (5; 60) i
Burgenland / 31,82% 30,08% 4,17% 27,57% 11,96% 5,58%
Oberwart (5; 88) (17; 256) (9;144) (15; 185) (7, 92) (9; 269)
Burgenland / Rust - - - - - -
Kéarnten / 11,39% 32,46% 3,86% 40,11% 13,99% 7,06%
Feldkirchen (7, 202) (6;191) (5;233) (7,187) (5;193) (6; 354)
Kéarnten / 5,48% 56,41% 5,93% 19,95% 14,51% 12,03%
Hermagor (20; 365) (11;195) (17; 337) (19; 436) (22; 448) (18; 316)
Klagag:ftjr”t ; . 12,66% 54,55% 12,10% 52,43% 25,79% 13,54%
\Worthersee (5; 79) (10; 77) (9; 124) (9; 103) (8; 159) (10; 192)
Kéarnten / 6,76% 34,55% 4,98% 15,34% 6,16% 11,22%
Klagenfurt-Land (10; 281) (18; 330) (15; 301) (10; 189) (9; 276) (16; 401)
Karnten / Sankt 15,32% 26,45% 7,28% 41,05% 20,48% 7,22%
Veit an der Glan (15; 385) (25; 881) (12; 604) (16; 592) (16; 420) (16; 568)
Karnten / Spittal 7,09% 28,75% 5,81% 17,34% 12,11% 11,96%
an der Drau (35; 705) (33;574) (56; 1445) (67; 1632) (35; 950) (36; 836)
Karnten / Villach 12,32% 25,84% 11,32% 19,05% 12,82% 12,17%
(14; 138) (13; 178) (5; 106) (5; 63) (5; 78) (9; 115)
Karnten / Villach- 32,36% 5,60% 20,64% 15,12% 23,28%
Land i (50; 615) (30; 393) (22; 344) (25; 324) (20; 262)
Karnten / 7,47% 21,78% 6,60% 11,76% 6,51% 12,32%
Vélkermarkt (13; 482) (20; 652) (12; 303) (13; 561) (15; 538) (11; 682)
Karnten / 8,37%
Wolfsberg ] ) ) (9; 203) j j
Niedertsterreich / 15,75% 19,76% 9,35% 37,09% 13,86% 24,74%
Amstetten (22; 419) (24, 506) (38; 631) (47, 647) (39; 635) (44, 663)
Niederdsterreich / 7,92% 31,63% 0,00% 16,36% 8,43%
Baden (8; 101) (12; 98) (6; 54) (6; 55) i (8; 83)
Niederdsterreich / ) 47,78% ) 8,86% 16,42% | 1842%
Leitha (8; 90) (8; 158) (10; 67) (7; 76)
Niederdsterreich / 27,78% 28,33% 16,83% 19,53% 17,48% 10,84%
Ganserndorf (20; 198) (23; 300) (23; 208) (13; 379) (25; 286) (27; 821)

19




qu .’/ KARL-FRANZENS-UNIVERSITAT GRAZ T
=L KBL: :: E AGE S\} UNIVERSITY OF GRAZ UNI Vetn;ljleedn%nal G*::?y‘
!
Niederosterreich / 7,66% 26,32% 14,24% 21,04% 21,45% 11,43%
Gmiind (29; 444) (6, 133) (24; 316) (22; 461) (18; 275) (17; 420)
Niederdsterreich / 33,46% 31,07% 12;00% 12,05% 5,45% 28,69%
Hollabrunn (7; 254) (12; 280) (8; 200) (8; 83) (8;110) (7; 237)
Niederdsterreich / 18,15% 34, 38% 8,32% 14,57% 19,07% 13,44%
Horn (17; 325) (17; 349) (17; 505) (22; 597) (19; 708) (13; 491)
Niederosterreich / 14,06% 43,64% 8,42% 21,77% 16,47% 11,95%
Korneuburg (14; 192) (19; 236) (17; 95) (22; 372) (18; 334) (20; 728)
Niederdsterreich /
Krems a.d. Donau ) ) ) ) ) )
Niederdsterreich / 25,19% 2,13% 13,41% 15,97% 14,59%
Krems-Land j (9, 135) (7;47) (9; 179) (12; 119) (13; 233)
Niederosterreich / 14,89% 10,58% 6,13% 10,98% 13,25%
Lilienfeld (5; 47) (5; 104) ) (15; 212) (11; 246) (15; 166)
Niederdsterreich / 7,64% 32,53% 15,17% 29,30% 12,29% 17,89%
Melk (16; 157) (26; 332) (34; 422) (19; 314) (21; 301) (33; 598)
Niederdsterreich / 17,85% 22,35% 9,47% 26,84% 11,58% 15,63%
Mistelbach (43; 521) (27; 671) (29; 581) (38; 991) (41; 1408) (26; 416)
Niederosterreich / 16,56% 29,08% 15,15% 25,23% 14,50% 15,24%
Modling (14; 151) (17;141) (9; 66) (13; 107) (18; 262) (11; 164)
Niederdsterreich / 11,34% 44,83% 29,38% 25,41% 10,19% 17,24%
Neunkirchen (9; 97) (14; 145) (13; 160) (17; 303) (14; 157) (17; 174)
Niederdsterreich / 7,74% 14,48% 10,46% 44,31% 8,38% 19,65%
Scheibbs (18; 594) (41; 808) (29; 526) (42; 686) (37;752) (27; 692)
Niederdsterreich /
St. Polten i ) ) i i i
Niederdsterreich / 12,15% 24,62% 25,55% 13,38% 8,14%
St. Polten-Land (32; 288) (21; 260) ) (26; 274) (25; 284) (25; 258)
Niederdsterreich / 18,71% 12,63% 7,53% 13,07% 13,83% 20,86%
Tulln (9; 465) (13; 372) (5; 93) (20; 153) (10; 94) (13; 465)
Niederdsterreich /
Waidhofen an der - - - - - ??313:6(’
Ybbs '
U\'/Ziddeggfs;ﬁr;i";he r/ 19,61% - 13,45% 28,21% 21,39% 11,82%
Thaya (20; 311) (36; 394) (34; 560) (35; 561) (8; 330)
Niederdsterreich /
Wiener Neustadt i ) ) i i i
U\'/fgféff\lt:&:: dht 71 1008% 46,37% 17,93% 13,66% 12,36% 11,49%
Land (8; 129) (12; 317) (9; 184) (10, 205) (11; 259) (14; 348)
Niederosterreich / 20,63% 31,99% 28,99% . x x
Wien-Umgebung (14, 160) (20; 372) (14; 69)
Niederdsterreich / 2,17% 20,93% 8,77% 30,96% 16,51% 17,97%
Zwettl (7;138) (9;172) (11;171) (15; 239) (9; 109) (11; 217)
Oberdosterreich / 10,31% 13,72% 10,68% 13,21% 7,17% 8,09%
Braunau am Inn (11; 151) (19;277) (22; 468) (24, 613) (20; 502) (30; 618)
Oberosterreich / 19,64% 13,33%
Eferding i ) ) (5; 168) (6; 75) j
Oberdésterreich / 3,97% 34,72% 3,79% 27,13% 8,11% 7,28%
Freistadt (11; 151) (10; 144) (13; 211) (21; 328) (19; 296) (18; 261)
Oberdsterreich / 5,21% 32,14% 5,88% 16,88% 6,80% 16,13%
Gmunden (6; 96) (10; 168) (7, 85) (17; 154) (8; 103) (12; 155)
Oberdsterreich / 6,85 44,79% 577% 34,85% 10,30% 23,95%
Grieskirchen (5; 219) (8; 96) (8; 104) (7, 66) (9; 165) (8;167)
Sﬁﬁ,ﬁ%ﬁ}f}r;ﬂ%@ﬁ ] 34,74% 6,94% 18,27% (31126;/5) 36,36%
Krems (7; 95) (10; 620) (10; 646) ! (8; 627)
Oberdsterreich / 5,26% 21,93% 11,81% 10,10%
Linz ] ) (5; 38) (12; 114) (13;127) (7, 99)
Oberdsterreich / 13,31% 25,37% 8,04% 23,72% 7,56% 20,60%
Linz-Land (24, 248) (12; 205) (24; 311) (21, 253) (26; 344) (21, 267)
Oberdsterreich / 7,29% 39,39% 4,75% 15,79% 9,00% 18,08%
Perg (8; 96) (7; 66) (14; 316) (17; 288) (14; 289) (22; 448)
Oberdsterreich / 21,43% 5,80% 8,99% 7,24% 10,86%
Ried im Innkreis ] (6; 182) (10; 207) (11; 278) (7;152) (13; 359)
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Oberdsterreich / 10,16% 8,48% 19,25% 7,43%
Rohrbach (23; 256) - (16; 165) (10; 187) i (6; 202)
Oberdsterreich / 15,84% 26,44% 2,48% 14,95% 14,21% 17,82%
Scharding (13; 202) (14; 174) (26; 807) (15; 388) (17, 570) (28; 606)
Oberdsterreich /
Steyr j ) ) i i j
Oberdsterreich / 8,33% 22,56% 7,73% 20,13% 18,22% 15,19%
Steyr-Land (20; 252) (15; 266) (13; 233) (18; 313) (14; 236) (13; 283)
Oberdsterreich / 26,29% 14,70% 5,18% 19,48% 9,88% 19,40%
Urfahr-Umgebung (18; 251) (16; 279) (21; 560) (31; 775) (46; 688) (37; 866)
Oberdsterreich / 8,57% 32,67% 5,68% 21,39% 7,14% 12,28%
Vocklabruck (14; 245) (23; 300) (19; 176) (34; 631) (25; 350) (31; 505)
Oberdsterreich /
Wels i ) ) i i j
Oberdsterreich / 9,47% 45,07% 21,14% 24,10% 19,80% 19,08%
Wels-Land (8;190) (9; 213) (11; 246) (8; 83) (11; 202) (15; 325)
Salzburg / Hallein ) 55,77% ) 8,01% 10,16% 5,16%
(6; 407) (6; 287) (5; 256) (5; 252)
Salzburg / 13,64% 48,94%
Salzburg i (5; 44) ) i i (7; 235)
zzllzzztrr% / 24,62% 24,51% 13,52% 32,89% 8,61% 12,53%
Umgebung (12; 260) (17; 408) (16; 244) (20; 152) (20; 267) (20; 415)
Salzburg / Sankt 17,48% 37,80% 6,07% 31,31% 30,26% 8,18%
Johann im Pongau (15; 143) (12; 127) (15; 428) (18; 198) (9; 228) (12; 159)
Salzburg / 6,35% 24,00% 2,55% 18,64% 9,43% 0,00%
Tamsweg (5; 63) (6; 100) (10; 157) (7;118) (6; 53) (6; 75)
Salzburg / Zell am 11,89% 17,46% 2,74% 9,98% 6,09% 12,26%
See (11; 143) (18; 252) (22; 402) (23; 601) (15; 345) (23; 367)
Steiermark / Bruck (13291;/%) * * * * *
SteB'fL”;E‘_rk ! . 21,23% 12,93% 24,94% 10,95% 13,59%
Mirzzuschlag (25; 405) (21; 263) (23; 405) (20; 210) (19; 390)
Steiermark / 13,46% 14,15% 9,09% 24,70% 4,99% 17,60%
Deutschlandsberg (5;52) (9; 205) (8; 154) (12; 247) (13; 341) (20; 392)
Steiermark / 7,57% . . * * %
Feldbach (12; 383)
Steiermark / . . . . .
Fiirstenfeld ]
Steiermark / Graz 23,81% 18,97% 22,41% 20,69% 10,61% 5,34%
(8; 42) (11; 195) (11; 58) (13; 145) (16; 179) (6; 131)
Steiermark / Graz- 10,06% 29,59% 6,61% 21,73% 9,47% 6,65%
Umgebung (19; 318) (22; 365) (28; 363) (41; 543) (32; 486) (34; 722)
Steiermark / 10,44% . . . . %
Hartberg (6; 249)
Sﬁ;f{&?gf ! . 43,97% 5,92% 13,51% 8,33% 6,42%
Firstenfeld (11; 614) (16; 608) (13; 259) (12; 396) (12; 654)
Steiermark / 10,18% 27,04% 11,28% 17,52% 10,93% 14,85%
Leibnitz (14, 285) (18; 196) (23; 390) (21; 314) (24, 549) (17, 303)
Steiermark / 26,98% 5,09% 18,84%
Leoben ] ) ) (8; 441) (7, 216) (10; 207)
Steiermark / 16,30% 10,59% 9,41% 16,45% 7,69% 14,37%
Liezen (7;184) (9;255) (18; 372) (24; 614) (16; 351) (21; 508)
Steiermark / Murau 6,19% 10,36% 5,96% 13,14% 6,50% 22,48%
(17; 452) (8;193) (10; 235) (8;312) (9; 323) (14; 347)
Steiermark / Murtal i 8,40% 6,25% 8,82% 13,07% 22,90%
(10; 119) (6; 64) (11; 170) (11; 176) (5; 131)
Steiermark / 5,48% . . . . .
Mirzzuschlag (6;73)
Steiermark / " " . . .
Radkersburg i
Steiermark / . 19,60% 15,71% 12,95% 8,22% 12,04%
Siudoststeiermark (17; 352) (18; 350) (23; 448) (15; 304) (20; 382)
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Steiermark / 38,97% 12,00% 10,00%
Voitsberg i ) ) (10; 195) (7; 150) (10; 190)

Steiermark / Weiz 7,47% 28,42% 3,89% 13,65% 7,50% 8,56%
(17; 522) (15; 366) (13; 386) (18; 740) (19; 533) (23; 841)

Tirol / Imst ] . 5,43% 40,58% 9,84% 4,87%
(10; 184) (9, 313) (9; 244) (7; 226)

Tirol / Innsbruck 17,24% 24,53% 5,07% ] 6,29% 7,79%

(5; 29) (7;53) (16; 296) (7; 159) (8;77)

Tirol / Innsbruck 7,81% 28,07% 6,10% 17,85% 12,27% 13,67%
Land (20; 320) (17;171) (31; 426) (33; 521) (35; 481) (34; 490)

Tirol / Kitzbihel 5,76% 24,00% 2,88% 10,26% 6,55% 8,15%
(9; 243) (5;75) (14; 208) (18; 273) (13; 168) (21; 270)

Tirol / Kufstein 22,26% 40,30% 3,85% 31,85% 5,58% 13,81%
(27; 539) (26; 335) (14; 260) (12; 248) (15; 215) (20; 572)

Tirol / Landeck ] 20,62% 5,08% 11,43% 18,87% 19,69%
(7,97 (12;177) (10; 175) (8; 106) (10; 127)

Tirol / Lienz 3,05% 19,56% 4,62% 9,42% 15,98% 11,33%
(7; 262) (12; 409) (9; 238) (12; 276) (8; 338) (11; 450)

. 9;56% 23,29% 14,38% 8,62%
Tirol /Reutte - - (20; 272) (13:249) | (14:313) | (14;290)
Tirol / Schwaz 21,07% 32,10% 3,80% 46,85% 10,36% 10,86%
(7; 261) (17; 486) (22; 526) (18; 444) (11; 251) (15; 442)

Vorarlberg / 9,42% 20,65% 6,80% 30,13% 4,24% 16,39%
Bludenz (9; 138) (12; 155) (16; 147) (62; 707) (29; 377) (49; 659)
Vorarlberg / 16,16% 20,35% 4,86% 22,01% 11,54% 17,86%
Bregenz (20; 359) (27; 285) (14; 288) (69; 977) (38;797) (69; 980)
Vorarlberg / 31,52% 39,62% 3,39% 61,92% 12,10% 23,20%
Dornbirn (6;92) (9; 106) (8;59) (23; 239) (14; 124) (22; 250)
Vorarlberg / 23,44% 40,37% 8,57% 48,07% 12,86% 16,71%
Feldkirch (14; 128) (19; 161) (12; 105) (52; 491) (24; 280) (37; 431)
Wien / Wien 19,18% 51,53% 11,48% 24,76% 12,59% 19,58%
(32; 318) (66; 458) (41; 479) (70; 832) (59; 945) | (78;1083)

1.4.4 Symptome

Fur eine umfassende Analyse der Winterverluste ist es wichtig, die Symptome, welche mit den
Volkerverlusten einhergehen, zu kennen. Imkereien mit Winterverlusten wurden daher gebeten,
die an ihren Vdlkern beobachteten Symptome zu nennen. Folgende einfach und ohne weitere
Hilfsmittel zu beurteilenden Symptome standen zur Auswahl: a) hatten viele tote Bienen im oder
vor dem Volk, b) hatten keine oder nur wenige tote Bienen im oder vor dem Volk, ¢) hatten tote
Bienen in Zellen, und kein Futter im Stock (verhungert), d) hatten tote Bienen in Zellen, aber genug
Futter im Stock (Futter nicht erreicht), e) hatten keine der oben genannten oder unbekannte
Symptome.

Abbildung 1.8 zeigt die Haufigkeiten der die Winterverluste 2018/19 begleitenden Symptome
anhand drei unterschiedlicher Berechnungsarten. Korrekterweise sollten sich die Angaben der
Symptome nur auf die toten oder verlorenen Vélker und nicht zusétzlich auch auf Vélker mit
Kdniginnen-Problemen beziehen. Der schwarze Balken in Abbildung 1.8 zeigt die Haufigkeit der
genannten Symptome der toten oder verlorenen Vélker (unter Ausschluss von Vélkern, die durch
Kdniginnen-Probleme verloren wurden). In diesem Fall inkludierte die Analyse nur Angaben ohne
Mehrfachnennungen, das heil3t die Summe der genannten Symptome entspricht exakt der Anzahl
der von dieser Teilgruppe (1083 Imkereien) verlorenen Voélker (n=3538 verlorene Vdlker). Die
Haufigkeiten wurden anschliel3end bezogen auf den Gesamtverlust berechnet. Die Gesamt-
verluste inkludieren die verlorenen Volker und Volker mit Kéniginnen-Problemen. Zuerst wurden
nur jene Antworten ausgewertet, bei denen der Gesamtverlust mit der Anzahl der Symptom-
Nennungen lbereinstimmt. Diesen Sachverhalt stellt der graue Balken in Abbildung 1.8 fur 1107
Imkereien und 3603 Volker dar. Zusatzlich wurden alle Symptom-Nennungen inklusive Mehrfach-
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nennung und unvollstédndigen Angaben fur die Analyse herangezogen. Der weil3e Balken in
Abbildung 1.8 zeigt somit alle von den 1135 Teilnehmerinnen genannten Symptome (n=3725
Symptomnennungen).

Im Untersuchungsjahr 2018/19 war das haufigste Symptom der verlorenen Valker ,keine oder nur
wenige tote Bienen im oder vor dem Volk* (b). Am zweithaufigsten wurden ,tote Bienen im oder vor
dem Volk* festgestellt (a), gefolgt von (d) tote Bienen in Zellen, aber genug Futter im Stock (Futter
nicht erreicht). Klassisches Verhungern durch Futtermangel (c) wurde seltener beobachtet. Nur
wenige Schadbilder konnten von den Imkereien keiner Kategorie zugeordnet werden (e).

B Symptome bezogen auf tote
Volker (Volker ohne

35 Kéniginnen Probleme) n=

1083 Imkereien, 3538 Volker

40

25 O Symptome bezogen auf

20 Gesamtverlust (verlorene
= Volker und Volker mit
Kéniginnen Problemen) n=
1107 Imkereien, 3603 Volker

15

10

5 OAlle Symptomnennungen
IHH (inklusive
0 Mehrfachnennungen sowie
c) e)

a) b) d) unvollstandige Angaben) n=
1135 Imkereien, 3725
Symptome Symptomnennungen

Angaben der Imkereien [%]

Abbildung 1.8: Haufigkeit der von Imkerinnen berichteten Symptome a) bis e) in Prozent fir 2018/19: a)
Viele tote Bienen im oder vor dem Volk, b) keine oder nur wenige tote Bienen im oder vor dem Volk, c) tote
Bienen in Zellen, kein Futter im Stock, d) tote Bienen in Zellen, aber genug Futter im Stock, e) keines der
oben genannten oder unbekannte Symptome.
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1.4.5 Verteilung der Volkerverluste

Fur die Berechnung wird fr jeden einzelnen Imkereibetrieb die Hohe des Gesamtverlustes (d.h.
die Summe der toten oder verlorenen Volker und der von Kéniginnen-Problemen betroffenen
Volker) der insgesamt eingewinterten Volker in Prozent berechnet. Grafisch ist die Verteilung der
Verluste in Abbildung 1.9 dargestellt. Im Winter 2018/19 lagen mehr als die Hélfte der von
Verlusten betroffenen Imkereibetriebe (51,43%) im Bereich zwischen 0% und 10% Verlustrate. Bei
30.25% der teilnehmenden Betriebe war eine Verlustrate zu verzeichnen die Uber 20% lag.

60
50
40
30

20

Betroffene Imkereien [%]

10
0 I . ! ! = | = — .

0-10 11-20 21-30 31-40 41-50 51-60 61-70 71-80 81-90 91-100
% Verlust/Imkerei

Abbildung 1.9: Verteilung der Volkerverluste 2018/19 in Prozent pro teilnehmender Imkerei.

1.4.6 Risikoanalyse

In der Risikoanalyse werden die Winterverlustraten verschiedener Gruppen von Betriebsweisen
miteinander verglichen. Besteht beispielsweise zwischen zwei Gruppen von Betriebsweisen ein
signifikanter Unterschied, kann man daraus Schlussfolgerungen tber die Bedeutung dieses
Risikofaktors fiir Winterverluste von Bienenvélkern ziehen. Uberlappen die Konfidenzintervalle der
Verlustraten von zwei oder mehreren Gruppen nicht, kann die untersuchte Betriebsweise, oder
andere damit verkntipfte aber nicht erhobene Faktoren, als signifikanter Einflussfaktor auf die
Hohe der Winterverluste betrachtet werden. In weiterer Folge werden die foglenden Faktoren
dargestellt: 1.4.6.1 BetriebsgroRle, 1.4.6.2 Stand- versus Wanderimkereien, 1.4.6.3 Wabenhygiene,
1.4.6.4 Trachtangebot, 1.4.6.5 Seehohe, 1.4.6.6 Bekdmpfung der Varroamilbe, 1.4.6.7 Kéniginnen-
Probleme, 1.4.6.8 Im Einwinterungsjahr begattete Konigin (,junge Koénigin®), 1.4.6.9 Verkrlppelte
Fligel und 1.4.6.10 Betriebsweise 2018/19.

1.4.6.1 BetriebsgrofRe

Die Analyse der Erhebung 2018/19 hat gezeigt, dass die Betriebsgrdf3e von Imkereien, wie auch in
vergangenen Jahren, einen Risikofaktor fir Winterverluste darstellt. Kleinere Betriebe mit bis zu 50
Volkern weisen im Winter 2018/19 (15,75%, Konfidenzintervall: 14,74-16,80%) zun&chst keine
signifikant héheren Verluste als Betriebe mit Giber 50 Vélkern (14,55%, Konfidenzintervall: 12,25-
17,20%) auf. In Abbildung 1.10 sind diese zwei Gruppen grafisch dargestellt.
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Wurde diese Aufgliederung zur genaueren Betrachtung hingegen in drei Gruppen (Betriebe mit 1
bis 20 Vdlkern, solche mit 21-50 Vélkern und Betriebe mit mehr als 50 Volkern) anstatt zwei
unterteilt, zeigten sich 2018/19 signifikant hohere Verluste bei der Gruppe ,1-20% (17,90%,
Konfidenzintervall: 16,59-19,30%) im Vergleich zur Gruppe ,21-50“ (13,54%, Konfidenzintervall:
11,86-15,41%). Die Gruppe ,>50“ (14,55, Konfidenzintervall: 12,25-17,20%) unterscheidet sich von
den anderen beiden Gruppen nicht signifikant (Abbildung 1.11).

BetriebsgroRe 2019
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Abbildung 1.10: Hohe der Winterverluste 2018/19 in Prozent (x95%CI) in Abhangigkeit von der Betriebs-
grofe. Einteilung in 1-50 und >50 Vélker. Es besteht kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen.
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Abbildung 1.11: Hohe der Winterverluste 2018/19 in Prozent (+95%CI) in Abhangigkeit von der
Betriebsgrof3e. Einteilung in 1-20, 21-50 und >50 Vélker. Es besteht ein signifikanter Unterschied zwischen
der Gruppe 1-20 und der Gruppe 21-50. Fir Details zu den Unterschieden siehe Text.

1.4.6.2 Stand- versus Wanderimkereien

Der Transport von Bienenvolkern kann Stress fir die Bienen bedeuten, aber durch den Transport
zu Trachtquellen eine verbesserte Nahrungsversorgung erméglichen. Fir den Winter 2018/19
wurde untersucht, ob sich Wanderimkerei auf die Wintersterblichkeit auswirkt. Die an unserer
Studie teilnehmenden Imkerlnnen wurden gefragt, ob sie ihre Bienen zu Trachtquellen oder
Bestaubungseinsatzen transportieren (Verbringungen im Zuge der Zucht oder Ablegerbildung sind
damit exkludiert). Es konnte ein signifikanter Unterschied in der Verlustrate zwischen
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Wanderimkereien (11,32%, Konfidenzintervall: 9,94-12,87%) und Standimkereien (17,33%,
Konfidenzintervall: 16,29-18,42%) festgestellt werden (siehe Abbildung 1.12). Bei Bienenvdlkern
die zu Trachtquellen transportiert wurden konnte im Untersuchungsjahr 2018/19 eine signifikant
niedrigere Winterverlustrate verzeichnet werden.

Stand vs. Wanderimkerei 2019
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Abbildung 1.12: Hohe der Winterverluste 2018/19 in Prozent (£95%CI) von Wander- und Standimkereien.
Es besteht ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen ,Ja“ und ,Nein“ — also zwischen Wander-
und Standimkereien.

1.4.6.3 Wabenhygiene

Wabenhygiene in Form von Erneuerung alter Brutwaben kann einen positiven Einfluss auf die
Gesundheit der Bienen haben und moglicherweise auch das Uberleben der Bienen im Winter
beeinflussen. Die Imkerlnnen wurden gefragt, welchen Anteil ihrer Brutwaben (in Prozent) sie
erneuert haben. Bei der Erhebung der Winterverluste 2018/19 konnte nur zwischen den Gruppen
»1-30%" (17,13%, Konfidenzintervall: 15,51-18,87%) und ,keine Angabe*“ (11,18%,
Konfidenzintervall: 8,23-15,03%) ein signifikanter Unterschied in der Verlustrate aufgrund der
Wabenhygiene festgestellt werden (Abbildung 1.13). Die Verlustrate bei keiner Wabenerneuerung
(,0%) betrug 15,91% (Konfidenzintervall: 8,94-26,73%), bei ,31-50%" 14,69% (Konfidenzintervall:
13,32-16,17%) und bei ,>50%" 14,84 (Konfidenzintervall: 13,27-16,55%). Die geringsten aber
statistisch nicht abweichenden Verluste verzeichneten jene Imkerinnen, die keine Angaben tber
die Erneuerung ihres Wabenbaus machten.
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Abbildung 1.13: Hohe der Winterverluste von 2018/19 in Abhangigkeit vom Anteil der im Einwinterungsjahr
erneuerten Brutwaben in Prozent (£95%CI). Ein signifikanter Unterschied besteht nur zwischen den Gruppen
»1-30%" und ,keine Angabe*“.

1.4.6.4 Trachtangebot

Die teilnehmenden Imkerinnen wurden nach spezifischen Trachtquellen, die von ihren Bienen
beflogen wurden, gefragt, um mdgliche Risikotrachtquellen herauszufinden. Zur Auswahl standen
fur die Untersuchung der Winterverluste 2018/19 Raps, Mais, Sonnenblume, spatbliihende
Zwischenfriichte, Waldtracht sowie Waldtracht mit Melezitose. Bei Vorhandensein der
Trachtpflanze Mais berichteten Imkereien signifikant hohere Verlustraten als bei Fehlen dieser
Trachtpflanze (Abbildung 1.14). Ansonsten konnten keine signifikanten Unterschiede gefunden
werden.
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Abbildung 1.14: Hohe der Winterverluste von 2018/19 in Abhangigkeit vom Vorhandensein spezifischer
Trachtpflanzen in Prozent (£95%Cl); n= Anzahl der Betriebe. Es besteht ein signifikanter Unterschied in der
Wintersterblichkeit in Abh&ngigkeit vom Vorhandensein beziehungsweise Fehlen der Trachtpflanze Mais.
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1.4.6.5 Seehdhe

Um den Einfluss der Seehdhe auf die Wintersterblichkeit von Bienenvélkern zu untersuchen,
wurden die Winterstandorte beziiglich ihrer Seehdhe in funf Klassen eingeteilt: <200m, 201-400m,
401-600m, 601-800m, >800m. Im Untersuchungsjahr 2018/19 konnte eine signifikant niedrigere
Verlustrate bei den Gruppen ,601-800m*“ und ,>800m*“ im Vergleich zu den Gruppen ,201-400m*
und ,401-600m* festgestellt werden. Die Verlustraten verteilen sich wie folgt: die Klasse ,<200m*
weist eine Verlustrate von 15,29% (Konfidenzintervall 12,93-18,00%) auf; Bienenstandorte auf
einer Seehthe von 201-400m zeigen eine Verlustrate von 17,07% (Konfidenzintervall: 15,38-
18,90%). Die Verlustrate von Betrieben zwischen 401-600 weist eine Verlustrate von 16,60%
(Konfidenzintervall: 15,03-18,30%) auf; fur Betriebe zwischen 601-800m liegt die Verlustrate bei
12,65% (Konfidenzintervall: 10,94-14,57%). Fir Betriebe, welche Gber 800m Seehdhe liegen
errechnet sich fir den Winter 2018/19 eine Verlustrate von 12,24% (Konfidenzintervall: 10,25-
14,55%).
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Abbildung 1.15: Hohe der Winterverluste 2018/19 in Prozent (x95%CI) in Abhangigkeit von der Seehdhe
der Winterstandorte. Es konnte ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen ,601-800m*“ und
»>800m*“ zu den Gruppen ,201-400m*“ und ,401-600m* festgestellt werden.

1.4.6.6 Bekampfung der Varroamilbe

Ein wichtiger Teil der Untersuchung sind Erhebungen tber die Behandlungsmethoden gegen die
Varroamilbe und deren Auswirkung auf die Winterverluste. Abbildung 1.16 zeigt die am Frage-
bogen zur Auswahl gestellten Behandlungsmethoden. Dabei wird aus Grinden der internationalen
Vergleichbarkeit, der von COLOSS erarbeitete Katalog von mégichen Bekampfungsmethoden
verwendet. Nachfolgend wird zuerst die Haufigkeit der verwendeten Methoden dargestellit.
AnschlieRend wurden die einzelnen Methoden im Hinblick auf ihren Einfluss auf die
Winterverlustrate betrachtet. Fir die detaillierte Risikoanalyse wurden nur jene
Behandlungsmethoden bericksichtigt, von denen auch gentigend Datensétze vorhanden waren,
um eine valide Aussage treffen zu konnen. Bei der Befragung mittels Zeitschrift oder Fragebogen
wurden keine Details abgefragt.
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. Bitte nennen Sie bei monatsiibergreifenden
® In welchen Monaten haben Sie Behandlungen nur den ersten Monat!

Befallsmessungen oder

2018 2019
Bekdampfungen gegen die Varroa- _
. . nre . 2 5 &
Milbe (bei Wirtschaftsvolkern) = % 5 £ E|y &
. = _ = _ 3 £ 8 ¢ g9|c 2 N =
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Bestimmung Varroa-Befall (Milbenfall 0.4. Methode)
Drohnenbrutentnahme
Hyperthermie (Hitzebehandlung)

Andere biotechnische Methode (Fangwabe, Bannwabe,
totale Arbeiterinnen-Brutentnahme etc.)
Ameisensdure Kurzzeitbehandlung (inkl. MAQS)
Ameisensaure Langzeitbehandlung
Milchsaure
Oxalsaure Traufeln (oder Sprihen)

Oxalsdure Verdampfen
Oxalsduremischungen (Hiveclean/Bienenwohl/\Varromed)
Thymol (Apiguard, Apilife VAR, Thymovar)
Tau-fluvalinat (Apistan)

Flumethrin (Bayvarol, Polyvar)

Amitraz (in Streifen, Apivar, Apitraz)

Amitraz (Verdampfen)

Coumaphes (Perizin)

Coumaphos (Checkmite+)

Anderes chemisches Produkt (welches?)
Andere Methode (welche?)
Aufgrund des internationalen Ansatzes dieser Untersuchung finden Sie in dieser Liste auch in Osterreich
nicht empfohlene/zugelassene Mittel. Eine Nennung dieser stellt keine Empfehlung dar.

Abbildung 1.16: Im Fragebogen zur Auswahl stehende Behandlungsmethoden gegen die Varroamilbe.

Tabelle 1.7 zeigt die durchgefihrten Methoden der Varroabekdmpfung von allen Imkereien, die
uns Daten im Untersuchungszeitraum von 2018/19 zur Verfligung gestellt haben. 92,5% der
Imkereien bestimmten in mindestens einem Monat des abgefragten Zeitraums den Varroabefall
ihrer Volker (zum Beispiel natirlicher Milbenfall mit Stockwindel oder Diagnose mittels
Staubzuckermethode).

Eine der haufigsten Methoden zur Varroabekdmpfung ist die Drohnenbrutentnahme, welche von
54,7% der Imkerlnnen in zumindest einem Monat durchgefiihrt wurde. Danach folgten, nach
Haufigkeit der Anwendung, BekampfungsmalRnahmen mit organischen Sauren (Ameisensaure
Kurzzeit oder Langzeit, unterschiedliche Anwendungsformen der Oxalsaure). Insgesamt 77,0% der
Imkereien in Osterreich filhrten eine Ameisensaurebehandlung durch (Kurzzeit und/oder Langzeit,
wobei Langzeitbehandlungen mit 47,9% in der Imkerschaft etwas haufiger angewandt werden).
Von den unterschiedlichen Anwendungen der Oxalsaure, wird die Verdampfung von 47,6% aller
Imkereien angewandt, das Tréaufeln oder Sprihen von 39,4% und das Traufeln von
Oxalsaureprodukten mit weiteren Inhaltsstoffen (Hiveclean/Bienenwohl/Varromed) von 26,2% der
Imkereien. Die Kombinationsanwendung der beiden organischen S&uren (Ameisensaure kurz oder
lang, sowie eine Restentmilbung mit Oxalsaure) wird von 73,0% der dsterreichischen Imkereien
angewandt.

Thymol, egal ob in alleiniger Anwendung oder in Kombination mit anderen Methoden, wurde von
8,9% der Imkereien als Methode zur Bekdmpfung der Varroamilbe verwendet. Biotechnische
Methoden abseits der Drohnenbrutentnahme oder Hyperthermie wurden von 20,8% der Imkereien
angewandt, dazu z&hlen etwa die Fangwabe, die Bannwabe oder die komplette Arbeiterinnen-
Brutentnahme. Hyperthermie (=Hitzebehandlung) oder Milchs&ure wurden von 4,6%
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beziehungsweise 3,9% der Imkereien angewandt. Synthetische Acarizide zur Bekampfung der
Varroamilbe wurden nur in einem geringen Ausmaf3 genannt (2,0%), wobei am haufigsten Amitraz

(0,7%) genannt wurde.

Tabelle 1.7: Anzahl (Prozent) der Imkereien, welche die genannte Methode zur Bekéampfung der Varroa-
milbe in zumindest einem Monat angewendet haben.

Anzahl Anzahl Keine Summe
Ja [%] Nein [%] Angabe [%]
Bestimmung Varroabefall (Milbenfall o. &. 1360(92,5%) 84 (5,7%) 27 (1,8%) 1471
Methode)

Drohnenbrutentnahme 805 (54,7%) 666 (45,3%) - 1471
Hyperthermie 68 (4,6%) 1403 (95,4%) - 1471

Andere biotechnische Methode (Fangwabe, )
Bannwabe, Arbeiterinnen-Brutentnahme etc.) 306 (20,8%) 1165 (79,2%) 1471
Ameisenséaure Kurzzeitbehandlung (inkl. 605 (41,1%) 866 (58,9%) ) 1471

MAQS)

Ameisensaure Langzeitbehandlung 704 (47,9%) 767 (52,1%) - 1471
Milchsaure 57 (3,9%) 1414 (96,1%) - 1471
Oxalséaure Traufeln (oder Spriihen) 580 (39,4%) 891 (60,6%) - 1471
Oxalséure Verdampfen 700 (47,6%) 771 (52,4%) - 1471
Hiveclean/Bienenwohl/Varromed 385 (26,2%) 1086 (73,8%) - 1471
Thymol (Apiguard, Apilife VAR, Thymovar) 131 (8,9%) 1340 (91,1%) - 1471
Tau-fluvalinat (Apistan) 2 (0,1%) 1469 (99,9%) - 1471
Flumethrin (Bayvarol) 7 (0,5%) 1464 (99,5%) - 1471
Amitraz (in Streifen, Apivar, Apitraz) 10 (0,7%) 1461 (99,3%) - 1471
Amitraz (Verdampfen) 3(0,2%) 1468 (99,8%) - 1471
Coumaphos (Perizin) 2 (0,1%) 1469 (99,9%) - 1471
Coumaphos (Checkmite+) 2 (0,1%) 1469 (99,9%) - 1471
Anderes chemisches Produkt 5(0,3%) 1466 (99,7%) - 1471
Andere Methode 26 (1,8%) 1445 (98,2%) - 1471

Ameisensaure (Kurzzeit- ODER o o )
Langzeitbehandlung) 1133(77,0%) 338 (23,0%) 1471

Ameisensaure (Kurzzeit- ODER
Langzeitbehandlung) und

Oxalsaurebehandlung (Traufeln oder Sprihen | 1074 (73,0%) 397 (27,0%) - 1471

oder Verdampfen oder
Hiveclean/Bienenwohl/Varromed)
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1.4.6.6.1 Bestimmung des Varroabefalls

Um herauszufinden, ob die Bestimmung des Varroabefalls und moéglicherweise daraus
resultierende Handlungen einen Einfluss auf die Wintersterblichkeit haben kénnte, wurden die
Imkerinnen gefragt, ob sie den Varroabefall mit einer Methode bestimmt hatten oder nicht. Bei
Imkerinnen, die den Varroabefall bestimmt hatten, lag die Verlustrate 2018/19 bei 14,74%
(Konfidenzintervall: 13,86-15,67%) und bei jenen die keine Bestimmung des Varroabefalls
durchgefuhrt hatten bei 21,7% (Konfidenzintervall: 17,73-26,3%). Somit hatte die Durchfiihrung
einer Bestimmung des Varroabefalls und die damit einhergehende genauere Kenntnis einen
signifikant positiven Einfluss auf die Winterverlustrate im Untersuchungsjahr 2018/19 (Abbildung
1.17).

Bestimmung Varroa-Befall 2019
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Abbildung 1.17: Hohe der Winterverluste von 2018/19 in Prozent (£95%CIl) in Abhangigkeit von einer
durchgefuhrten Abschéatzung des Varroabefalls mit nicht naher abgefragten Methoden. Die Gruppe, die den
Varroabefall bestimmt hat, hatte eine signifikant niedrigere Verlustrate.

Auswirkung einer Varroabestimmung tber mehrere Monate auf die Winterverluste

Auch ein méglicher Effekt der Bestimmungsdauer wurde analysiert, das heil3t die Anzahl der
Monate, in denen die Bestimmung durchgeftihrt wurde. Die Bestimmungsdauer wurde in drei
Klassen unterteilt: Null Monate (keine Bestimmung), Bestimmungszeitraum von einem bis drei
Monaten und Bestimmungszeitraum Gber mehr als drei Monate. Fur das Untersuchungsjahr
2018/19 konnte ein signifikanter Unterschied zwischen der Gruppe die den Varroa-Befall nicht
bestimmt hat (18,75%, Konfidenzintervall: 16,46-21,28%) zu den beiden anderen Gruppen (1-3
Monate: 14,55%, Konfidenzintervall: 13,13-16,09%; >3 Monate: 14,82%, Konfidenzintervall: 13,63-
16,10%) festgestellt werden: sie erlitt signifikant hohere Verluste (Abbildung 1.18).

Analog zu den vorangegangenen Untersuchungsjahren wurden die Haufigkeiten der Varroa-
bestimmung fir jeden Monat des Zeitraums zwischen April des Einwinterungsjahres und April des
Auswinterungsjahres errechnet. Diese sind in Abbildung 1.19 dargestellt. Auch in diesem
Untersuchungsjahr wurde die Methode ,Varroabestimmung“ vorwiegend in den Monaten Juli bis
September, von jeweils tiber 50% der Imkereien angewandt.
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Abbildung 1.18: Hohe der Winterverluste von 2018/19 in Prozent (£95%CI) in Abhangigkeit von der Dauer
der Bestimmung des Varroabefalls. Auch hier verzeichneten Imkerinnen die keine Bestimmung durchfihrten
signifikant héhere Verlustraten als die anderen Gruppen. Der Bestimmungszeitraum an sich (1-3 Monate vs.
>3 Monate) bringt keine signifikanten Unterschiede.
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Abbildung 1.19: Haufigkeiten der Bestimmung des Varroabefalls 2018/19 vom April des Einwinterungs-
jahres bis April des Auswinterungsjahres in Prozent (n=1471).

Des Weiteren wurde untersucht, ob der Zeitpunkt der Bestimmung des Varroabefalls einen
Einfluss auf den Uberwinterungserfolg hat. Abbildung 1.20 zeigt die Winterverlustrate der
Teilnehmerlnnen, welche eine Bestimmung des Varroabefalls im jeweiligen Monat durchgefiihrt
haben im Vergleich zur Winterverlustrate der Teilnehmerinnen, die keine Bestimmung im
jeweiligen Monat durchgefiihrt haben. Es konnte in den Monaten April (ja: 12,81%,
Konfidenzintervall: 11,23-14,57%; nein: 16,11%, Konfidenzintervall: 15,11-17,17%), Mai (ja:
12,51%, Konfidenzintervall: 11,04-14,14%; nein: 15,98%, Konfidenzintervall: 14,98-17,04%), Mérz
(ja: 12,41%, Konfidenzintervall: 10,72-14,32%; nein: 15,90%, Konfidenzintervall: 14,92-16,92%)
und April (ja: 10,83%, Konfidenzintervall: 8,72-13,38%; nein: 15,75%, Konfidenzintervall: 14,84-
16,72%) eine signifikant niedrigere Verlustrate bei den Gruppen, welche eine Varroa-Bestimmung
durchgefihrt haben, verzeichnet werden.
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Abbildung 1.20: Hohe der Winterverluste von 2018/19 in Prozent (+95%CI) in Abhangigkeit von der
Bestimmung des Varroa-Befallsgrades im jeweiligen Monat. Es bestehen signifikante Unterschiede zwischen
den paarweisen Vergleichen der Monate: April, Mai, Marz und April, wobei bei allen Gruppen die eine

Varroa-Bestimmung durchgefiihrt haben eine signifikant geringere Verlustrate verzeichnet wurde.

1.4.6.6.2 Zeitpunkt und Haufigkeit der Anwendungen

DieTeilnehmerinnen wurden zu ihren verwendeten Methoden zur Bekampfung der Varroamilbe
befragt. Aus den erhaltenen Antworten haben wir die Haufigkeiten, mit der die jeweiligen Methoden

in den einzelnen Monaten des Untersuchungsjahres 2018/19 angewendet wurden, bestimmt und

in den Abbildungen 1.21 (a-h) dargestellt.

1.4.6.6.3 Auswirkungen der Drohnenbrutentnahme auf die Winterverluste

Eine der am haufigsten angewandten Methoden zur Verringerung des Varroabefalls ist die

Drohnenbrutentnahme, da die Varroamilbe vermehrt innerhalb der Drohnenbrut zu finden ist. Von

den teilnehmenden Imkereien 2018/19 haben 54,7% diese Methode in zumindest einem Monat

angewandt. Wir konnten keinen signifikanten Unterschied in der Verlustrate zwischen Imkereien,

die Drohnenbrut entnommen haben und solchen, die dies nicht gemacht haben, feststellen. Die

Verlustrate, bei Imkereien welche die Drohnenbrutentnahme durchgefiuihrt hatten lag bei 14,80%

(Konfidenzintervall: 13,69-15,98%), bei Verzicht der Drohnenbrutentnahme wurde eine Verlustrate
von 15,99% (Konfidenzintervall: 14,66-17,41%) festgestellt (Abbildung 1.22).
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Abbildung 1.21 a-h: Zusammenfassung der zur Bekdmpfung der Varroamilbe angewandten Methoden fir
das Untersuchungsjahr 2018/19.
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Abbildung 1.22: Hohe der Winterverluste 2018/19 in Abhangigkeit von der Behandlungsmethode
,=Drohnenbrutentnahme” in Prozent (£95%ClI). Es besteht kein signifikanter Unterschied zwischen den
Gruppen.

Ob der Zeitpunkt der Entnahme von Drohnenbrut einen Einfluss auf die Winterverlustrate hat,
wurde durch eine Gegeniberstellung der Verlustraten fur die Monate April bis Juli bei Anwendung
und Verzicht dieser Methode betrachtet. In Abbildung 1.23 sind die Ergebnisse grafisch dargestellit.
Es konnte nur im Mai ein signifikanter Unterschied in der Verlustrate festgestellt werden: die
Gruppe, bei der eine Drohnenbrutentnahme stattfand (13,67%, Konfidenzintervall 12,43-15,02%)
hatte eine geringere Verlustrate als die Gruppe, bei der keine Drohnenbrutentnahme stattfand
(16,51%, Konfidenzintervall 15,35-17,74%).
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Abbildung 1.23: Hohe der Winterverluste 2018/19 in Prozent (x95%CI) in Abhéngigkeit von der Drohnen-
brutentnahme in den Monaten April bis Juli des Einwinterungsjahres. Es besteht nur im Monat Mai ein
signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen.
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Auswirkung einer mehrfachen Drohnenbrutentnahme auf die Winterverluste

Es wurde untersucht, ob die Anzahl der Monate, in denen eine Drohnenbrutentnahme durchgefihrt
wurde, einen Einfluss auf den Uberwinterungserfolg hat. Dazu wurden die Verlustraten der Grup-
pen , 0 (=keine Behandlung), ,1-3 Monate® und ,>3 Monate" verglichen. Bei dieser Untersuchung
konnte kein signifikanter Unterschied aufgrund der Dauer der Behandlung festgestellt werden
(Abbildung 1.24).
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Abbildung 1.24: Hohe der Winterverluste von 2018/19 in Prozent (£95%CI) in Abhangigkeit von der Dauer
der Drohnenbrutentnahme. Es besteht kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen.

1.4.6.6.4 Ameisensaure-Behandlung

Wir haben bei unseren Analysen zwischen Kurzzeit- und Langzeitbehandlung mit Ameisenséaure
unterschieden und die daraus resultierenden Verlustraten miteinander verglichen. Es ist zu ver-

merken, dass bei keiner der Methoden die Konzentration der verwendeten Ameisensaure abge-
fragt wurde.

In Abbildung 1.25 wird die Verlustrate bei Anwendung der Kurzzeitbehandlung (15,24%, Konfi-
denzintervall: 13,95-16,62%) mit jener bei Nichtanwendung dieser Behandlung (15,44%,
Konfidenzintervall: 14,30-16,66%) verglichen und grafisch dargestellt. Die Verlustrate bei
Behandlung war nicht hoher als bei Nichtanwendung dieser Methode.

In Abbildung 1.26 wird die Verlustrate bei Anwendung der Langzeitbehandlung jener bei Nicht-
anwendung dieser Methode gegeniibergestellt. Die Verlustrate bei Behandlung (14,62%,
Konfidenzintervall: 13,48-15,83%) war nicht signifikant unterschiedlich als bei Nichtanwendung
dieser Methode (16,09%, Konfidenzintervall: 14,82-17,44%).

In Abbildung 1.27 werden die beiden Methoden Kurzzeit- und Langzeitbehandlung gegentber
gestellt, und zwar nur fur Betriebe, die ausschlieZlich entweder die eine oder die andere Amei-
sensdure-Anwendung durchgefuhrt haben. Die Verlustrate bei ausschlief3licher Kurzeitbehandlung
(15,64%, Konfidenzintervall: 14,14-17,28%) war nicht signifikant unterschiedlich zu jener bei
ausschlie3licher Langzeitbehandlung (14,72%, Konfidenzintervall: 13,45-16,09%).
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Abbildung 1.25: Hohe der Winterverluste von 2018/19 in Prozent (£95%CI) in Abhangigkeit von der
Behandlungsmethode ,Ameisensaure-Kurzzeitbehandlung®. Es besteht kein signifikanter Unterschied
zwischen den beiden Gruppen.

Ameisensaure (Langzeit-Behandlung) 2019

20
X I
2, T I
o 15 T 1
©
g 10 -
g
5 , I
n=704 n=767
0
Ja Nein

Abbildung 1.26: H6he der Winterverluste von 2018/19 in Prozent (£95%CI) in Abhangigkeit von der
Behandlungsmethode ,Ameisensaure-Langzeitbehandlung®. Es besteht kein signifikanter Unterschied
zwischen den beiden Gruppen.
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Abbildung 1.27: Ho6he der Winterverluste von 2018/19 in Prozent (x95%CI) in Abhangigkeit von alleiniger
Anwendung einer Ameisensaure-Kurzzeit- oder -Langzeitbehandlung. Es besteht kein signifikanter
Unterschied zwischen den beiden Gruppen.
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1.4.6.6.5 Oxalsaure

Wahrend der Wintermonate setzen viele Imkerinnen Oxalsaure zur Bekampfung der Varroamilbe
zur sogenannten Restentmilbung ein. In besonderen Situationen kann eine Anwendung auch in
der warmen Jahreszeit erfolgen. Die Anwendung dieser Methode erfordert allerdings, dass die
Volker brutfrei sind, da die Oxalsaure nicht in die verdeckelte Brut wirkt. Die Oxalsaure kann
entweder durch Traufeln oder durch Verdampfen eingesetzt werden. Hiveclean/Bienenwohl/
Varromed sind kommerziell erhéltliche Fertigmischungen aus Oxalsaure, Zucker und anderen
Stoffen, die ebenfalls getraufelt werden. Es wurde untersucht, ob sich die Winterverlustraten bei
Imkerinnen, die eine dieser Methoden eingesetzt haben, von jenen, die diese Methoden nicht
angewandt haben, unterscheiden. Wie auch in den vorangegangenen Untersuchungsjahren war
die Verlustrate bei Anwendung des Traufelns (16,17%, Konfidenzintervall: 14,80-17,65%) nicht
signifikant unterschiedlich zu jener bei Nichtanwendung (14,69%, Konfidenzintervall: 13,60-
15,85%). Auch bei Anwendung des Verdampfens (15,50%, Konfidenzintervall: 14,27-16,83%) war
kein signifikanter Unterschied zu der Gruppe, welche diese Methode nicht durchgefiihrt hat
(15,19%, Konfidenzintervall: 14,00-16,46%), festzustellen (Abbildung 1.28 und 1.29).

Oxalsaurebehandlung im November, Dezember und Janner

Wir haben des Weiteren untersucht, ob der Zeitpunkt der Anwendung von Bedeutung ist. Daftr
wurden die Monate November, Dezember und Janner zur Analyse herangezogen (unabhangig von
der restlichen Anwendungshaufigkeit im Untersuchungszeitraum), wobei die Methode am
haufigsten im Dezember eingesetzt wird (siehe Abb. 1.21b). Abbildung 1.30 zeigt die Verlustrate
bei Anwendung einer Oxalsaurebehandlung (Traufeln und/oder Verdampfen und/oder
Hiveclean/Bienenwohl/ Varromed) im November (17,21%, Konfidenzintervall: 13,03-22,39%), im
Dezember (13,99%, Konfidenzintervall: 12,44-15,50%) und jene im Janner (14,68%,
Konfidenzintervall: 8,87-23,31%). Bei diesem Vergleich konnte kein signifikanter Unterschied
zwischen den drei Gruppen festgestellt werden.
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Abbildung 1.28: Hohe der Winterverluste von 2018/19 in Prozent (£95%CI) in Abh&ngigkeit von der
Behandlungsmethode ,Oxalsaure (Traufeln)“. Es besteht kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden
Gruppen.
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Abbildung 1.29: Hohe der Winterverluste von 2018/19 in Prozent (£95% CI) in Abhangigkeit von der
Behandlungsmethode ,Oxalsaure (Verdampfen)®. Es besteht kein signifikanter Unterschied zwischen den
beiden Gruppen.

Oxalsaure-Behandlung 2019
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Abbildung 1.30: Hohe der Winterverluste von 2018/19 in Prozent (+95%CI) in Abhangigkeit von der Be-
handlungsmethode ,Oxalsaure” (Traufeln und/oder Verdampfen und/oder Hiveclean/Bienenwohl/ Varromed)
im November, Dezember und Janner. Es besteht kein signifikanter Unterschied zwischen den drei Gruppen.

1.4.6.6.6 Hiveclean/Bienenwohl/Varromed

Bienenwohl mit dem Wirkstoff Oxalsdure (und weiteren Hilfsstoffen) wird fiir einen guten
Behandlungserfolg im brutfreien Volk eingesetzt. Im Untersuchungsjahr 2018/19 setzten 26,2%
aller befragten Imkerinnen eines dieser Produkte zur Bekampfung der Varroa-Milbe ein. Es konnte
kein signifikanter Unterschied in der Verlustrate beobachtet werden, wenn Bienenwohl zur
Bekampfung der Varroamilbe verwendet wurde (14,55%, Konfidenzintervall: 12,95-16,32%)
verglichen mit Nichtanwendung (15,60%, Konfidenzintervall: 14,59-16,66%; Abbildung 1.31).

39



ZUKUNFT GSX ./ KARL-FRANZENS-UNIVERSITAT GRAZ R\
BIENE AGE S\) UNIVERSITY OF GRAZ Nl Vetn;l/?edn%nal ;;f;}

)
| [ GRAZ

Hiveclean/Bienenwohl/Varromed 2019

20
S . I
3 15 T |-———
o 1
ot
2 10 —
g

5 I

n=385 n=1086
0
Ja Nein

Abbildung 1.31: Hohe der Winterverluste von 2018/19 in Prozent (x95%CI) in Abhangigkeit von der Varroa-
bekampfung mit einer Oxalsaure Fertigmischung (Hiveclean/Bienenwohl/ Varromed). Es besteht kein signifi-
kanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen.

1.4.6.6.7 Thymol

Von 8,9% aller befragten Imkerlnnen wurde angegeben, eine Behandlung mit Thymol durchgefuhrt
zu haben. Wie auch in den vorangegangenen Untersuchungsjahren, zeigte sich auch fir 2018/19
kein signifikanter Unterschied in der Verlustrate, wenn Thymol zur Bekampfung der Varroamilbe
verwendet wurde (16,99%, Konfidenzintervall: 13,67-20,92%) beziehungsweise nicht verwendet
wurde (15,24%, Konfidenzintervall: 14,35-16,18%; Abbildung 1.32).
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Abbildung 1.32: Hohe der Winterverluste von 2018/19 in Prozent (+95%CI) in Abhangigkeit von der
Behandlungsmethode ,Thymol“. Es besteht kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen.

Auswirkung einer mehrfachen Thymolbehandlung auf die Winterverluste

Es wurde analog zu den vorangehenden Beobachtungsjahren untersucht, ob sich eine mehrfache
Behandlung der Volker mit Thymol auf die Winterverlustrate auswirkt. Die Einteilung dazu wurde
mit den Gruppen ,0“ (keine Behandlung), ,1“ (Behandlung in einem Monat) und ,>1“ (Behandlung
in mehr als einem Monat) festgelegt. Auch bei dieser genaueren Betrachtung konnte kein signifi-
kanter Unterschied zwischen der Anwendung bzw. Nichtanwendung von Thymol festgestellt wer-
den (Abbildung 1.33).
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Abbildung 1.33: Hohe der Winterverluste 2018/19 in Prozent (x95%CI) in Abhangigkeit von der Anzahl der
Anwendungen von Produkten auf Thymolbasis. Es besteht kein signifikanter Unterschied zwischen den drei
Gruppen.

1.4.6.6.8 Hyperthermie

Eine Alternative zur chemischen Behandlung der Volker gegen die Varroamilbe stellt die Hitzebe-
handlung (=Hyperthermie) dar. Sie beruht auf der unterschiedlichen Warmetoleranz von Bienen
und Milben. 4,6% der Imkerlnnen, die sich an der Erhebung der Winterverluste beteiligt haben,
wendeten diese nicht-chemische Behandlung in zumindest einem Monat an. Es wurde nicht
zwischen den verschiedenen am Markt erhaltlichen Systemen zur Hitzebehandlung unterschieden.
Hinsichtlich der Verlustrate fanden wir keine signifikanten Unterschiede zwischen Voélkern, die mit
Hyperthermie behandelt wurden und jenen, bei denen diese Methode nicht angewandt wurde
(Abbildung 1.34).
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Abbildung 1.34: Hohe der Winterverluste 2018/19 in Prozent (+x95%CI) in Abhangigkeit von der
Behandlungsmethode ,Hyperthermie®“. Es besteht kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden
Gruppen.
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1.4.6.6.9 Andere biotechnische Methoden (ohne Hyperthermie und ohne Drohnenbrutent-
nahme)

Andere biotechnische Methoden, mit Ausnahme von Hyperthermie und Drohnenbrutentnahme,
wurden zusammengefasst abgefragt. 20,8% der befragten Imkerinnen gaben an eine solche
biotechnische Methode angewendet zu haben. Dazu zéhlen die Verwendung von Fangwaben oder
Bannwaben oder die komplette Arbeiterinnenbrutentnahme. Im Untersuchungsjahr 2018/19 lag die
Verlustrate bei Anwendung solcher Methoden bei 13,16% (Konfidenzintervall: 11,59-14,92%) und
damit signifikant unter der Verlustrate von jenen, die keine dieser biotechnischen Methoden
anwendeten (16,28; Konfidenzintervall: 15,26-17,35%; Abbildung 1.35).
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Abbildung 1.35: Hohe der Winterverluste 2018/19 in Prozent (x95%CI) in Abhangigkeit von der Behand-
lungsmethode ,andere biotechnische Methoden®. Bei Anwendung solcher Verfahren konnte eine signifikant
niedrigere Verlustrate verzeichnet werden.

1.4.6.7 Kdniginnen-Probleme

Die Uberlebenschance der Vélker hangt in groRem MafRe auch von der Gesundheit der Kénigin ab.
Die Imkereien wurden deshalb auch Uber das Auftreten von Kéniginnen-Problemen befragt und
konnten zwischen den vier Antworten ,Haufiger®, ,Normal“, ,Seltener® und ,Weil} nicht* (im
Vergleich zu den Vorjahren) entscheiden. Tabelle 1.8 zeigt die Angaben der Teilnehmerinnen von
2013/14 bis 2018/19. Bei der Erfassung der Winterverluste 2018/19 konnten in Bezug auf
Koniginnen-Probleme keine signifikanten Unterschiede zwischen den Angaben ,Haufiger*
(18,48%, Konfidenzintervall: 15,35-22,08%) im Vergleich zu ,Normal“ (15,64%, Konfidenzintervall:
14,34-17,03%) und ,Seltener” (13,86%, Konfidenzintervall: 12,10-15,84%) festgestellt werden
(Abbildung 1.36).

Tabelle 1.8: Haufigkeit der Kdniginnen-Probleme im Vergleich zum Vorjahr. Vergleich mehrerer Winter,
Angaben in Prozent. n=Anzahl der Betriebe.

Koniginnen- | 2013/14 2014/15 2015/16 2016/17 2017/18 2018/19

Probleme [%] | (n=953) (n=1166) (n=1206) (n=1570) (n=1096) (n=1534)
Haufiger 8,0 16,6 52 10,2 6,6 6,2
Normal 48,1 44,0 40,7 474 48,4 38,3
Seltener 22,2 15,5 33,1 25,2 30,3 25,4
WeiR nicht 21,7 23,9 21,0 17,3 14,8 30,2
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Verlustrate in Abhangigkeit der Haufigkeit von
Koniginnen-Problemen (2019)

_ 25
S
o 20
©
= I
B 15 T T
3 T T
$ 10 — -
5 +— |
n=95 n=587 n=389 n=463
0 T 1
Haufiger Normal Seltener WeiR nicht

Abbildung 1.36: Hohe der Winterverluste 2018/19 im Zusammenhang mit den beobachteten Kéniginnen-
Problemen in Prozent (£95%CI). Es konnten keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden.

1.4.6.8 Im Einwinterungsjahr begattete Konigin (,,junge Konigin*)

Die Imkerlnnen wurden nach der Anzahl ihrer Volker mit junger Konigin befragt, um zu sehen, ob
sich die Uberlebenschancen von Vélkern mit einer jungen, das heiRt im Jahr 2018 begatteten
Kdnigin, im Vergleich zu Vélkern mit einer alteren Konigin unterscheiden. Es wurde die Verlustrate
von Imkereien miteinander verglichen, die 0-25% Vaélker mit junger Koénigin, 26-50%, 51-75% oder
76-100% Volker mit junger Konigin hatten.

Es konnte festgestellt werden, dass die Verlustrate mit zunehmendem Prozentsatz junger
Koniginnen pro Imkerei signifikant niedriger wurde (Abbildung1.37). Die Verlustrate lag bei
Imkereien mit 0-25% jungen Wirtschaftskdniginnen bei 21,77% (Konfidenzintervall: 19,12-24,67%),
bei Imkereien mit 76-100% junger Koniginnen hingegen bei 12,14% (Konfidenzintervall: 10,38-
14,15%).

Verlustrate mit junger Kénigin 2019

30
S
o [
c 20 | |
g T
= I
= L
T
2 10 ]
n=220 n=593 n=372 n=287
0
0-25% 26-50% 51-75% 76-100%

Abbildung 1.37: Hohe der Winterverluste 2018/19 in Prozent (+x95%CI) in Abhéngigkeit vom Prozentsatz
junger Koniginnen pro Imkerei. Je mehr junge Koéniginnen, desto niedriger die Verlustrate.
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1.4.6.9 Verkrlppelte Flugel

In der Erhebung 2018/19 wurde nach dem Auftreten von Arbeitsbienen mit verkriippelten Fligeln
wahrend der Sammelsaison 2018 gefragt. Nur 2,1% der Imkereien beobachteten diese haufig. Es
konnte ein signifikanter Unterschied in der Verlustrate und der Haufigkeit des Auftretens
festgestellt werden: die Gruppe von Imkerinnen, welche das Auftreten verkrippelter Flligel haufig
beobachtete, hatte eine signifikant hdhere Verlustrate (36,27%, Konfidenzintervall: 26,74-47,01%)
als alle anderen drei Gruppen (,Uberhaupt nicht*: 13,50%, Konfidenzintervall: 12,49-14,58%;
~Wenig“: 16,85%, Konfidenzintervall: 15,30-18,52%; ,Weil} nicht‘: 13,99%, Konfidenzintervall:
11,09-17,50%; Abbildung 1.38).

Verkrippelte Fligel (2019)
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Abbildung 1.38: Hohe der Winterverluste 2018/19 in Prozent (£95%CI) in Abh&ngigkeit vom Auftreten
verkrippelter Fligel bei Arbeiterinnen. Es konnte eine signifikant hohere Verlustrate bei der Gruppe, die
haufig verkrippelte Fligel beobachtete, festgestellt werden.

1.4.6.10 Betriebsweise 2018/19

Seit 2016/17 werden die Imkerlnnen, auch auf eigenen Wunsch, zu weiteren Details ihrer
Betriebsweise befragt. Dabei konnten Angaben zu den Beuten gemacht und festgehalten werden,
ob der Betrieb eine zertifizierte Bio-Imkerei ist, Bienen auf Varroa-Toleranz zlichtet oder Wachs
zukauft. Uber die Halfte der Teilnehmerlnnen haben angegeben, im Winter einen offenen
Gitterboden in ihren Beuten zu haben oder Wachs von auf3erhalb des Betriebes zuzukaufen. Wie
auch in der vorjahrigen Befragung gab nur ein kleiner Anteil an Betrieben (6,3%) an,
Naturwabenbau ohne Mittelwand zu verwenden. Als per Gltesiegel zertifizierte Bio-Imkerei
nahmen 182 Betriebe an der Befragung teil. Einen Uberblick tiber die Haufigkeit der verschiedenen
Betriebsweisen (Angaben ,Ja“ ,Nein“ und ,Unsicher) bietet die Abbildung 1.39. Abbildung 1.40
zeigt den Einfluss der verschiedenen Betriebsweisen auf die Winterverlustrate. Jene Imkereien, die
Wachs zukauften, verzeichneten eine signifikant hohere Verlustrate (17,44%, Konfidenzintervall:
15,99-19,00%) als jene, die kein Wachs zukauften (14,00%, Konfidenzintervall: 12,89-15,20%). Bei
allen anderen fur den Winter 2018/19 untersuchten Betriebsweisen konnten keine statistisch
signifikanten Unterschiede festgestellt werden.
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Abbildung 1.39: Haufigkeit der Betriebsweisen 2018/19 in Prozent.
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Abbildung 1.40: Hohe der Winterverluste 2018/19 in Prozent (x95%CI) in Abh&ngigkeit von der
Betriebsweise der Teilnehmerinnen. Imkereien, die Wachs zukauften, verzeichneten signifikant
hohere Verluste (17,44%, Konfidenzintervall: 15,99-19,00%) als jene, die kein Wachs zukauften
(14,00%, Konfidenzintervall: 12,89-15,20%).
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1.5 Diskussion

Die Erhebung der Winterverluste von Bienenvolkern wird seit 2008 vom Institut fir Biologie
(vormals: Zoologie) der Universitat Graz durchgefuhrt. In diesem Bericht werden die Ergebnisse
des Untersuchungsjahres 2018/19 zusammengefasst und zum Teil mit denen der Vorjahre
verglichen. Die im Winter 2018/19 in Osterreich erhobene Verlustrate von Bienenvélkern betrug
15,2%, bei einer Teilnahme von 1534 Imkereien, was einer prozentualen Beteiligung von 5,2%
aller dsterreichischen Imkereibetriebe entspricht. Diese stellten insgesamt Information tiber 33.651
eingewinterter Bienenvolker zur Verfigung, was wiederum 9% aller in Osterreich gehaltenen
Bienenvolkern entspricht. Die Verlustrate liegt, verglichen mit den bisherigen Ergebnissen, im
mittleren Bereich. Die mittlere Verlustrate aller in Osterreich erhobenen Winterverlustraten liegt bei
16,3%. Die bisher niedrigste in dieser Erhebung gemessene Verlustrate lag bei 8,1% (2015/16)
und die bisher hdchste gemessene Verlustrate bei 28,4% im Winter 2014/15. Diese grof3en
Schwankungen in den Verlustraten, deren genaue Ursachen grof3tenteils noch unverstanden sind,
machen die groRe Bedeutung des Bienen-Monitorings und der anschlieRenden
Ursachenforschung deutlich. Eine internationale Vergleichbarkeit der erhobenen Daten wird durch
die vom Forschungsnetzwerk COLOSS festgelegten Fragen ermdglicht (van der Zee et al., 2013;
Brodschneider et al., 2016; Brodschneider et al., 2018a). Diese Art der Untersuchung ist nur eine
Mdoglichkeit, den Ursachen hoher Winterverluste auf den Grund zu gehen. Diese durch Umfragen
erlangten Erkenntnisse sollen zuséatzlich durch gezielte Probenentnahmen ergénzt werden (van
der Zee et al., 2015).

Die in diesem Bericht prasentierten Ergebnisse beruhen auf den Angaben der 6sterreichischen
Imkerlnnen. Um eine mdglichst grofl3e Beteiligung der Imkerlnnen zu erreichen, wurde sowohl
online, in der Fachzeitschrift Bienen Aktuell, bei Veranstaltungen als auch Uber bereits bestehende
Kontakte zu einer Teilnahme an unserer Untersuchung aufgerufen. Diese Uber Jahre etablierten
Kontakte helfen, eine nahezu vollstandige Abdeckung an Riickmeldungen von einzelnen
Gemeinden und Imkervereinen zu erhalten. Um moglichst klare und eindeutige Antworten zu
erhalten, wurden die Fragen bewusst einfach gestaltet. Den Grof3teil der Antworten, annéahernd
90%, haben wir online erhalten, wohingegen der Anteil derer, die den Fragebogen aus der
Zeitschrift Bienen Aktuell retournieren Uber die Jahre immer geringer geworden ist, und 2019 nur
mehr bei 4,1% lag. Wir kbnnen die Ergebnisse unserer Untersuchung hinsichtlich des
Erfassungsmodus als représentativ erachten: Es konnten weder signifikante Unterschiede in den
Verlustraten zwischen anonymer und nicht-anonymer Teilnahme, noch zwischen Online-
Teilnahme versus Papierfragebogen-Teilnahme, festgestellt werden. Im Untersuchungsjahr
2018/19 haben 64,2% der Teilnehmerinnen freiwillig eine Kontaktméglichkeit genannt, was zum
einen von Vertrauen in die Untersuchung zeugt, uns aber auch die Mdglichkeit gibt bei
Unklarheiten nachzufragen.

Die durchschnittliche Vélkeranzahl der an dieser Erhebung teilnehmenden Imkereien lag 2018/19
bei 21,9 eingewinterten Volkern, was etwas mehr ist als der in Osterreich aufgrund der Angaben
der Biene Osterreich erwartete Mittelwert. Dazu tragt die Teilnahme von 26 groRen Imkereien mit
jeweils Uber 150 eingewinterten Volkern bei. Der Median der eingewinterten Volkerzahlen liegt
jedoch bei 10 eingewinterten Volkern, was der erwarteten 6sterreichischen Imkerei-Demographie
durchaus entspricht. Auch daraus folgern wir, dass die dieser Auswertung zugrundeliegenden
Daten einer durchmischten und anndhernd reprasentativen Gruppe der ¢sterreichischen Imkereien
entstammen.

Generell lasst sich sagen, dass die Winterverluste in Osterreich nicht gleich verteilt sind. Betrachtet
man die Verlustraten der einzelnen Bundeslander (siehe Abschnitt 1.4.3.2, Tabelle 1.4), so kann
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man feststellen, dass es zum Teil betrachtliche Unterschiede gibt. Die Verluste reichen von 9,9%
im Burgenland bis zu 19,6% in Wien. Damit liegen die héchsten Voélkerverluste eines Bundes-
landes im Winter 2018/19 unter den niedrigsten eines Bundeslandes im Winter 2016/17, im Mittel
aber bei der Mehrheit der Bundeslander etwas hoher als im Vorjahr (Brodschneider & Karrer,
2018; Brodschneider et al., 2018b). Die dsterreichweite Gesamtverlustrate von 15,2% im Jahr
2018/19 liegt im mittleren Bereich und spiegelt sich grof3tenteils auch in den Bezirksergebnissen
wider. In nur 4 Bezirken mit mehr als 5 teilnehmenden Imkereien wurden Verluste von mehr als
25% verzeichnet: Hollabrunn (NO), Kirchdorf an der Krems (OO), Salzburg (S) und mit einer
hervorstechend hohen Verlustrate von 65,33% Waidhofen an der Ybbs (NO), einem Bezirk von
dem es in den Vorjahren noch keine Aufzeichnungen gab. Im Gegensatz dazu betrug die
Verlustrate in 20 Bezirken mit mehr als je 5 teilnehmenden Imkereien weniger als 10%. Die
niedrigsten Verluste von 0,0% wurden aus dem Bezirk Tamsweg (S) von 6 Imkereien berichtet,
einem Bezirk der im Vorjahr auch schon eine Verlustrate unter der 10%-Marke verzeichnet hatte
(Brodschneider & Karrer, 2018; Brodschneider et al., 2018b).

Den wichtigsten Teil der Winterverlusterhebungen bildet die Auswertung der Symptome der in
Osterreich verstorbenen Bienenvolker, tiber die wir anhand dieser Untersuchung detaillierte
Informationen erhalten. Dadurch kdnnen die Ursachen fir die Winterverluste, wenn auch nicht klar
einer einzelnen Ursache zugeordnet, so zumindest doch eingegrenzt und néher erforscht werden.
Der Symptomkatalog wurde dabei bewusst einfach gewahlt, um den Imkerinnen eine eindeutige
Zuordnung ohne Hilfsmittel wie Laboruntersuchungen zu erleichtern. Auch bei demselben
Schadbild kdnnen noch immer unterschiedliche Griinde hinter dem Vdélkerverlust stecken.
AulRerdem gilt es zu beriicksichtigen, dass zwischen dem Auftreten des Verlusts und der
Symptombeschreibung durch Imkerinnen ein betréachtlicher Zeitraum liegen kann, in dem Spuren,
wie tote Bienen vor dem Volk, verwischen und daher nicht mehr eindeutig zugeordnet werden
konnen. Im Untersuchungsjahr 2018/19 war das haufigste Symptom der verlorenen Volker ,keine
oder nur wenige tote Bienen im oder vor dem Volk“. Dieses Symptom ist relativ unspezifisch, und
kann unterschiedlichste Ursachen haben. Dieses Schadbild wurde auch als charakteristisch fur
CCD beschrieben und in den USA aber auch in Europa (Dainat et al., 2012a) in den letzten Jahren
haufig beobachtet (VanEngelsdorp et al., 2009; Williams et al., 2010; Steinhauer et al., 2014).
Auch in Osterreich wird dieses Schadbild Jahr fiir Jahr am haufigsten berichtet (Brodschneider et
al., 2018b).

Eines der wenigen relativ eindeutig einer Ursache zuordenbaren Symptome ist das Vorhandensein
von toten Bienen, die mit dem Kopf voran in Zellen stecken. Bei gleichzeitigem Mangel an Futter
im Volk kann dieses Schadbild relativ sicher als Verhungern gedeutet werden. Dabei gilt es zwei
unterschiedliche Formen zu unterscheiden: Zum einen der bereits erwdhnte Futtermangel, zum
anderen aber auch noch verbliebene Futterreserven, wobei die Bienen aus der Wintertraube durch
widrige Umstande diese aber nicht erreicht haben. Dieser auch als Futterabriss bezeichnete Win-
terverlust trat 2018/19 haufiger auf als das Verhungern.

Unsere Untersuchung hat auch heuer wieder gezeigt, dass Betriebe mit wenigen (1-20)
Bienenvoélkern die héchste Winterverlustrate verzeichnen. Der Faktor Betriebsgrofie ist dabei als
Sammelfaktor zu verstehen, der unterschiedlichste, im Detail nicht ndher abgefragte, Parameter
wie Professionalitat, Erfahrung in der Imkerei etc. beinhaltet. Wir konnten signifikante Unterschiede
zwischen Imkereien, die ein bis 20 Volker und Imkereien, die 21 bis 50 Voélker betreuten,
verzeichnen, es waren vor allem Betriebe mit weniger als 20 Vélkern von erhéhten Winterverlusten
betroffen. Dieses Ergebnis, als auch jene Resultate, die wir wahrend der Projektlaufzeit von
»+Zukunft Biene“ (Brodschneider et al., 2018b) gefunden haben, werden durch internationale
Untersuchungen, die mehrere européische Lander umfassen, bestatigt (van der Zee et al., 2014,
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Brodschneider et al., 2016; Brodschneider et al., 2018a). Auch in den USA sind in bestimmten,
aber nicht allen Untersuchungsjahren bei steigender Betriebsgrof3e geringere Winterverluste
festgestellt worden. Die an der Untersuchung teilnehmenden Imkerinnen wurden dort anhand der
Anzahl ihrer Volker in drei Kategorien eingeteilt: ,backyard beekeepers® (<50 Volker), ,sideline
beekeepers” (51-500 Volker) und ,commercial beekeepers” (>500 Vdlker). Als Ursache fir die
Unterschiede in den Verlustraten werden mehrere Faktoren diskutiert. Es wird zum Beispiel ein
Einfluss der BetriebsgroRRe auf die Betreuungsqualitat der Vélker angenommen: ,Commercial
beekeepers® zeigen oft mehr technisches Wissen in der Krankheits- und Schéadlingsbekampfung —
insbesondere bei der Bekdmpfung der Varroamilbe — als ,backyard beekeepers®, welche die
Bienenhaltung nicht gewerbsmaRig betreiben (Lee et al., 2015). Auch die Wahl der Methode und
die Qualitat der verwendeten Bekampfungsmafl3nahmen konnte in Abhéangigkeit von der
Betriebsgrofle eine andere sein (Underwood et al., 2019; Thoms et al., 2018). Diese Argumente
lassen sich moglicherweise eingeschréankt auch auf die dsterreichischen Imkereien tbertragen,
auch wenn hier Betriebe mit tber 500 Vdlkern die Ausnahme bilden.

Wir konnten im Untersuchungsjahr 2018/19 erstmals im Vergleich zu den Vorjahren einen
Unterschied in den Verlustraten von Wander- und Standimkereien feststellen. Demnach erlitten
Wanderimkereien, welche ihre Bienenvolker zu Trachtquellen transportieren, signifikant weniger
Verluste als Standimkereien. Der Transport von Bienenvoélkern kann einerseits zwar Stress fir die
Bienen bedeuten, ermdglicht andererseits aber eine verbesserte Nahrungsversorgung, wodurch
dieses Ergebnis erklart werden kénnte.

Wie in den Vorjahren wurden signifikant hohere Winterverluste bei Vorhandensein der
Trachtpflanze Mais berichtet. Als Ursachen daflir werden der Einsatz von Pflanzenschutzmitteln
und einseitige Erndhrung (Brodschneider & Crailsheim, 2013) diskutiert. Hocherl et al. (2011)
konnten zeigen, dass im Pollen von Maispflanzen zwar nur sehr geringe Mengen Histidin
vorhanden sind, jedoch alle anderen essentiellen Aminosauren in gréf3erer Menge als in
gemischten Pollen vorkommen. Dennoch hatten in dieser Studie Bienen, die mit einer
ausschlieB3lichen Mais-Pollen Diat gefuttert wurden, eine auffallig niedrigere Lebenserwartung als
Bienen, die mit einem Pollengemisch gefittert wurden. RundlIof et al. (2015) zeigen in ihrer Studie
aus Schweden negative Effekte von mit Pestiziden behandelten Kulturen auf Wildbienen (solitare
Bienen, Hummeln), die Untersuchung konnte aber keinen signifikanten Einfluss auf die
Uberwinterung von Honigbienenvoélkern nachweisen. Ein solcher Beweis wurde von Woodcock et
al. (2017) in einer grof3 angelegten Feldstudie teilweise erbracht. Als weitere Ursache fur hohe
Winterverluste im Zusammenhang mit Trachtpflanzen wird eine einseitige Erndhrung durch
mangelndes Trachtangebot, welches durch Monokulturen zustande kommt, angenommen
(Brodschneider & Crailsheim, 2013). Aus epidemiologischer Sicht kdnnen wir also einen
signifikanten Zusammenhang mit bestimmten vorhandenen Trachtquellen festhalten, wobei diese
Trachtquellen auch stellvertretend fiir andere (nicht abgefragte oder bisher unbekannte)
abtragliche Standortverhaltnisse stehen kénnen. Es kénnen keine kausalen Griinde fir die
erhdhten Verluste beim Vorhandensein bestimmter Trachtpflanzen genannt werden, diese
Trachtpflanzen kénnen aber als Indikator von fur Bienenvélker nicht idealen Standorten gesehen
werden, wie auch in der Untersuchung zum Einfluss der Landnutzung auf die Wintersterblichkeit
des Vorlauferprojekts diskutiert wird (Kuchling et al., 2018). 2018 haben wir, in Anlehnung an
COLOSS, neue Trachten in den Katalog aufgenommen, die zwar immer wieder als
Einflussfaktoren diskutiert werden, die aber noch nicht empirisch untersucht wurden. Dazu zéhlen
die Waldtracht, Waldtracht mit Melezitose (sogenannter Zementhonig) und spatblihende
Zwischenfriichte (zum Beispiel Olrettich, Phacelia und Senf). Im untersuchten Winter konnte keine
dieser Trachten als signifikanter Risikofaktor identifiziert werden, da aber zum Beispiel Melezitose
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von den Witterungsbedingungen abhéngig ist, werden wir diese Fragestellungen in den n&chsten
Jahren beibehalten.

Fur die Seehthe konnte im Winter 2018/19, nachdem im Vorjahr erstmals kein statistisch
signifikanter Einfluss festgestellt werden konnte, wieder ein epidemiologischer Zusammenhang
zwischen dem Uberwinterungserfolg von Bienenvdélkern und der Seehohe des Bienenstandes
nachgewiesen werden. Bienenstande die Gber 600m Seeho6he liegen haben signifikant weniger
Winterverluste als Betriebe welche auf einer Hohe von 201m bis 600m liegen. Mégliche Griinde fur
diese Unterschiede kdnnen klimatische Unterschiede, aber auch unterschiedliche Landnutzung
sein. Die Seehthe hat Auswirkungen auf das Klima, was sich einerseits in
Vegetationsunterschieden, und andererseits in hoheren Lagen zu verspatetem Brutbeginn und
friherer Brutfreiheit bemerkbar macht. Dadurch verkirzt sich die Zeitspanne, in der sich die
Varroamilbe in der Brut vermehren kann.

Bei den Untersuchungen beziiglich Wabenhygiene konnte festgestellt werden, dass jene
Imkereien die 1 bis 30% ihrer Waben austauschen eine signifikant héhere Verlustrate
verzeichneten als Imkereien, die Uber die Wabenhygiene in ihren Bienenvolkern keine Angaben
machten. Generell kénnen Ansammlungen von Pestizidriickstdnden, wie auch von
Krankheitserregern im Wachs, die Uberlebensrate von Bienenvolkern vermindern. Eine
vollstandige Rickstandsfreiheit des neuen Wabenmaterials kann in unserer Untersuchung
mangels Uberprifung allerdings nicht als gegeben angenommen werden.

Seit 2016/17 wird auf Wunsch der Imkerlnnen auch der Einfluss der verschiedenen Betriebsweisen
(zum Beispiel, Bio-Imkerei, kleine Brutzellen, Beutenisolierung) auf die Winterverlustrate getestet.
In Winter 2018/19 verzeichneten Imkereien, die Wachs zukauften, signifikant héhere Verlustraten
als Imkereien, die kein Wachs zukauften, sondern einen eigenen Wachskreislauf realisierten. Die
Durchfiihrung eines eigenen Wachskreislaufes kann fur Professionalitat des Imkereibetriebes
sprechen. Zusatzlich ermdglicht das Verfahren aber auch eine bessere Kontrolle Gber Inhaltsstoffe
des Wachses wie zum Beispiel Pestizidriickstande, welche in eingelagerte Pollen gelangen
kénnen und so wiederum einen negativen Einfluss auf die Wintersterblichkeit des Bienenvolkes
haben kénnen (Calatayud-Vernich et al., 2018; Payne et al., 2019). Berry et al. (2001) konnten
zeigen, dass auch das Alter der Waben Einfluss auf das Wachstum und die Uberlebensrate eines
Bienenvolkes haben kann: Vélker mit neuen Waben produzierten im Durchschnitt groRere
Bereiche mit Brut, groRere Bereiche mit eingedeckelter Brut sowie Jungbienen mit héherem
Indiviudalgewicht. Die Uberlebensrate der Brut war in diesen Versuchen allerdings in Volkern mit
alteren Waben signifikant héher, was an der Regulation des Mikroklimas in der Zelle liegen kdnnte.
Koenig et al. (1986) zeigten in ihrer Arbeit den Einfluss von verschiedenen Brutwabentypen auf
das Vorkommen von Kalkbrut in Honigbienenvdlkern, wobei hier alte Brutwaben die Entwicklung
von Kalkbrut im Volk férdern.

Im Kampf gegen hohe Winterverluste spielt die Behandlung der Vélker gegen die Varroamilbe eine
wichtige, wenn nicht sogar die zentrale Rolle. Der Parasit hat einen grof3en Einfluss auf den
Uberwinterungserfolg von Bienenvdlkern (Dahle, 2010), insbesondere auch dadurch, dass die
Milbe als Vektor fur andere Pathogene, wie Viren, dient (Rosenkranz et al., 2010). Deshalb waren
nicht nur die Erhebungen lber die verschiedenen Behandlungsmethoden, sondern auch tber die
Haufigkeit und den Zeitpunkt der Behandlungen wichtiger Bestandteil unserer Untersuchungen.

Im aktuellen Untersuchungsjahr haben 92,5% aller Imkerinnen in Osterreich eine Bestimmung des
Varroa-Befalls durchgefiihrt. Vergleicht man diese Betriebe mit jenen, die eine solche Bestimmung
nicht durchgefihrt haben, lasst sich sagen, dass erstere eine signifkant niedrigere Verlustrate
verzeichnen, wobei der Bestimmungszeitraum (ob in ein bis 3 oder in mehr als 3 Monaten der
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Varroa-Befall bestimmt wurde) an sich keine Unterschiede mit sich bringt. Erklaren lasst sich dies
maoglicherweise dadurch, dass Imkerinnen die Uber den Varroa-Befall ihrer Bienen Bescheid
wissen einerseits besser Uber den Gesundheitszustand ihrer Volker informiert sind, aber auch
dementsprechend besser auf den Befall reagieren kénnen.

Die Mehrheit der Imkerinnen in Osterreich bestimmten den Varroa-Befall im Untersuchungsjahr
2018/19 in den Monaten Juli bis September. Bei einer Analyse der Zeitpunkte wann die
Bestimmung des Varroa-Befalls durchgefuhrt wurde, konnte jedoch herausgefunden werden, dass
die Winterverlustrate der Bienenvélker von Imkerlnnen, die den Befall in den Monaten April und
Mai des Einwinterungsjahres, sowie Marz und April des Auswinterungsjahres, bestimmten,
signifikant niedriger war. Die Bestimmung in den Monaten Méarz und April ist hier wenig relevant,
da diese bereits nach der Auswinterung der Bienenvolker stattfand. Der positive Einfluss der
frihen Bestimmung in den Monaten April und Mai des Einwinterungsjahres kdnnte allerdings ein
Hinweis auf eine gute Betreuung der Bienenvdlker durch den Imkereibetrieb sein und die
mdoglicherweise damit einhergehende friihere Reaktion der Imkerinnen auf die Milbe.

Der vorherrschenden Lehrmeinung (Moosbeckhofer et al., 2015) folgend wenden 73,0% aller
Osterreichischen Imkereien sowohl Ameisensaure als auch Oxalsdure zur Bek&dmpfung der
Varroamilbe an. Die Nichtanwendung sowohl der einen als auch der anderen Saure fiihrte jedoch
zu keinen signifikant unterschiedlichen Uberwinterungsergebnissen. Wir schlieRen daher, dass
auch die angewandten Alternativen (zum Beispiel Thymolprodukte anstelle der Ameisensaure)
fachgerecht angewandt ahnlich gut zur erfolgreichen Uberwinterung verwendet werden konnen.
Betriebsweisen, die auf Ameisenséure verzichten und zum Beispiel mit biotechnischen Methoden
und Oxalséaure die Hauptentmilbung durchfiihren, erleiden keine signifikant héheren
Winterverluste. In zwei vergangenen Wintern mit sehr hohen Winterverlusten erwiesen sich solche
biotechnischen Methoden sogar als besser (Brodschneider et al., 2018b).

Vorangegangene Untersuchungen haben gezeigt, dass sich eine Drohnenbrutentnahme im April
positiv auf den Uberwinterungserfolg auswirkt (Brodschneider & Crailsheim, 2013). In der aktuellen
Untersuchung konnte dies zwar nicht bestatigt werden, jedoch hatte diesmal die
Drohnenbrutentnahme im Monat Mai einen positiven Einfluss auf den Uberwinterungserfolg.
Verglichen mit Imkereien, die in den Monaten April, Juni und Juli keine Drohnenbrut entfernt
haben, hatte die Entnahme der Drohnenbrut in diesen Monaten keine statistisch signifikant
geringere Verlustrate im Winter 2018/19 zur Folge. Hier ist auch anzumerken, dass eine einmalig
durchgefuhrte Drohnenbrutentnahme den Anstieg der Varroa-Population nicht so konsequent
verringert, wie eine mehrmals durchgefihrte (Calderone, 2005).

An dieser Stelle sei auf die oftmalige Verwendung mehrerer unterschiedlicher Bekampfungsmalf3-
nahmen in Kombination hingewiesen. Es war nicht das Ziel dieser Untersuchung, den Uberwin-
terungserfolg von Betrieben mit einer ausschliel3lichen Varroabekampfungsstrategie mit Betrieben
die ausschlieBlich eine andere Strategie verfolgen zu vergleichen. Vielmehr haben wir die in
Osterreich tatsachlich angewandten Strategien dargestellt und diese auf die daraus erfolgte
Uberwinterung hin untersucht.

Fur den Winter 2018/19 Iasst sich sagen, dass die Anwendung von biotechnischen Methoden
(Hyperthermie und Drohnenbrutentnahme ausgenommen), wie die Verwendung von Fangwaben
oder Bannwaben oder die komplette Arbeiterinnenbrutentnahme, zu einer signifikant niedrigeren
Verlustrate gefuihrt hat. Dabei ist zu bertcksichtigen, dass auch diese Methoden zumeist in
Kombination mit anderen Bek&mpfungsmaflinahmen angewendet werden. Auch Lodesani et al.
(2019) konnten in einer Feldstudie einen positiven Effekt von friih angewendeten biotechnischen
Methoden auf Varroabefallene Vélker nachweisen. Ansonsten lasst sich fir den Winter 2018/19
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zusammenfassen, dass keine besonders erfolgreiche oder erfolglose Strategie in der
Varroabekdmpfung identifiziert werden konnte.

Unsere Untersuchung hat gezeigt, dass ein Grof3teil der teilnehmenden Imkerinnen eine Form der
Oxalsaurebehandlung im Winter zur sogenannten Restentmilbung eingesetzt haben. Dabei kann
die Oxalsaure verdampft, getraufelt, gespriiht oder als Fertigmischung (Hive-
clean/Bienenwohl/Varromed) eingesetzt werden. Die Art und Weise der Winterbehandlung mit
Oxalsaure hatte keinen Einfluss auf die Bienensterblichkeit im aktuellen Winter. Wir haben des
Weiteren untersucht, ob der Zeitpunkt der Anwendung von Bedeutung ist. Daflir wurden die
Monate November, Dezember und Janner zur Analyse herangezogen (unabhangig von der
restlichen Anwendungshéaufigkeit im Untersuchungszeitraum), wobei die Methode am haufigsten
im Dezember eingesetzt wird. Auch hier konnte kein signifikanter Unterschied festgestellt werden.
Dies lasst sich dadurch erklaren, dass die Oxalsdurebehandlung fast flachendeckend stattfand und
dadurch fast immer eine solche Behandlung angewandt wurde. Es gibt also keine verlassliche
Kontrollgruppe von Imkereien, die nicht mit Oxalsdure arbeitet. Das unterstreicht die Bedeutung
der Oxalsdure und die Alternativliosigkeit in der Winterbehandlung. Au3erdem wirken
Behandlungen mit Oxalsaure auf die an Bienen ansitzenden Varroamilben, und damit
ausschlieRlich bei Brutfreiheit der Vélker (Rosenkranz et al., 2010). Uber das tatsachliche
Vorherrschen von Brutfreiheit bei Anwendung der Oxalsdure kann im Rahmen dieser Unter-
suchung keine Aussage getroffen werden. Die Behandlung mit Oxalsdure zielt dabei auf eine
Reduktion der Milbenpopulation fur das Folgejahr ab.

Ein weiterer wichtiger Faktor im Uberleben von Bienenvolkern ist die Vitalitat der Konigin. Eine
internationale Untersuchung von van der Zee et al. (2014) dazu ergab, dass Imkereien, die
angaben, mehr Kéniginnen-Probleme als im Vorjahr beobachtet zu haben, auch héhere Winter-
verluste hatten. Wir konnten keinen solchen Zusammenhang mit der Frage nach Koniginnen-
Problemen beobachten — die Winterverluste der vier Gruppen ,Haufiger, ,Normal®, ,Seltener” und
~WVeilk nicht* unterscheiden sich nicht signifikant. Die Beurteilung der Kéniginnen durch die
Imkerlnnen fiel mit nur 6,2% Angaben ,haufiger auftretender Kéniginnenprobleme, auch im
Vergleich der letzten Jahre, gut aus.

Zudem stellten sowohl van der Zee et al. (2014) als auch Genersch et al. (2010) fest, dass junge
Kdniginnen, das bedeutet im Vorjahr begattete Koniginnen, einen positiven Einfluss auf die
Uberlebenswahrscheinlichkeit der Volker haben. Im Vergleich zu Volkern mit einer alteren Konigin
haben Volker mit einer jungen Konigin signifikant hohere Chancen den Winter zu tberleben. Auch
wir konnten dieses Ergebnis heuer bestétigen: die Winterverlustrate nahm mit zunehmendem
Prozentsatz junger Kdniginnen pro Imkerei signifikant niedriger ab. Als Grund wird unter anderem
die groRere Menge an Brut angenommen. Genauere Ursachen flir den gesteigerten
Uberwinterungserfolg konnten jedoch noch nicht gefunden werden (Genersch et al., 2010). Eine
weitere Ursache fir einen verminderten Uberwinterungserfolg von Vélkern mit einer alteren
Kdnigin konnte in der gesundheitlichen Beeintrachtigung dieser Konigin aufgrund von
Neonicotinoiden liegen (Williams et al., 2015).

Bienenviren stehen im Fokus des Projektes ,Zukunft Biene 2“. Wir haben deshalb nach einem
Préadiktor gefragt, der mit dem Flugeldeformationsvirus in Zusammenhang steht (siehe Modul A).
Hierflr wurde das Auftreten von Arbeitsbienen mit verkrippelten Fliigeln abgefragt, wobei die
Optionen ,Haufig, ,\Wenig*, ,Uberhaupt nicht* und ,Weil nicht* zur Auswahl standen. 32 Imkereien
haben angegeben, solche verkrippelten Fligel wahrend der Bienensaison 2018 ,Haufig*
beobachtet zu haben. Diese Betriebe hatten auch eine signifikant hohere Verlustrate an
Bienenvoélkern als alle anderen Gruppen. Das bedeutet, dass ein vermehrtes Vorkommen von
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Arbeitsbienen mit verkriippelten Fliigeln als Alarmsignal fiir hohe Winterverluste betrachtet werden

kann.

Wie auch im Vorjahr haben wir aus den Winterverlustraten und dem Voélkerstand im Friihjahr davor
eine hypothetische Populationsdynamik der Bienenvolker vom Frihjahr 2013 bis zum Friihjahr
2019 modelliert (siehe Abschnitt 1.4.3.1.1., Abbildung 1.6). Dabei zeigt sich, dass eine
Vermehrung Uber den Sommer, etwa durch eigene Nachschaffung oder Zukaufe, eine konstante,
sogar steigende, Bienenpopulation in Osterreich erlaubt. In Jahren mit geringen Voélkerverlusten,
wie etwa im Winter 2015/16, aber auch im hier vorliegenden Untersuchungswinter 2018/19, sind
die Imkerlnnen in der Lage, diese Verluste im Sommer auszugleichen und eine grol3ere Anzahl an
Bienenvélkern im folgenden Herbst einzuwintern. Unser Modell ist aber nur begrenzt gliltig — je
nach Hohe der Winterverluste sind von den Imkerlnnen dementsprechend Zeit und Geld zu
investieren, um eine Population vergleichbar mit dem Vorjahr aufzubauen beziehungsweise zu
erhalten. Die Arbeit und Kosten fir die Nachschaffung werden dabei vorwiegend von
Kleinimkereien, welche den GroRteil der Bienenpopulation in Osterreich betreuen, getragen.
Okonomische Abschatzungen dieser Leistungen zum Erhalt einer starken Bienenpopulation sollten
fur eine nachhaltige Entwicklung des Imkereisektors berlcksichtigt werden.

Zusammenfassend zeigt sich, dass hohe Winterverluste von Bienenvolkern, wie Sie 2014/15
aufgetreten sind, zumindest in einem bestimmten Ausmal’ durch eine zeitgeméale Bekampfung
der Varroamilbe, wie zum Beispiel mit Hilfe biotechnischer Methoden, reduziert werden kénnen. Im
Winter 2018/19 konnte mit 15,2% eine Winterverlustrate erfasst werden die im mittleren Bereich
liegt. Es konnten bereits bekannte negative Effekte, wie im Vergleich zum Vorjahr haufiger
auftretende Koniginnenprobleme wahrend der Saison und geringere BetriebsgrofRen als auch neue
Effekte, wie zum Beispiel der positive Einfluss der Wanderimkerei und der Bestimmung des
Varroa-Befalls, nachgewiesen werden. Des Weiteren konnten allerdings epidemiologisch auch
andere Griunde fur die hohen Verluste identifiziert werden, die jedoch aufRerhalb des direkten
Einflussbereichs der Imkereien liegen. So konnten wir beispielsweise signifikante Einfllisse der
Seehohe des Bienenstands und der von Bienen laut Imkerinnen genutzten Trachtpflanzen
nachweisen.

Weiterhin nicht vollstandig geklart bleibt die Frage, warum in manchen Jahren sehr viele und in
anderen Jahren sehr wenige Bienenvdlker den Winter nicht Uberleben. In Anséatzen scheinen
Betriebsweisen-unabhéngige Faktoren wie das Wetter (Switanek et al., 2017) oder, eingeschrankt,
weil weniger stark schwankend, die Landnutzung (Kuchling et al., 2018) fur diesen Effekt verant-
wortlich zu sein. Die Belastung der Bienenvdlker variiert von Jahr zu Jahr, und in manchen Jahren
ist es schwieriger, die Volker erfolgreich zu Uberwintern als in anderen Jahren. Gerade aus Win-
tern mit hohen Verlustraten kdnnen wir wissenschaftlich belegte Empfehlungen tber Anpassungen
der Betriebsweisen (inklusive Varroa-Bekédmpfungsstrategien) ablesen, wohingegen uns ein Winter
mit geringen Verlusten wenig Gelegenheit bietet, die Spreu vom Weizen der Betriebsweisen zu
trennen. Ein weiteres Argument bei der Interpretation stark schwankender Verlustraten ist der
mogliche Einfluss von betrieblich bis Giberregional auftretenden Mehrjahresdynamiken, der noch
weiterer Untersuchungen bedarf.
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(A) Virenmonitoring

2.1 Zusammenfassung des Virenmonitorings 2018

Im Modul A wird ein 6sterreichweites Monitoring von Bienenviren durchgefihrt. Trotz der
Bedeutung der Bienenviren fur die Bienengesundheit ist Uber das Vorkommen von Viren in
Osterreichs Bienenvolkern bisher nur begrenztes Wissen vorhanden, das keine gesicherten
Aussagen zur generellen Pravalenz der Bienenviren in Osterreich erlaubt. Daher wird die
Pravalenz von acht Bienenviren auf Bienenstandniveau Uber drei Jahre erhoben. Diese Viren
umfassen das Akute Bienenparalyse-Virus (ABPV), das Schwarze Kdniginnenzellen-Virus
(BQCV), das Chronische Bienenparalyse-Virus (CBPV), das Flugeldeformationsvirus (getrennt in
Typ A (DWV-A) und Typ B (DWV-B)), das Israelische Akute Paralyse-Virus (IAPV), das Kashmir-
Bienenvirus (KBV) und das Sackbrutvirus (SBV).

Mit dem 2. Zwischenbericht liegen nun die Ergebnisse fir die erste Probenahme im Herbst 2018
vor, an der 198 Imkerinnen aus ganz Osterreich teilnahmen. In den Bienenproben wurden sechs
der acht untersuchten Viren gefunden, die Viren IAPV und KBV wurden in keiner Probe
nachgewiesen. Die beiden am haufigsten nachgewiesenen Viren, BQCV und DWV-B, waren in
fast allen Bienenproben nachweisbar. BQCV war in 191 der 198 Proben (Préavalenz: 96%;
Konfidenzintervall: 93-98%) und DWV-B in 181 der Proben nachweisbar (91%; Konfidenzintervall:
87-95%). ABPV und SBV wurden in etwa der Halfte der untersuchten Proben gefunden. ABPV war
in 106 Proben (54%; Konfidenzintervall: 47-60%) und SBV in123 Proben nachweisbar (62%;
Konfidenzintervall: 55-69%). CBPV und DWV Typ A (DWV-A) wurden selten nachgewiesen: CBPV
in 17 Proben (9%; Konfidenzintervall: 5-13%) und DWV-A in 2 Proben (1%; Konfidenzintervall: 0-
3%).

Der Virustiter der positiven Proben variierte bei allen nachgewiesenen Viren um mehrere
Zehnerpotenzen. Der minimal gemessene Titer lag zwischen 10* und 10° RNA-Kopien/ml
Homogenat, der maximal gemessene Wert zwischen 10° und 102 RNA-Kopien/ml Homogenat.
Die drei Viren ABPV, BQCV und SBV hatten die geringsten Titer (Median zwischen 10° und 10°
RNA-Kopien/ml Homogenat). Bei CBPV und DWV-B wurden héhere Virustiter gemessen (Median
zwischen 10°¢ und 107 RNA-Kopien/ml Homogenat). DWV-A wurde nur in zwei Proben gemessen
(Werte: 2x10% 4x108 RNA-Kopien/ml Homogenat).

Auswertungen der Faktoren Bundeslandzugehdrigkeit, Seehdhe und Virussymptomatik im Volk
zeigten signifikante Zusammenhange. Dabei traten vier Viren (ABPV, BQCV, DWV-B, SBV)
vermehrt in den dstlichen Bundeslandern auf und selten in den Bundeslandern Tirol und Karnten.
Dies scheint vor allem mit der unterschiedlichen Seehdhe der Bundeslander zusammenzuhéngen,
da BQCV, DWV-B und SBV in hdheren Lagen signifikant seltener auftraten als in niederen Lagen.
Es gab einen signifikanten Zusammenhang zwischen dem Auftreten von Bienen mit verkriippelten
Fligeln und einem erhdhten DWV-B Titer in den Proben. Das CBPV-assoziierte Symptom
schwarz-glanzende Bienen trat signifikant haufiger auf Standen auf, in deren Proben CBPV
gefunden wurde.

Die Daten der n&chsten zwei Versuchsjahre werden es erlauben, Aussagen tber die Varianz der
Viruspravalenz zwischen verschiedenen Jahren zu machen. AuRerdem wird durch die
mehrjahrigen Untersuchungen die Menge verflgbarer Daten erhdht, was die Aussagekraft
beziiglich mdglicher Zusammenhéange zwischen Virustiter und Winterverlusten bzw.
Virussymptomatik erhéhen kann.
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2.2 Einleitung

Bienenviren gelten gemeinsam mit der Varroamilbe (Varroa destructor) als wichtige Faktoren fir
das Absterben von Bienenvdlkern tber den Winter (= Winterverluste; Carreck et al., 2010;
Genersch et al., 2010; Dainat et al., 2012b). Vor allem die Viren ABPV (Akute Bienenparalyse-
Virus), DWV (Flugeldeformationsvirus) und IAPV (Israelisches Akute Paralyse-Virus) stehen im
Verdacht, Winterverluste zu verursachen (Cox-Foster et al., 2007; Berthoud et al., 2010; Genersch
et al., 2010). Schwere Infektionen mit ABPV oder DWV gehen meist mit einem schweren Befall mit
der Varroamilbe einher. Diese fungiert als Vektor und tbertragt die Viren auf Bienen und
Bienenbrut (Bowen-Walker et al., 1999; Chen et al., 2004). Dadurch werden die Bienen doppelt
geschadigt; sowohl direkt durch die Saugtatigkeit und den Nahrstoffentzug durch die Milbe und
ihre Nachkommen als auch durch die Funktion als Virusvektor (Amdam et al., 2004; Highfield et
al., 2009). Auch wahrend des Jahres kénnen Virusinfektionen zu Ausfallen und Schwachungen
von Bienenvdlkern fuhren. In diesem Zusammenhang sind vor allem CBPV (Chronische
Bienenparalyse-Virus), BQCV (Schwarzes Koniginnenzellen-Virus) oder SBV (Sackbrutvirus) zu
nennen (Chen & Siede, 2007; Ribiere et al., 2010; Roy et al., 2015).

Zahlreiche internationale Studien zeigen, dass es bezlglich der Pravalenz von Bienenviren
zwischen den Regionen und den Erhebungsjahren betrachtliche Unterschiede gibt (Tentcheva et
al., 2004; Genersch et al., 2010; Traynor et al., 2016). Es sind daher entsprechende eigene
Untersuchungen erforderlich, um Informationen zur Situation in Osterreich zu erhalten.

Trotz der Bedeutung der Bienenviren fir die Bienengesundheit ist iber das Vorkommen von Viren
in Osterreichs Bienenvolkern bisher nur begrenztes Wissen vorhanden. Dieses stammt aus
Vorlauferprojekten; meist von Bienen- und Brutproben aus abgestorbenen, kranken und
zusammenbrechenden Voélkern und von Vélkern mit Vergiftungssymptomen (Berényi et al., 2006;
Kdglberger et al., 2009; Girsch & Moosbeckhofer, 2012; Moosbeckhofer & Mayr, 2014). In toten,
geschwachten und erkrankten Volkern ist jedoch mit einem anderen Virenspektrum zu rechnen als
in gesunden Volkern (Amiri et al., 2015; Morawetz et al., 2018). Die Ergebnisse der Vorprojekte
erlauben somit keine gesicherten Aussagen zur generellen Pravalenz der untersuchten
Bienenviren in Osterreich. Auch kann mit den vorhandenen Daten nicht unterschieden werden,
welche Viren allgemein héaufig in Bienenvolkern auftreten und welche tendenziell bei Vélkern mit
Problemen zu finden sind.

Im vorliegenden Projekt wird daher die Pravalenz von sieben Bienenviren in Osterreich tber
mehrere Jahre erhoben (ABPV, BQCV, CBPV, DWYV, IAPV, KBV [Kashmir-Bienenvirus], SBV).
Vom DWV-Virus wurden in den letzten Jahren mehrere Typen beschrieben (Martin et al., 2012,
Mordecai et al., 2016). Im vorliegenden Projekt werden bei DWV die zwei Typen A und B
unterschieden (Martin et al., 2012). DWV Typ B wird in der Literatur auch als Varroa destructor
virus-1 (= VDV-1) bezeichnet. Daher werden im Projekt de facto acht Bienenviren erfasst und wird
im weiteren Bericht auf acht Bienenviren Bezug genommen.

Alle acht Viren wurden bereits in Osterreichischen Bienenvolkern nachgewiesen (Berényi et al.,
2006; Girsch & Moosbeckhofer, 2012; Koglberger et al., 2009; Morawetz et al., 2018), wobei IAPV
und KBV nur in wenigen Einzelvolkern nachgewiesen wurden (Girsch & Moosbeckhofer, 2012).

Primares Ziel des Virenmonitorings im Projekt ,Zukunft Biene 2“ ist die Klarung folgender Fragen
beziglich der Virenpravalenz:

e Wie hoch ist die Pravalenz der acht genannten Bienenviren in Osterreich?
e Gibt es Schwankungen in der Viruspravalenz zwischen den drei Untersuchungsjahren?
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Das sekundare Ziel ist es, den moglichen Einfluss der in den Bienenvolkern nachgewiesenen Viren
in Bezug auf Winterverluste zu untersuchen. Dabei kbnnen mit dem zu erwartenden Datensatz
folgende Fragen behandelt werden:

o Gibt es eine Korrelation zwischen dem Auftreten von einzelnen Bienenviren vor der
Einwinterung und den Winterverlusten bei den Probenvilkern/dem beprobten Bienenstand
im darauffolgenden Winter?

o Gibt es eine Korrelation zwischen der Hohe des Virustiters der unterschiedlichen
Bienenviren vor der Einwinterung und den Winterverlusten bei den Probenvdlkern/dem
beprobten Bienenstand im darauffolgenden Winter?

Die zu erwartenden Gesamtergebnisse werden es mdglich machen abzuschétzen, welche der
untersuchten Bienenviren fur die Bienengesundheit — und damit fir den Bienenbestand und die
Imkereiwirtschaft in Osterreich — von hoher Relevanz sind. Gleichzeitig werden Viren und deren
kritsche Titerwerte identifiziert, die im Untersuchungszeitraum einen negativen Einfluss auf die
Uberwinterung der Bienenvolker haben.

2.3 Material und Methode
2.3.1 Zeitablauf

Im Modul A — ,Virenmonitoring“ wird im September die Pravalenz von acht Bienenviren in drei
aufeinander folgenden Jahren erhoben (2018-2020). Der September wurde als Beprobungsmonat
gewahlt, weil die meisten Viren zu diesem Zeitpunkt die héchste Pravalenz aufweisen (De Miranda
et al., 2013). Die dreijahrige Laufzeit erlaubt es, die Pravalenz der Viren zwischen den Jahren zu
vergleichen.

Vor Beginn des ersten Versuchsjahres wurden interessierte Imkerinnen und Imker fir eine
Teilnahme gewonnen (Februar - Mai 2018, Kapitel 2.3.2). Aus diesen wurden mittels einer
stratifizierten Zufallsauswahl die 200 Teilnehmerinnen und Teilnehmer fur die Studie ausgesucht
und ihre Teilnahme fixiert (Abbildung 2.1, Kapitel 2.3.3). Es ist geplant, dass diese tber den
gesamten Zeitraum an dem Projekt teilnehmen. Eventuelle Ausfélle werden im Frihsommer des
jeweiligen Jahres durch Interessentinnen und Interessenten von der Warteliste ersetzt.

Das Virenmonitoring lauft in allen drei Jahren ident ab (Abbildung 2.1). Ende August werden die
Materialien zur Durchfiihrung der Probenahme von der Abteilung Bienenkunde und Bienenschutz
(BIEN) an die Teilnehmerinnen und Teilnehmer verschickt. In den ersten Septemberwochen fihren
die Teilnehmerinnen und Teilnehmer die Probenahme gemaf der beigelegten Arbeitsanleitung
durch (siehe Kapitel 2.3.4, Kapitel 2.6) und verschicken die Bienen danach lebend in
Kdniginnenversandkéfigen an die Abteilung BIEN. Sofort nach Eintreffen werden die Proben bei -
18°C tiefgekihlt und gelagert. Im weiteren Verlauf werden die Proben dann fir die Virusanalytik
vorbereitet.

Die Probenanalyse auf die acht zu untersuchenden Bienenviren wird an der AGES, Abteilung
Molekularbiologie (MOBI) des Instituts fir veterinarmedizinische Untersuchungen Mddling (IVet-
Modling), mittels quantitativer real time RT-PCR im jeweils der Probenahme folgenden Winter
durchgefuhrt (siehe Kapitel 2.3.7). Die Teilnehmerinnen und Teilnehmer werden jedes Jahr
voraussichtlich im auf die Probenahme folgenden Februar Uber die Ergebnisse der Virusanalyse
informiert. Im darauffolgenden Friihling melden die teilnehmenden Imkerinnen und Imker die
Uberwinterungsergebnisse fiir die Probenvolker sowie fiir den gesamten beprobten Bienenstand
an die Abteilung BIEN zurtick. Diese Daten werden fur die Prifung mdéglicher statistischer
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Zusammenhénge zwischen der Viruspréavalenz / der Hohe der Virusbelastung (Virustiter) und
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Material- Untersuchungs-
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Abbildung 2.1: Schematischer Ablauf des Virenmonitorings pro Versuchsjahr.

2.3.2 Werbung und Auswahl der Teilnehmerinnen

Eine Stichprobe sollte reprasentativ fur die Grundgesamtheit sein, damit ihre Ergebnisse deren
Eigenschaften wahrheitsgeman wiedergeben. Eine reprasentative Stichprobe lasst sich unter
anderem dadurch erstellen, dass die Elemente der Stichprobe zufallig aus der Grundgesamtheit
ausgewahlt werden (van der Zee et al., 2013). Dies hiel3e im Falle des Virenmonitorings, dass die
teilnehmenden Bienenstande zufallig aus einer Liste aller in Osterreich vorhandenen Bienenstande
gezogen werden. Ein solches Bienenstandregister liegt in Osterreich seit dem Jahr 2017 im
Rahmen des Veterinarinformationssystems (VIS) vor. Diese VIS-Aufzeichnungen dirfen jedoch
ausschlieRlich zum Zwecke der Uberwachung und Bekampfung von Tierseuchen und der
Uberwachung der Lebensmittelsicherheit verwendet werden (TSG § 8 Abs. 6). Daher war es nicht
moglich, diese Daten zur Auswahl der Teilnehmerinnen des Virenmonitorings heranzuziehen.
Stattdessen wurde in der Imkerschaft fur die Teilnahme am ,Virenmonitoring“ geworben.
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Abbildung 2.2: Beispiele der Werbung fir das Virenmonitoring auf Facebook und Twitter.

Bei der Teilnehmerwerbung wurde eine Vielzahl an Informationskanélen verwendet, um eine
moglichst breite Bandbreite an Imkerinnen und Imkern zu erreichen und einen systematischen
Auswabhlfehler zu vermeiden. Wir informierten die Imkerinnen und Imker Gber die Mdglichkeit zur
Teilnahme sowohl Uber die Verbandstrukturen (Werbung auf Jahreshauptversammlungen, Email-
Aufruf an die Landesverbande, etc.) und die 6sterreichische Imkerzeitschrift ,Bienen aktuell als
auch Uber alternative Kanale wie den AGES Facebook- und Twitter-Account (Tabelle 2.1,
Abbildung 2.2). Dabei wurden zur Verstarkung der Botschaft ,Wir machen den Viren-Check" auch
Imker und Imkerinnen, die sich dazu bereit erklart hatten, als aktive Vorbilder prasentiert.

AuRerdem wurden Teilnehmerinnen und Teilnehmer aus der Beobachtungsstudie und der
COLOSS-Studie des Vorprojektes ,Zukunft Biene®, die einer weiteren Kontaktaufnahme schriftlich
zugestimmt hatten, gezielt angeschrieben. Die Anmeldung zur Teilnahme erfolgte sowohl ber ein
Online-Formular als auch per Papierformular, das in der Fachzeitschrift ,Bienen aktuell*
abgedruckt war, sowie auf Imkerveranstaltungen ausgelegt wurde.
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Tabelle 2.1: MaBnahmen zur Teilnehmerinnenwerbung fir das Virenmonitoring im Zeitraum Februar

bis Mai 2018

Art der Werbung

Datum

MaRnahme

Internet

Artikel

Vortrag/Werbung auf
Imkertagungen

Individuelle Email-Aufrufe

Februar 2018
Februar 2018
Februar 2018
Mai 2018
Mérz 2018
Mai 2018

27.Janner 2018

17.Februar 2018

24. Februar 2018

24. Méarz 2018

21. April 2018
25. April 2018

Marz, April 2018

Februar 2018

29. Méarz 2018

April, Mai 2018

Aufruf auf ,www.zukunft-biene.at"

Aufruf auf ,www.imkerbund.at”

Aufruf auf ,www.biene-oesterreich.at"
Facebook und Twitter Kampagne (6 Postings)
Artikel in ,Bienen aktuell*

Erinnerung in ,Bienen aktuell”

Jahreshauptversammlung des Imkervereins Oberes Feistritztal -
Waldheimat

Jahreshauptversammlung des Wiener Landesverbandes fiir
Bienenzucht

Osterreichische Erwerbsimkertagung

Jahreshauptversammlung des NO Landesverbandes fiir
Bienenzucht

Bundesversammlung des 6sterreichischen Imkerbundes
Gesundheitsreferententagung

Email-Aufrufe an die Landesverbénde mit der Bitte auf den
Generalversammlungen fur die Teilnahme zu werben (sofern nicht
ohnehin ein Vortrag tiber das Projekt ,Zukunft Biene 2“ auf der
Versammlung stattfand)

Email-Aufrufe an 91 Teilnehmerlnnen der Beobachtungsstudie von
»Zukunft Biene®, die einer weiteren Kontaktaufnahme zugestimmt
hatten

Email-Aufrufe an ca. 1500 6sterreichische Imkerlnnen der
COLOSS-Studie, die einer weiteren Kontaktaufnahme zugestimmt
hatten

Zweiter Email-Aufruf mit der Bitte um Teilnehmerlnnen-Werbung an
die Landesverbénde der Bundeslander Karnten, Salzburg,
Oberdsterreich, Vorarlberg aufgrund unterdurchschnittlicher
Meldungsfrequenz in diesen Bundeslandern

2.3.3 StichprobengréfRe und Auswahl der Teilnehmerinnen

Als Stichprobengrofe fur das Virenmonitoring wurde die Anzahl von 200 Standen gewabhit. Bei
einer Stichprobe dieser Hohe kdnnen wir davon ausgehen, dass die Pravalenz eines
Virusaufkommens innerhalb eines 95%igen Konfidenzintervalls angegeben werden kann, das in
etwa £7% Schwankungsbreite besitzt (Abbildung 2.3). Dies heil3t, dass Pravalenzunterschiede von
14% zwischen den Versuchsjahren bei einer Stichprobengré3e von 200 als signifikant erkannt
werden kénnen. Um die Sensitivitat des Monitorings derart zu senken um Pravalenzunterschiede
zwischen den Versuchsjahren von 10% erkennen zu kénnen (Schwankungsbreite +5%), misste
die Stichprobengrol3e auf fast das Doppelte erhht werden (Abbildung 2.3) und wéare daher mit
einem unverhaltnismaiigen Aufwand an Kosten verbunden. Im vorliegenden Monitoring wird pro
Stand eine Sammelprobe von funf Vélkern ausgewertet. Das erhéht die Wahrscheinlichkeit eines
positiven Virusnachweises, da nur eines von funf Volkern infiziert sein muss, um ein positives
Ergebnis zu erhalten. Es ist daher zu erwarten, dass auf Standniveau tendenziell héhere
Pravalenzen auftreten werden als dies bei der Auswertung von Einzelvélkern der Fall wére.
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Abbildung 2.3: Berechnung der notwendigen Stichprobengré3e, um bei einer binomialen Verteilung der
unterschiedlichen zu erwartenden Pravalenzen ein 95%iges Konfidenzintervall von 5%, +6% und 7% zu
erreichen. Basis der Berechnung ist das Wilson-Konfidenzintervall, Berechnung durchgefiihrt in R mit der
Version 3.4.1 (R Development Core Team, 2017) mit dem package ,binomSamSize“ (H6hle, 2017). Die
gewahlte StichprobengréRe von 200 Standen ist als rote Linie eingezeichnet. Uberschreitet der graue Balken
die rote Linie, ware eine hdhere Anzahl an Stichproben als die gewahlten 200 notwendig um die gewtiinschte
Schwankungsbreite des Konfidenzintervalls zu erreichen (fast immer bei +5%, nie bei +7%).

Vor Durchfihrung der Auswahl wurde der Interessenten-Datensatz von Mehrfachmeldungen
bereinigt (insgesamt 297 Interessenten meldeten 339 Standorte). Dies gewdahrleistete, dass
Imkerinnen und Imker mit Einfachmeldungen eine gleich groRe Chance hatten ausgewahlt zu
werden, wie jene, die mit mehreren Standorten im Datensatz vertreten waren. Die Auswahl der
Teilnehmer erfolgte nach einer stratifizierten Zufallsauswahl. Die Stratifizierung betraf die
geografische Verteilung der ausgewahlten Bienenstande lber Osterreich. Das heil3t jedes
Bundesland war anteilig in dem Ausmal vertreten, der dem Anteil der im VIS gemeldeten
Bienenstande des Bundeslandes an der Gesamtanzahl der 6sterreichischen Bienenstéande
entsprach (Tabelle 2.2).
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Tabelle 2.2: VIS-Angaben zur Verteilung der Bienenstande und Imkereibetriebe tUber die dsterreichischen
Bundeslander (Quelle: BMASGK, Stichtag: 31.10.2017) sowie Angaben zur Anzahl der Meldungen von
Interessenten und Interessentinnen zur Teilnahme am Virenmonitoring 2018 und 2019 (Stichtag
12.08.2019), sowie die Anzahl der erhaltenen Proben im Monitoringjahr 2018. Fiir die Berechnungen anhand
der VIS-Daten wurde nur auf Imkereibetriebe und Bienenstande zurtickgegriffen, die mit mindestens einem
Volk im VIS registriert waren.

VIS Angaben Anzahl Monitoring 2018 Monitoring
2019
Bundesland Verteilun Verteilun Melgungen Anzahl Anzahl Anzahl
undeslander g X 9 von (Verteilung) (Verteilung) (Verteilung)
Imkerei- Bienen- Interessent- N iineh d
betriebe stande | ausgewahlter erhaltener te] nehmender
nnen Bienenstande Proben Bienenstande
Burgenland 3% 3% 13 6 (3%) 6 (3%) 6 (3,0%)
Karnten 12% 11% 38 23 (11%) 23 (12%) | 23 (11,5%)
NO 17% 20% 64 40 (20%) 39 (20%) | 39 (19,5%)
06 25% 22% 60 43 (22%) 42 (21%) | 43 (21,5%)
Salzburg 9% 7% 21 14 (7%) 16 (8%) 14 (7,0%)
Steiermark 15% 18% 37 36 (18%) 35 (18%) 37 (18,5%)
Tirol 12% 10% 30 21 (10%) 20 (10%) 20 (10,0%)
Vorarlberg 5% 6% 16 11 (6%) 10 (5%) 11 (5,5%)
Wien 2% 3% 18 6 (3%) 7 (4%) 7 (3,5%)
Gesamt 100% 100% 297 200 (100%) 198 (100%) 100
(100,0%)

2.3.4 Durchfiihrung der Probenahme

Die Probenahme wird jeweils im September der drei Versuchsjahre von den Imkerinnen und
Imkern selbst durchgefiihrt (Abbildung 2.4, Kapitel 2.6). Dafur werden sie von der Abteilung BIEN
per Post mit allen notwendigen Materialien zur Durchfiihrung ausgestattet (eine ausfuhrliche
bebilderte Arbeitsanleitung, Fragebogen, Plastiketiketten, Koniginnenkéfige samt Futterteig, einen
Fragebogen, frankiertes Ricksendekuvert). Die Arbeitsanleitung zur Probenahme ist im Anhang |
(Kapitel 2.6) zu finden, der Fragebogen im Anhang Il (Kapitel 2.7).

Im ersten Versuchsjahr wahlten die Imkerinnen und Imker die finf Versuchsvolker nach einem
vorgegebenen Schema aus und markierten sie mit Plastiketiketten (Details siehe Kapitel 2.6). Sie
wurden angewiesen, diese Etiketten die ganze Versuchsdauer an den jeweiligen Volkern zu
belassen, um die Vdlker zweifelsfrei wahrend der gesamten Studiendauer identifizieren zu kdnnen.
Sollte im Laufe der drei Studienjahre ein Volk ausfallen, wird es durch ein anderes Volk des
Bienenstandes ersetzt.

Die Bienenproben werden aus jener Zarge entnommen, in der sich die Brut befindet oder in der
Zarge des Bienensitzes, falls keine Brut vorhanden ist. Sie wird auf jener brutfreien Wabe
genommen, die an die aulRerste Brutwabe anschliel3t (Abbildung 2.4a). Falls keine Brut vorhanden
ist, wird die Probe von einer dul3eren Wabe des Bienensitzes genommen. Pro Probenvolk wird ein
Koniginnenversandkéfig mit zehn Bienen gefillt (Abbildung 2.4b). Als optionale Zusatzaufgabe
bitten wir die Imkerinnen und Imker ihre Vdlker auf folgende fiinf Krankheitssymptome
durchzusehen, die mit Virenbefall in Verbindung stehen kénnen: erhéhter Bienentotenfall vor dem
Volk, Varroamilben auf Bienen, Bienen mit verkrippelten Fliigeln, schwarz glanzende Bienen,
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Abbildung 2.4a-c: Ablauf der Probenahme. Die teilnehmenden Imkerinnen und Imker (a) identifizieren die
Wabe zur Probenahme (hier: Wabe angrenzend an das Brutnest) und (b) flllen einen
Koniginnenversandkéafig mit zehn Bienen. (c) Kafig und Fragebogen werden in ein vorfrankiertes und
adressiertes Kuvert gefillt und schnellstméglich an die AGES geschickt. Fotos aus der bebilderten
Arbeitsanleitung (siehe auch Kapitel 2.6).

Die funf gefilliten Kdniginnenversandkéfige werden gemeinsam mit dem ausgeftillten Fragebogen
in das vorfrankierte Riicksende-Kuvert gegeben (Abbildung 2.4c). Das Kuvert ist entsprechend
dem PRIO-Tarif der 6sterreichischen Post flr Packchen frankiert, der einen raschen Versand mit
Zustellung am nachsten Tag verspricht (Tarif ab 1.7.2018). Das Kuvert wird noch am selben oder
am néchsten Tag bei der Post aufgegeben. Wir ersuchen die Imkerinnen und Imker das Kuvert
zwischen Montag und Mittwoch aufzugeben, um zu verhindern, dass der Bienenversand Uber das
Wochenende ablauft und damit unndétig verlangert wird. Sofort nach Eintreffen der Kuverts in der
AGES werden diese auf -18°C gekihlt und die Bienen somit schnell abgetétet.

Zusatzlich werden die Teilnehmerinnen und Teilnehmer ersucht den beigelegten Fragebogen aus
zehn Fragen zu beantworten (Kapitel 2.7). Dieser enthalt allgemeine Fragen zu Imkerbetrieb und
Bienenstand, sowie Fragen zu HygienemaRnahmen und Volksgesundheit. Zusatzlich wird
abgefragt, bei wie vielen der Probenvolker die definierten Krankheitssymptome beobachtet wurden
(optional).

2.3.5 Probenbearbeitung

Nachdem die geschlossenen Proben-Kuverts mit den Bienenproben mindestens 24 Stunden bei
minus 18°C gelagert worden waren, wurden sie weiterbearbeitet. Der Fragebogen wurde
entnommen, auf Angabe des Probenahmedatums utberprift und mit einem Etikett des
Laborinformationssystems (LISA) versehen. Aus jedem der funf Bienenkéfige wurden zehn
Arbeiterinnen in ein ,Extracting Bag“ (BIOREBA AG) uberfiihrt und 50ml DEPC-behandeltem
autoklaviertem Wasser (Ambion) dazupipettiert (15ml bzw. 3ml pro 10 Bienen). Eventuell
vorhandene Drohnen wurden aussortiert. Bei 27 Proben waren zu wenige Arbeiterinnen in den
Kafigen (durchschnittliche Anzahl Bienen: 49,6 + 1,1 SD: minimale Anzahl Bienen: 39). Dies wurde
vermerkt und die Menge an DEPC-Wasser angepasst. Die Bienen wurden mit Hilfe eines
Homogenisators (HOMEX 6, Bioreba) homogenisiert. Das Homogenat wurde bis zur
Weiterverwendung bei -18°C gelagert.
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2.3.6 Abfrage Winterverluste

Es wurden die Winterverluste sowohl fur die funf Probenvélker als auch fir den gesamten
Bienenstand, auf dem das Monitoring durchgefiihrt wurde, abgefragt. Es wurde die Anzahl der
eingewinterten Volker sowie die Anzahl der Volker, die am Ende des Winters abgestorben waren
(tote Vdlker, leere Beuten), erhoben. Zusatzlich wurde abgefragt, wie viele der bei der
Auswinterung lebenden Voélker weisellos oder drohnenbrtig waren. Derartige Volker werden in der
COLOSS-Studie ebenfalls zu den Winterverlusten gezahlt und wurden erfasst um eine
Vergleichbarkeit zu erzielen (Brodschneider et al., 2016, 2018b).

Die Winterverluste wurden bei den meisten Teilnehmerinnen online durch einen an die
Teilnehmerlnnen per Email verschickten Link abgefragt. Auf Wunsch wurde auch ein Fragebogen
auf Papier ausgeschickt. In Ausnahmeféllen erfolgte die Abfrage per Telefon.

2.3.7 Virusanalytik

Die Bienenproben wurden an der AGES, Abteilung flir Molekularbiologie (MOBI), des Instituts fiir
veterindrmedizinische Untersuchungen (Modling), mittels quantitativer real time RT-PCR (RT-
gPCR) auf acht Bienenviren untersucht (ABPV, BQCV, CBPV, DWV-A, DWV-B, IAPV, KBV, SBV).

Fur die Analyse wurden die Bienen aller flinf Bienenproben eines Standes zu einer Sammelprobe
vereint. Dies hat den Vorteil, dass mit einer einzigen Probe kostengiinstig ein Uberblick tiber die
vorkommenden Viren und die Virusbelastung am Bienenstand mdglich ist. Allerdings ist als Folge
der Sammelprobenbildung eine statistische Prifung auf mogliche Korrelationen mit
Winterverlusten ausschlief3lich auf der Ebene der Sammelprobe und nicht auf der Ebene des
Einzelvolks maglich.

2.3.7.1 Plasmide und Bienenhomogenate zur Methodenetablierung und Validierung

Vom EU-Referenzlabor (EU-RL) fur Bienengesundheit in Frankreich (Anses Sophia Antipolis)
wurden die in der Tabelle 2.3 aufgelisteten Plasmide (ABCDS als Abkirzung fir die funf Viren
ABPV, BQCV, CBPV, DWV und SBV, wobei bei DWYV hier die beiden Genotypen DWV-A und
DWV-B, letzteres auch bekannt als Varroa destructor virus-1 — VDV-1 —, unterschieden werden)
als Standards zur Methodenetablierung und zur absoluten Quantifizierung der entsprechenden
Bienenviren zur Verfligung gestellt. Alle Plasmide standen nur in sehr begrenzter Menge zur
Verfligung, jeweils 12 pl der G9 Verdlnnung (0,2 x 10° Kopien/ul). Zudem wurden sechzehn
Bienenhomogenate vom EU-RL zur Methodenetablierung und im Rahmen eines Ringversuches fir
CBPV zur Verfugung gestellt (Tabelle 2.4).

Tabelle 2.3: Vom EU-RL im Jahr 2017 zu Etablierungs- und Validierungszwecken zum Nachweis von
ABPV, BQCV, CBPV, DWV-A, DWV-B und SBV zur Verfligung gestellte Plasmide.

Virus Plasmid, Bezeichnung EU-RL GréRRe in Basenpaaren (bp)

ABPV pB2 4371
BQCV pNC14 3716
CBPV pAbl 3815
DWV-A pC1 4393
DWV-B (VDV-1) pFabl 4651
SBvV pD1 4442
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Tabelle 2.4: Vom EU-RL zu Validierungs- und Ringversuchszwecken zum Nachweis von ABPV,
BQCV, CBPV, DWV-A und SBV zur Verfugung gestellte Bienenhomogenate.

Probennummer MOBI Probenbezeichnung EU-RL Virus

(Jahr des Probeneingangs)

3155-5 (2017)* ABCDS Method adoption sample ABPV, BQCV, CBPV,
DWYV, SBV

3155-6 (2017)* ABCDS Method adoption sample ABPV, BQCV, CBPV,
DWYV, SBV

3156-1 bis -10 (2017) (n=10) ILPT (CBPV) samples CBPV

913-1 (2018) CBPV-5.58 CBPV

913-2 (2018) CBPV-6.79 CBPV

913-3 (2018) CBPV-8.02 CBPV

913-4 (2018) CBPV-9.24 CBPV

*Bei diesen Proben handelt es sich laut Auskunft vom EU-RL um Replikate

Von der Abteilung BIEN wurden zehn Proben (Bienenhomogenate, Nukleinsdureextrakte, cDNA
bzw. Plasmide) fir die Etablierung der Reverse Transkriptase quantitative PCR (RT-qPCR) fur
IAPV und KBV zur Verfiigung gestellt (Tabelle 2.5).

Tabelle 2.5: Von der Abteilung BIEN zu Etablierungs- Validierungszwecken zum Nachweis von IAPV
und KBV zur Verfligung gestellte Proben. Zitate geben Uber die Arbeiten Auskunft, im Rahmen derer
die jeweiligen Proben gewonnen worden waren.

Probennummer Bezeichnung Probenart Virus (Nachweis mittels
MOBI (Jahr des BIEN gualitativer RT-PCR, BIEN)
Probeneingangs)
856-1 (2018) IT-1/730 RNA-Extrakt (verdinnt SBV, IAPV
1:30), 20 pl
856-2 (2018) IT-2/730 Bienenhomogenat, 500 ul | SBV, IAPV
856-3 (2018) IT-3/733 Bienenhomogenat, 500 pl | BQCV, DWYV, SBV, IAPV
856-4 (2018) IT-4/I1APV- Plasmidischer Klon pTB- IAPV
Plasmid 47 der publizierten
Sequenz EF219380 aus
Israel; ca. 2 ml
856-5 (2018) IT-5/ IAPV- Plasmidischer Klon A5 IAPV
Plasmid (Blanchard et al., 2008),
ca. 100 pl
856-6 (2018) IT- IAPV- cDNA | cDNA aus Isolat 57-2, IAPV
(Blanchard et al., 2008),
ca. 40 pl
856-7 (2018) KT-1/1125 RNA-Extrakt, 20 pl BQCV, SBV, KBV
856-8 (2018) KT-2/1125 Bienenhomogenat, 500 ul | BQCV, SBV, KBV
856-9 (2018) KT-3/1126 Bienenhomogenat, 500 ul | BQCV, SBV, KBV
856-10 (2018) KT-4/KBV- cDNA (Siede et al., 2005) | KBV
cDNA aus Deutschland, ca. 100
ul

Da die vom EU-RL bereitgestellten ABCDS Plasmide nur in sehr begrenztem Umfang zur
Verfligung standen, wurden diese nach Riucksprache mit dem EU-RL vermehrt. Dazu wurden
Verdinnungen (1:10 in Wasser) dieser Plasmide in chemisch kompetente Escherichia coli
Bakterien transformiert (MAX Efficiency® DH5a™ Competent Cells; Invitrogen), auf Agarplatten
mit Ampicillin (imMedia™ Growth Medium, agar, ampicillin, X-gal/IPTG; ThermoFisher) ausplattiert
und entsprechende Kolonien selektiert und in Liquid Broth plus Ampicillin (50ug/ml) kultiviert. Aus
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diesen Flussigkulturen wurden danach die in E. coli vermehrten Plasmide mit dem GeneJET
Plasmid Miniprep Kit (ThermoFisher) aufgereinigt und deren Reinheit und Menge mithilfe eines
Photometers (SmartSpec™ 3000 Spectrophotometer, BIORAD) bestimmt. Zusatzlich wurde die
DNA-Menge noch mit Fluorimetrie (Qubit 3 Fluorometer und Qubit dsSDNA BR Assay Kit;
ThermoFisher) bestimmt. S&mtliche Plasmide zeigten eine hohe Reinheit (OD260/280 Ratio >1,7).
Die Ergebnisse der beiden Quantifizierungsmethoden stimmten sehr gut Gberein (maximale
Abweichung 25%). Die Kopienanzahl wurde aus der bekannten Plasmidgrof3e (Tabelle 2.3) und
der mittels Fluorimetrie bestimmten DNA-Konzentration der Plasmidldsung (c_Plasmidlésung) mit
folgender Formel berechnet:

DNA — Konzentration

Plasmidlosung = wolekulargewicht des Plasmids

Anzahl Kopien
ul

Entsprechende Verdinnungsreihen im Konzentrationsbereich von 10! — 108 Kopien/5ul wurden fur
alle sechs (Tabelle 2.3) Plasmide in nukleasefreiem Wasser unter Zusatz von 30ng/pl tRNA
angefertigt. Ein mittels gPCR durchgefiihrter Vergleich der Ct-Werte aus Verdiinnungsreihen, die
einerseits anhand der in der Abteilung MOBI klonierten Plasmide, andererseits anhand der vom
EU-RL zur Verfiigung gestellten Plasmide hergestellt worden waren, ergab mit Ausnahme von
CBPV eine nahezu perfekte Ubereinstimmung der erhaltenen Ct-Werte. Bei CBPV ergab sich ein
deutlicher Unterschied zwischen den Plasmiden, die einerseits von der Abteilung MOBI,
andererseits vom EURL hergestellt, bzw. quantifiziert worden waren. Nachdem die von der
Abteilung MOBI erhaltenen Werte auch durch Wiederholung und Nachtestung mit einem weiteren
CBPV-Klon reproduzierbar waren und alle Plasmide auf die gleiche Art hergestellt, quantifiziert und
deren Konzentration berechnet worden war, wird davon ausgegangen, dass die seitens MOBI
berechneten Werte korrekt sind und es wurden in der Folge samtliche CBPV-Quantifizierungen der
Projektproben basierend auf dem von der MOBI hergestellten CBPV-Plasmid durchgefiihrt. Der
Unterschied zwischen dem CBPV-Plasmid der Abteilung MOBI und dem vom EU-RL wirkt sich in
der absoluten Quantifizierung in einem etwa zehnfachen Unterschied in der berechneten Viruslast
aus. Die anhand des EU-RL Plasmides berechneten Viruslasten wéaren etwa zehnmal hoher. Eine
vergleichende Quantifizierung der EU-RL ABCDS-Referenzproben, sowohl mit den vom EU-RL
bereitgestellten Standardplasmiden als auch den an der Abteilung MOBI propagierten Plasmiden,
ergab weitgehend Ubereinstimmende Werte fir alle sechs Bienenviren. Dementsprechend konnten
die neu hergestellten Plasmide, die nun in ausreichender Menge vorlagen, fur die Quantifizierung
von ABPV, BQCV, CBPV, DWV-A, DWV-B und SBV im Rahmen dieses Projektes verwendet
werden.

— 23
= Cplasmidissung X 6,02 x 10

2.3.7.2 Nukleinsaureextraktion aus Bienenhomogenaten

Die Nukleinsdureextraktion aus Bienenhomogenat-Proben erfolgte semi-automatisiert mit dem LSI
MagVet™ Universal Isolation Kit mit dem Protokoll ,RNA purification from total blood & serum” auf
dem KingFisher™ Flex (beides ThermoFisher). Die Extraktion erfolgte aus 100 pl Homogenat und
die gereinigte Nukleinsdure wurde in 80 pl Puffer eluiert und bis zur Analyse bei -20°C
(Langzeitlagerung bei -80°C) gelagert. Zu Vergleichszwecken wurden ausgewahlte
Bienenhomogenatproben manuell mit dem QlAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen), sowie
automatisiert mit dem NucleoSpin® 96 Virus Core Kit (Macherey-Nagel) auf der Freedom EVO®
150 Plattform (Tecan) extrahiert. Die Extraktion erfolgte im Fall des QIAamp Viral RNA Mini Kit aus
140 pl Homogenat und die gereinigte Nukleinsdure wurde in 60 pl Puffer eluiert. Beim
NucleoSpin® 96 Virus Core Kit erfolgte die Extraktion aus 100 pl Homogenat und die Elution in
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100 pl Puffer. Diese unterschiedlichen Verhaltnisse im Proben- zu Eluatvolumen wurden bei der
Berechnung der Viruskopienanzahl/ml berticksichtigt.

2.3.7.3 Methodenetablierung und -validierung zum Nachweis und zur Quantifizierung von
ABPV, BQCV, CBPV, DWV-A, DWV-B und SBV (ABCDS)

Fiar den Nachweis und die Quantifizierung von ABPV, BQCV, DWV-A, DWV-B und SBV mittels
RT-gPCR existiert eine Standard operating procedure (SOP), die vom EU-Referenzlabor (EU-RL)
fur Bienengesundheit in Frankreich (Anses Sophia Antipolis) zur Verfligung gestellt wurde. Die in
der SOP beschriebene ABPV RT-gPCR basiert auf der Quantifizierung der Kapsidprotein-
Gensequenz (Jamnikar-Ciglenecki & Toplak, 2012); die BQCV RT-gPCR auf dem C-terminalen
Bereich der Polyprotein Gen-Sequenz (Chantawannakul et al., 2006); die DWV-A und DWV-B RT-
gPCR Methoden auf der Quantifizierung der jeweiligen VP3-Kodiersequenz (Schurr et al., 2019)
und der SBV-Nachweis auf der Quantifizierung des N-terminalen Bereich der Polyprotein
Gensequenz (Blanchard et al., 2014). Fur den Nachweis und die Quantifizierung von CBPV stand
eine weitere SOP zur Verfugung. Die Methode beruht auf der Quantifizierung der RNA-abhéngigen
RNA-Polymerase (Rd-Rp) Gensequenz des CBPV-Genoms (Blanchard et al., 2007). Samtliche
Primer- und Sondensequenzen wurden anhand der oben zitierten Literatur bestellt (ThermoFisher
bzw. Eurofins), mit der Ausnahme, dass die Sonden fur ABPV, BQCV, DWV-A, DWV-B und CBPV
— anstelle des vom in den SOPs empfohlenen TAMRA — mit dem Black Hole Quencher 1 (BHQ-1)
versehen wurden.

In den beiden oben genannten SOPs erfolgt die Detektion und Quantifizierung der Bienenvirus
RNAs als two-step RT-gPCR (=Reverse Transkription-gPCR) mit getrennter Reverser
Transkription und darauffolgender gPCR Amplifikation der im Reverser Transkriptions-Schritt
erzeugten cDNA. Demgegenuber erfolgte die RT-gPCR im Rahmen dieses Arbeitspaketes als
one-step RT-gPCR, wobei RT und gPCR hintereinander im selben Reaktionsgefal stattfinden.
Hauptvorteil der one-step RT-qPCR ist, dass die Anzahl an Pipettierschritten und damit mogliche
Fehlerquellen reduziert werden. Zudem wird weniger Zeit flir das Probenhandling bendtigt, was die
one-step RT-gPCR besonders fir einen héheren Probendurchsatz, wie er in diesem Arbeitspaket
gegeben ist, attraktiv macht. Ein weiterer Unterschied zu den in den beiden EU-RL SOPs
angegebenen Protokollen besteht darin, dass hier keine parallele Amplifikation von interner
Kontroll-DNA durchgefuhrt wurde. Im Gegensatz dazu wurde die Abwesenheit von PCR-
Inhibitoren im Rahmen dieses Projektes durch den gesondert durchgefihrten Nachweis der Apis-
Actin mRNA in allen Proben bestatigt.

Die 25 pl Reaktionsmixes fur die ABCDS one-step RT-gPCRs bestanden aus 12,5 pl 2x RT-PCR
buffer, 1 pl 25x RT-PCR enzyme mix (AgPath-ID One-step RT-PCR kit, ThermoFisher), 5 pl
Nukleinsdureextrakt und den jeweils spezifischen Primern und fluoreszenzmarkierten TagMan-
Sonden, sowie nukleasefreiem Wasser. Die Konzentrationen der verwendeten Primer und Sonden
entsprachen den in den beiden EU-RL SOPs angegebenen Werten. Demnach wurden fur die
ABPV RT-gPCR die Primer ABPV1 und ABPVRn (je 800 nM), sowie die Sonde ABPVnTaq (100
nM) verwendet (Jamnikar-Ciglenecki & Toplak, 2012). Fur die BQCV RT-gPCR wurden die Primer
BQV8195F und BQV8265R (je 320 nM), sowie die Sonde BQCV8217T (200 nM) eingesetzt
(Chantawannakul et al., 2006). Fur die CBPV RT-gPCR wurden die Primer gqCBPV 9 und qCBPV
10 (je 500 nM), sowie die Sonde CBPV 2 probe (200 nM) verwendet (Blanchard et al., 2007). Fur
die DWV-A RT-gPCR wurden die Primer F-DWV_4250 und R-DWV_4321 (je 400 nM), sowie die
Sonde Pr-DWV_4293 (100 nM) verwendet, fur die DWV-B RT-gPCR wurden die Primer F-
VDV1_4218 und R-VDV1_4290 (je 1200 nM), sowie die Sonde Pr-VDV1_4266 (400 nM)
eingesetzt (Schurr et al., 2019). Fiur die SBV RT-gPCR wurden die Primer SBV-F434 und SBV-
R503 (je 320 nM), sowie die Sonde SBV-P460 (200 nM) eingesetzt (Blanchard et al., 2014).
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Zum Nachweis der erfolgreichen Nukleinsaureextraktion aus den Bienenhomogenaten, respektive
zum Nachweis der Abwesenheit PCR-inhibitorischer Substanzen, wurde — wie schon im
Vorgangerprojekt ,Zukunft Biene® — die Apis-Actin mRNA in den Bienenhomogenatproben
semiquantitativ (d.h. ohne entsprechender Eichkurve) bestimmt (Morawetz et al., 2018). Fir die
Apis-Actin RT-qPCR wurden die Primer Apis-3-actin-F und Apis-3-actin-R (je 400 nM), sowie die
Sonde Apis-3-actin-Probe (200 nM) verwendet (Chen et al., 2005).

Das Temperaturprofil fir die ABCDS-, sowie die Apis-Actin RT-qPCRs bestand aus einem RT-
Schritt bei 45°C/10 min, gefolgt von 95°C/10 min zur Inaktivierung der Reversen Transkriptase und
Aktivierung der Tag-Polymerase und 42 Zyklen mit jeweils Denaturierung bei 95°C/10 sec und
Annealing/Extension bei 60°C/1 min. Die RT-gPCRs wurden auf dem 7500Fast Real-time PCR
System (ThermoFisher) oder auf dem Mx3005P (Agilent) durchgefuhrt, die Auswertung erfolgte mit
der 7500 Software v2.3 (ThermoFisher), bzw. mit der MxPro — Mx3005P v4.10 Software (Agilent).

Die eigentliche Methodenetablierung lief in zwei Schritten ab. Im ersten Schritt wurden die RT-
gPCR Parameter, wie Limit of detection (LODecr), Linearitat der Quantifizierung, PCR-Effizienz
und Limit of quantification (LOQecr), erhoben. Im zweiten Schritt wurde die komplette Methode von
der Nukleinsdureextraktion bis zur RNA-Quantifizierung anhand der Erhebung von LODethod UNd
LOQwethod €Valuiert. Fir beide Schritte hatte das EU-RL anhand einer Franzdsischen Norm
(AFNOR, 2015) Referenzwerte definiert, anhand derer die Konformitat der Methode mit den EU-RL
Standards Uberpruft werden konnte.

LODpcr, Linearitat, PCR-Effizienz und LOQpcr waren bei ABPV, BQCV, CBPV, DWV-A und SBV
unter Verwendung von vom EU-RL zur Verfligung gestellten Berechnungsvorlagen konform mit
den EU-RL Standards: die G2-Verdunnungsstufe (100 Kopien/Reaktion) wurde in allen finf Tests
positiv detektiert, die PCR-Effizienz war bei allen fiinf Tests im Bereich von 95-104%, die Linearitét
der Quantifizierung wurde bei allen Tests im Bereich von 102-10% Kopien/Reaktion bestéatigt. Bei
Anwendung derselben Vorlage fir DWV-B wurde die Konformitat der verwendeten RT-gPCR
Methode auch fir diesen Test bestétigt, hier lag die PCR-Effizienz etwas niedriger (87-90%).

Bei der Uberpriifung der kompletten Methode von der Nukleinsaureextraktion bis zur RNA-
Quantifizierung konnten hinsichtlich DWV-B keine Aussagen getroffen werden, da kein
entsprechender Standard vom EU-RL verfiigbar war. Die Ubrigen fiinf Methoden waren im Hinblick
auf das LODwethod €benfalls konform mit den EU-RL Standards. Beim LOQwethod SChreibt das EU-
RL eine maximale Abweichung der erhobenen Viruslast von +/- einer log10-Stufe zum Erreichen
der Konformitat mit dem EU-RL Standard vor. Diese Konformitat wurde fur CBPV, DWV-A und
SBV erreicht. Bei ABPV und BQCYV lagen die Viruslasten/Biene aber um einen Faktor von
durchschnittlich 1,78 (ABPV) bzw. 2,14 log10 (BQCV) liber den EU-RL Referenzwerten. Diese
Uberschatzung der Viruslast bei den beiden genannten Bienenviren zeigte sich bei beiden
verwendeten Extraktionsmethoden (zwei Methoden wurden hier anhand derselben Proben
verglichen). Sie war jedoch bei Verwendung der semiautomatisierten Extraktion mit dem
KingFisher™ Flex etwas niedriger, sodass diese Methodik hier bevorzugt wurde.
Interessanterweise hat das EU-RL bei eigenen Untersuchungen eine systematische
Uberschatzung der ABPV und BQCYV Viruslasten beobachtet und in der Folge die Werte
rechnerisch korrigiert (Schurr et al., 2019). Eine derartige Korrektur wurde hier nicht durchgefiihrt.
Die an derselben Stelle vom EU-RL beschriebene und rechnerisch korrigierte systematische
Unterschatzung der DWV-B und SBYV Viruslasten wurde bei unseren Untersuchungen nicht
gesehen.

2.3.7.4 CBPV-Ringversuch und Quantifizierung weiterer CBPV Referenzproben

Im Dezember 2017 nahm MOBI an einem Ringversuch des EU-RL fiir Bienengesundheit teil. Alle
zehn Ringversuchsproben wurden qualitativ richtig erkannt. Bei der quantitativen Analyse der drei
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CBPV-positiven Ringtestproben wurden vergleichsweise niedrige Viruslasten erzielt (im Bereich
von 6,31 bis 63,1-fach unter dem robusten Mittelwert/der robusten Standardabweichung aller
Teilnehmer), jedoch waren die Ergebnisse im Hinblick auf Sensitivitat, Spezifitat, Prazision und
Richtigkeit konform mit dem EU-RL Standard. Der Ringversuch wurde somit erfolgreich absolviert.

Vier weitere CBPV-Referenzproben (913-1 bis 913-4, Tabelle 2.4) mit unterschiedlicher CBPV-
Last wurden ebenfalls vom EU-RL bezogen und mit der beschriebenen Methodik quantifiziert. Bei
Verwendung der Extraktion mit dem KingFisher™ Flex wurden alle vier Proben mit einer
Abweichung von unter einer log10 Stufe richtig quantifiziert.

2.3.7.5 Methodenetablierung und -validierung zum Nachweis und zur Quantifizierung von
IAPV und KBV

Fir diese beiden RNA-Bienenviren standen keine Empfehlungen oder SOPs vom EU-RL fur
Bienengesundheit zur Verfigung. Die Methodenauswahl wurde daher anhand verfiigbarer
Literaturstellen (Chantawannakul et al., 2006; Cox-Foster et al., 2007; de Miranda et al., 2010;
Maori et al., 2007; Palacios et al., 2008; Stoltz et al., 1995) oder von in der Abteilung BIEN
vorhandenen Erfahrungen getroffen. Basierend auf de Miranda et al. (2010) wurden verschiedene
IAPV und KBV-spezifische Primer und Sonden in silico evaluiert. Dazu wurden mithilfe des Basic
Local Alignment Search Tool (BLAST) des National Center for Biotechnology Information
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) Sequenzen mit entsprechender Homologie zu den von den
jeweiligen Primern amplifizierten Genabschnitten gesucht und in der Folge mithilfe der Software
BioEdit (Hall, 1999) die Anzahl an nicht-passenden Basenpaarungen zwischen den Primern und
den entsprechenden Zielsequenzen analysiert. Basierend auf dieser Analyse erschienen die
Primer KBV 6639F/6801R und IAPV 6627F/6792R (de Miranda et al., 2010) als am
vielversprechendsten. Daher wurden diese Primer fiir eine SYBR-Green RT-gPCR synthetisiert
(ThermoFisher). Zusatzlich wurden auch die Primer KBV 5425F/5800R (Stoltz et al., 1995) und
IAPV 8880F/9336R (Maori et al., 2007) synthetisiert, da diese bereits in der Abt. BIEN verwendet
worden waren und die Hintergrundinformation in Tabelle 2.5 teilweise auf der Verwendung dieser
beiden Primersysteme basiert.

In Vorversuchen zeigte sich, dass die KBV und IAPV Primer nach de Miranda et al. (2010) jedoch
bei den aus Osterreich stammenden Proben 856-1 bis -3, sowie 856-7 bis -9 (2018) (Tabelle 2.5)
kein positives Ergebnis erbrachten, sodass das in Osterreich vorkommende IAPV und KBV damit
moglicherweise nicht erfasst wirden. Im Gegensatz wurden in konventionellen RT-PCRs mit den
KBV und IAPV Primern nach Stoltz et al. (1995) und Maori et al. (2007) auch in den
Osterreichischen Bienenproben (Tabelle 2.5) Amplifikate in den erwarteten Gré3en erhalten, die
sich bei Sequenzierung (BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit und 3130x|I Genetic
Analyzer; Thermo Fisher) und anschlieRender BLAST-Analyse zuerst als IAPV und KBV
bestétigen liel3en. In der Folge wurden zwei aus dsterreichischen Bienenproben stammende I1APV-
und KBV-Amplifikate (aus den Proben 856-2 und 856-8; Tabelle 2.5) mithilfe des TOPO TA
Cloning® Kit (Invitrogen) in ein Plasmid-Backbone inseriert und mit der in Kapitel 2.3.7.1 bereits
beschriebenen Methodik in E. coli vermehrt, die Plasmid-DNA daraus prapariert und quantifiziert.
Zusétzlich wurde das Vorhandensein des IAPV- bzw. KBV Amplifikates in der gereinigten Plasmid-
DNA mittels Sequenzierung bestétigt. Allerdings stellte sich bei weiteren Untersuchungen heraus,
dass die mittels RT-PCR nach Maori et al. (2007) aus 6sterreichischen Proben erhaltenen I1APV
Sequenzen mdglicherweise als Resultat einer Kreuzkontamination zu betrachten sind, wéhrend es
sich bei den mittels RT-PCR nach Stoltz et al. (1995) aus dsterreichischen Proben erhaltenen
Sequenzen nach phylogenetischer Analyse nicht um KBV, sondern um ein verwandtes, allerdings
weder ABPV, IAPV oder KBV zuzuordnendes Virus handeln dirfte. In derselben phylogenetischen
Analyse wurde gezeigt, dass die Proben 856-6 (2018) und 856-10 (2018) tatsachlich als IAPV bzw.
KBV anzusprechen sind (Tabelle 2.5). Beide Proben wurden aus dem Ausland (Frankreich bzw.

67



ZUKUNFT qu V4 KARL-FRANZENS-UNIVERSITAT GRAZ Nl /&
BIENE AGE Si} UNIVERSITY OF GRAZ e vetrr\1“eednun \v;‘;

Deutschland) bezogen (Blanchard et al., 2008; Siede et al., 2005). Somit bestatigte sich die
Darstellung von de Miranda et al. (2010), wonach die RT-PCR nach Stoltz et al. (1995) als nicht
spezifisch fur KBV anzusehen ist. In der Folge wurde daher beschlossen, in Abwesenheit anderer
als geeignet erscheinender RT-PCR Protokolle fur die weiteren Untersuchungen mit den Primern
KBV 6639F/6801R und IAPV 6627F/6792R (de Miranda et al., 2010) weiterzuarbeiten. Bei den
Reverse Primern KBV 6801R und IAPV 6792R handelt es sich um denselben Primer, der zu
Vereinfachungszwecken hier auf KBV-IAPV-R umbenannt wurde.

Fir die KBV, beziehungsweise die IAPV RT-gPCR, wurden somit jeweils die Primer KBV 6639F/
KBV-IAPV-R, beziehungsweise die Primer IAPV 6627F/KBV-IAPV-R (je 450 nM), zusammen mit
1x POWER SYBR Green Master Mix und 1x RT Enzyme Mix (ThermoFisher), sowie
nukleasefreiem Wasser und 5 pl Probe in einem Reaktionsvolumen von 20 pl angesetzt. Das
Temperaturprofil bestand aus einem RT-Schritt bei 48°C/30 min, gefolgt von 95°C/10 min zur
Inaktivierung der Reversen Transkriptase und Aktivierung der Tag-Polymerase und 40 Zyklen mit
jeweils Denaturierung bei 95°C/10 sec, Annealing bei 58°C/30 sec und Extension bei 72°C/30 sec.
Auf die Amplifizierung folgte hier noch eine Schmelzkurvenanalyse, bei der die Schmelztemperatur
(Twm) der gebildeten RT-gPCR Produkte bestimmt wurde. Zur absoluten Quantifizierung wurden die
aus den Proben 856-6 und 856-10 (2018) amplifizierten RT-gPCR Produkte auf einem Agarosegel
elektrophoretisch aufgetrennt und nach Ausschneiden der Banden und Aufreinigung der DNA
(QlAquick Gel Extraction Kit; Qiagen) fluorimetrisch quantifiziert (Qubit 3 Fluorometer und Qubit
dsDNA BR Assay Kit; ThermoFisher). Die Berechnung der Kopienanzahl erfolgte nach der unter
2.3.7.1 angegebenen Formel. RT-gPCRs wurden auf dem 7500Fast Real-time PCR System
(ThermoFisher) oder auf dem CFX96 Touch Real-Time PCR System (Bio-Rad) durchgefihrt, die
Auswertung erfolgte mit der 7500 Software v2.3 (ThermoFisher), bzw. CFX Maestro 1.1 Software
(Bio-Rad). Auf beiden Geraten lagen die Schmelztemperaturen fir die IAPV bzw. KBV
Amplifikationsprodukte bei ca. 79-80°C.

2.3.7.6 Testung und Quantifizierung der Projektproben

Zusatzlich zu den 198 Projektproben wurden wahrend der Homogenisierung der Proben in der
Abteilung BIEN sieben Wasserproben als Prozesskontrollen mitgefiihrt. Zudem wurde bei der
Nukleinsdureextraktion in jeder zweiten Spalte einer 96-well Platte (also pro 15 Proben) eine PBS-
Negativextraktionskontrolle zur Erkennung von Kreuzkontaminationen wahrend der Extraktion
mitgefuhrt. Alle Proben, Prozesskontrollen und Extraktionskontrollen wurden wie unter 2.3.7.2
beschrieben mit dem LS| MagVet™ Universal Isolation Kit auf dem KingFisher™ Flex (beides
ThermoFisher) extrahiert und in der Folge im Einzelansatz auf Apis-Actin mRNA, sowie auf ABPV,
BQCV, CBPV, DWV-A, DWV-B, SBV, IAPV und KBV RNA getestet. Alle im Erstansatz positiven
Proben wurden dann erneut extrahiert und unter Zuhilfenahme von externen
Standardverdinnungsreihen mit bekannter Konzentration im Doppelansatz quantifiziert. Proben,
die nach der Erstuntersuchung positiv, in der Wiederholungstestung im Doppelansatz aber negativ
getestet wurden, wurden als negativ beurteilt. Ergab sich nach Wiederholungsextraktion und RT-
gPCR Ansatz ein qualitativ und/oder semiquantitativ deutlich abweichendes Ergebnis wurde zur
Verifikation erneut extrahiert und im Doppelansatz quantifiziert. Die Angabe der finalen
Kopienanzahl fir jedes Virus pro ml Bienenhomogenat ergab sich aus der Formel:
Kopienanzahl/Reaktion (Mittelwert aus zwei Replikaten) x 160. Wéahrend der Extraktion ist es
teilweise zu geringgradigen Verschleppungen von viruspositivem Material gekommen (positive
Ergebnisse bei den Negativextraktionskontrollen, siehe Kapitel 2.4.3.2). In allen Féllen blieben
diese Nachweise in einem sehr niedrigen Konzentrationsbereich, unterhalb des vom EU-RL
definierten LODpcr/LOQpcr Von 100 Kopien/Reaktion (= 1,6x10* Kopien/ml Homogenat). Daher
wurde dieses als Grenze zwischen letztendlich als positiv bzw. negativ bewerteten Proben
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definiert, um falsch-positive Ergebnisse aufgrund von geringen Verunreinigungen weitgehend
auszuschlieRen.

2.3.8 Statistik
2.3.8.1 Zusammenhang zwischen Pravalenz bzw. Virustiter und Standort- bzw.
Volksfaktoren

Die gesamte Auswertung wurde mit dem Statistikprogramm R mit der Version 3.5.2. durchgefiihrt
(R Core Team, 2018). Alle Abbildungen wurden mit R erstellt (package ,ggplot2“: Wickham, 2016;
package ,rpart.plot‘: Milborrow, 2019).

Far alle Virus-Pravalenzen wurde das 95% Konfidenzintervall mittels eines General Linear Models
mit einer quasibinomialen Verteilung berechnet und angegeben (van der Zee et al., 2013).
Zusatzlich wurde der Zusammenhang zwischen der Viruspravalenz und den Variablen
Bundesland, Seehdhe und Winterverlust sowie dem Auftreten dreier Virussymptome mit der
gleichen Modellierung berechnet. Die Signifikanz dieser Modelle wurde mit Hilfe eines log-
likelyhood Chi2-Tests berechnet (package ,car”: Fox & Weisberg, 2011). Als Posthoc-Test wurde
ein Tukey Test durchgefiihrt (package ,multcomp®: Hothorn et al., 2008).

Zur Auswertung moglicher Zusammenhange zwischen den genannten Faktoren und dem Virustiter
wurden die nicht-parametrischen statistischen Methoden Wilcoxon-Mann-Whitney-Test und
Kruskal-Wallis-Test angewandt. Aufgrund der fehlenden Normalverteilung in der Variable Virustiter
wurden diese mittels Median beschrieben. Der Median stellt jenen Wert dar, unter dem die eine
Halfte aller Werte liegt, wahrend die andere Halfte der Werte darliber liegt. Um die Streuung
darzustellen, wurde das untere Quartil (Q1, 25% der Werte liegen darunter) und das obere Quartil
(Q3, 75% der Werte liegen darunter) angegeben.

2.3.8.2 Zusammenhang zwischen Pravalenz bzw. Virustiter und Winterverlusten

Fur die Auswertung des Zusammenhanges Virusauftreten bzw. des Virustiters und Winterverlusten
wurde die Methodik der Regression Trees (RT) gewahlt (James et al., 2013). Dies wurde gemacht,
weil die Streuung der Virustiter um bis zu sieben Zehnerpotenzen fiir parametrische
Modellierungen nicht gut geeignet sind. Dieses Problem tritt bei RT nicht auf, weil RT numerische
Variablen nur auf ordinalem Level betrachten. AuBerdem kdnnen mit RT Wechselwirkungen
zwischen Variablen besser herausgearbeitet werden.

Die Methodik der RT fallt in die umfangreiche Methodenklasse des maschinellen Lernens. Ziel ist
es mit Variablen (sogenannten Features) das Ergebnis (=Outcome) fiir ein Zufallsereignis
vorherzusagen. In diesem Fall soll anhand des in den Bienenproben gemessenen Virustiters
vorhergesagt werden, wie hoch die Wintersterblichkeitsrate bei den beprobten Bienenvolkern ist.
Die Wintersterblichkeitsrate ist hierbei der Outcome, die gemessenen Virustiter sind die Features.

Die Grundidee eines Regression Trees ist es, die Stichprobe zuerst in zwei Gruppen aufzuteilen
und dann diese erhaltenen Gruppen schrittweise immer wieder in zwei Gruppen aufzuteilen,
sodass jede neu gebildete Gruppe in sich moglichst homogen bezlglich des Outcomes ist. Dabei
sollen diese sogenannten Splits, also die Unterteilungen in zwei Gruppen, immer anhand der
Werte der Features durchgefuihrt werden. In diesem konkreten Fall konnte das bedeuten, dass die
beobachteten Bienensténde eingeteilt werden in Bienenstdnde mit hohen und in Bienenstande mit
niedrigem Titer bezuglich Virus A. Ziel ist es die Teilungsgrenze (=Cut Off Wert) bei den
Messwerten von Virus A so zu optimieren, dass beispielsweise Bienenstande unter dieser Grenze
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eine tendenziell niedrigere Sterblichkeitsrate aufweisen und Bienenstande Uber dieser Grenze eine
tendenziell héhere Sterblichkeitsrate. Nach einem ersten Split wird weiter untersucht, ob eine
weitere Auftrennung nach anderen oder aber auch denselben Features die Vorhersage der
Sterblichkeitsrate wesentlich verbessert. So entsteht nach und nach ein Regression Tree mit
verschiedenen Asten, die zum Schluss in moglichst homogenen Gruppen enden. Fiir jede dieser
Gruppen wird zum Schluss ein Vorhersagewert fiir den Outcome berechnet, in dem alle
beobachteten Outcomes aller Objekte einer Gruppe gemittelt werden.

0.25
100%

—{yes }-Virus_A < 1x106

Virus_C < 1x105

0.098 0.26
49% 10%

Abbildung 2.5: Beispiel und schematische Darstellung eines Regression Trees. Die linke Abzweigung stellt
die Untergruppe dar, auf die die Bedingung zutrifft (,yes®) und die rechte Abzweigung stellt die Untergruppe
dar, auf die die jeweilige Bedinungung nicht zutrifft (,no“). Die Ergebniskastchen geben in der oberen Zeile
die H6he der Winterverluste in der entsprechenden Gruppe (0.00 = 0% Winterverlust; 1.00 = 100%
Winterverlust) und in der unteren Zeile den Anteil der Stichproben, die in diese Gruppe fallen.

Zur Verdeutlichung kann folgendes Beispiel herangezogen werden (Abbildung 2.5). In einem
ersten Schritt wurde die gesamte Stichprobe in zwei Gruppen anhand ihrer Werte zu Virus A
aufgeteilt. Die rechte Gruppe mit einem hohen Wert wird weiter anhand der Werte zu Virus C in
zwei Gruppen gesplittet. Weitere Variablen verbesserten die Vorhersage nicht relevant, daher
wurden keine weiteren Splits mehr vorgenommen. Die finalen Gruppen fur die Vorhersage sind
somit von links nach recht gelesen eine erste Gruppe mit einer vorhergesagten
Wintersterblichkeitsrate von 9,8%, eine zweite Gruppe mit einer vorhergesagten
Wintersterblichkeitsrate von 26,0% und eine dritte Gruppe mit einer vorhergesagten
Wintersterblichkeitsrate von 42,0%. Fir einen Bienenstand mit einem Virustiter fur Virus A von
0,1x10° RNA-Kopien/ml Homogenat wiirde eine Wintersterblichkeitsrate von 9,8% prognostiziert
werden, unabhangig von der Titerhdher von Virus C (erste Entscheidung links, erste Gruppe). Fir
einen Bienenstand mit einem Virustiter fir Virus A von 10x10° RNA-Kopien/ml Homogenat und
Virus C von 20 x10°® RNA-Kopien/ml Homogenat wiirde ein Verlust von 42% prognostiziert werden
(erste Entscheidung rechts, zweite Entscheidung rechts, dritte Gruppe).

Um die Vorhersagequalitat eines Regression Trees zu bewerten, betrachtet man die
Abweichungen der vorhergesagten Werte von den real beobachteten Werten. Diese Differenzen
werden quadriert und aufsummiert. Der erhaltene Kennwert wird RSS (,Residual Sum of Squares®)
genannt. Je geringer die RSS ist, desto besser sind die Vorhersagen fir das Modell. Es kann bei
diesem Verfahren allerdings passieren, dass ein Modell gute Vorhersagen fiir die verwendete
Stichprobe liefert, bei neuen Fallen aber versagt. Um dies zu prifen, wurde in der vorliegenden

70



ZUKUNFT qu V4 KARL-FRANZENS-UNIVERSITAT GRAZ R\
AGE S% vetmeduni B

BIENE UNIVERSITY OF GRAZ UNI vienna &

GRAZ,

Modellierung der Datensatz in zwei Gruppen unterteilt. 160 Bienenstande (, Trainingsdatensatz®)
wurden verwendet, um einen Regression Tree anzupassen, anhand der restlichen 38
Bienenstande (,Testdatensatz®), wurde die Performance des Regression Trees getestet. Diese
Unterteilung der Gesamtstichprobe in Trainings- und Testdatensatz wurde zuféllig vorgenommen
und drei Mal durchgeftihrt, um zu untersuchen, wie sehr sich die drei verschiedenen Regression
Trees voneinander unterscheiden. Regression Trees kdnnen gerade bei kleinen Stichproben
instabile Ergebnisse liefern. Das heil3t, die Ergebnisse kdnnen sehr unterschiedlich ausfallen, je
nachdem wie die Aufteilung der Stichprobe in Trainings- und Testdatensatz erfolgt.

2.4 Ergebnisse
2.4.1 Projektfortschritt
2.4.1.1 Kontakt mit den Projektteilnehmerinnen

Probenahme 2018

Insgesamt erhielten wir im Jahr 2018 von 99% der teilnehmenden Imkerinnen und Imker Proben
(198 Proben, Tabelle 2.2). Ein Imker fiel aufgrund massiver Voélkerverluste auf dem Probenstand
aus. Die Probe eines zweiten Imkers ging auf dem Postweg verloren. Eine zuséatzliche Ersatz-
Probenahme kam nicht zustande. Es kam zu einer geringfligigen Verschiebung der Anteile der
Bundeslander, da vier Imkerinnen und Imker einen Bienenstand in einem anderen Bundesland als
dem urspriinglich angegebenen Bundesland gewahlt hatten (Tabelle 2.2: Vergleich ,Anzahl
ausgewahlter Bienenstande®, ,Anzahl erhaltener Proben®).

Die Proben wurden zwischen 31. August 2018 und 8. Oktober 2018 genommen, wobei 181 der
Teilnehmerlnnen (91%) die Proben im anvisierten Zeitfenster zwischen 1.-16. September 2018
genommen haben. Die Proben trafen in der tberwiegenden Zahl der Falle innerhalb von zwei
Tagen nach der Probenahme in der AGES ein (1 Tag: 40%, 2 Tage: 51% der Proben). Die
maximale Transportzeit betrug vier Tage (zwei Proben).

Die Fragebdgen wurden von allen Teilnehmerinnen und Teilnehmern ausgefillt. Bei etwa einem
Drittel der Fragebdgen wurde aufgrund unlogischer oder fehlender Angaben seitens der
Teilnehmerlnnen noch bei den Teilnehmerinnen riickgefragt und die Angaben gegebenenfalls
korrigiert. Die optionale Zusatzaufgabe einer Durchsicht auf ausgewahlte Krankheitssymptome
wurde von 185 der Imkerinnen und Imker vollstandig durchgefiihrt (93,9% von 198). Weitere vier
Imkerlnnen gaben zu einem Teil der Symptome Beobachtungen an. Neun Imkerinnen fihrten
keine Volkerdurchsicht durch.

Mitteilung der Ergebnisse der Probenahme 2018

Die teilnehmenden Imkerlnnen erhielten Ende Marz 2019 die individualisierten Ergebnisse der
Virusuntersuchungen ihrer Sammelprobe per E-Mail oder per Brief. Die Ergebnismittelung enthielt
folgende Information tber die acht untersuchten Viren: den Nachweis (positiv/negativ), den
Virustiter und dessen Beurteilung (niedrig, mittel, hoch). Die Beurteilung erfolgte als relative
Einschatzung im Vergleich zu den in der gesamten Stichprobe gemessenen Titerwerten des
jeweiligen Virus (niedrig: Titer im Bereich der niedrigsten 25%; mittel: Titer liegt zwischen 25% und
75%, hoch: Titer liegt im Bereich der 25% hochsten Werte).

Aufgrund der zahlreichen Detailanfragen der Teilnehmerinnen wurde ein Informationsdokument
erstellt und an alle Teilnehmerinnen ausgesandt. Dieses lieferte Basiswissen zu den untersuchten
Bienenviren, Informationen zur Interpretation der Ergebnisse und zur Vorbeugung und
Beka&mpfung von Viruserkrankungen (siehe 2.8 Anhang Ill).
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Abfrage Winterverluste 2018/19

Die Umfrage zu den Winterverlusten 2018/19 wurde allen 198 Imkerinnen, die im September 2018
Proben eingeschickt hatten, Mitte Marz 2019 per E-Mail-Link oder Brief zugeschickt. Imkerinnen,
die noch keine Winterverluste gemeldet hatte, wurden im Monats-Rhythmus per E-Mail oder
Telefon daran erinnert, uns die Daten zukommen zu lassen. Mit 24. Juni 2019 hatten alle 198
Teilnehmerinnen ihre Uberwinterungsergebnisse gemeldet.

Probenahme 2019

Zwischen den Probenahmen im Jahr 2018 und im Jahr 2019 meldeten sich drei Imkerinnen und
Imker von der Teilnahme im Projekt ab (Stand 09.08.2019). Daher wurden fiinf Imkerinnen und
Imker aus der bestehenden Warteliste neu angeworben (drei Abmeldungen + zwei Ausfalle bei
Probenahme 2018). Somit werden auch in der kommenden Probenahme-Saison 200 Imkerinnen
und Imker am Virenmonitoring teilnehmen (Tabelle 2.2).

2.4.1.2 Virusdiagnostik: Methodenentwicklung

Die Methodenentwicklung zur Detektion und Quantifizierung der Bienenviren ABPV, BQCV, CBPV,
DWV-A und SBV war zum Zeitpunkt des letzten Zwischenberichtes bereits abgeschlossen.
Mittlerweile wurden nun auch die Methoden zur Detektion und Quantifizierung von DWV-B, 1APV
und KBV etabliert. Daher konnten die Analysen der Proben von September 2018 wie geplant bis
Februar 2019 durchgefihrt und die Studienteilnehmerinnen wie geplant informiert werden. Ein
offenes Projektziel ist noch der Vergleich der vom EU-RL empfohlenen Methoden zum Nachweis
und zur Quantifizierung von DWV-A und —B mit der im Vorgangerprojekt angewandten Methode
nach Highfield et al. (2009).

2.4.1.3 Datenauswertung

Fur das Monitoringjahr 2018 wurden die Viruspravalenz und die Virustiter der acht gemessenen
Bienenviren flir Gesamtoésterreich und die neun Bundeslander ausgewertet. Da ein Zusammenhang
zwischen Bundesland und Seehohe vorhanden war, wurde zusatzlich der Faktor Seehohe
ausgewertet.

Die Auswertung des Zusammenhanges zwischen Viruspravalenz/Virustiter und den Winterverlusten
wurde begonnen. Die angewandte Methode ,Regression Tree* zeigt vielversprechende Ergebnisse,
ist jedoch derzeit noch zu unzuverlassig. Es ist geplant die Aussagekraft durch die Adaptierung der
Methodik zu erhdhen. Aulerdem wird durch die mehrjahrigen Untersuchungen die Menge
verfugbarer Daten erhéht und tragt damit auch zur Verbesserung der Modellierung bei.

Zusatzlich wurden die Zusammenhange zwischen beobachteter Symptomatik in den Probenvélkern
und dem Virusauftreten ausgewertet.

2.4.2 Kennwerte der teilnehmenden Imkereibetriebe

Die Betriebsgrofie der teiinehmenden Imkereibetriebe bewegte sich zwischen finf und 350 Vdlkern
pro Betrieb. Im Mittel besal ein teiinehmender Betrieb 38,8 Vdlker (Standardabweichung: +51,2
Volker). Die Stichprobe bestand aus 85 Betrieben mit bis zu 20 Vdlkern, 81 Betrieben mit 21 bis 50
Volkern und 32 Betrieben mit Gber 50 Volkern (42,9%; 40,9% und 16,2% der 198 teilnehmenden
Betriebe).

Die teilnehmenden Imkerinnen setzten sich sowohl aus sehr erfahrenen Imkerinnen mit maximal
58 Jahren Imkereierfahrung als auch aus Neueinsteigerinnen mit einem Jahr Imkereierfahrung
zusammen. Der Mittelwert der Stichprobe betrug 16,6 Jahre Imkereierfahrung
(Standardabweichung: +15,0 Jahre). Der Anteil der Imkerinnen mit wenigen Erfahrungsjahren
Uberwog: 53,5% der Imkerinnen hatten bis zu 10 Erfahrungsjahre (106 von 198 Teilnehmerinnen),
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weitere 27,8% zwischen 11 und 30 Jahre (55 von 198) und die restlichen 18,7% der
Teilnehmerlnnen imkerten schon tiber 30 Jahre (37 von 198).

Die Teilnehmerinnen betrieben zu 78,3% konventionelle Imkerei (155 Betriebe) und zu 21,2%
imkerten sie mit einem Biozertifikat (42 Betriebe). Sechs der konventionellen Betriebe gaben
jedoch an, in der Umstellung zum Biobetrieb zu sein, und kénnten daher eventuell in den nachsten
Jahren in die Gruppe der Biobetriebe eingereiht werden.

2.4.3 Ergebnisse Virusdiagnostik
2.4.3.1 Prozesskontrollen

Im Zuge der Probenaufarbeitung wurden sieben Wasserproben als Prozesskontrollen mitgefihrt.
Alle sieben Pozesskontrollen waren negativ auf Apis-Actin mRNA, ABPV, BQCV, CBPV, DWV-A,
IAPV und KBV RNA (kein nachweisbarer Ct-Wert); bei einigen Proben wurden spate Ct-Werte (>
Ct 34) fur DWV-B (n=1) und SBV-RNA (n=5) beobachtet. Nach Neuextraktion und wiederholter
Testung dieser Proben waren alle Proben negativ auf SBV, wéhrend eine Probe eine Viruslast
unter dem als Grenzwert definierten LODpcr/LOQepcr in der DWV-B RT-gPCR zeigte (eine andere
Probe als im ersten Durchlauf). Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass es wahrend der
Homogenisation der Proben zu keinen nennenswerten Verschleppungen viruspositiven Materials
zwischen den Proben gekommen ist.

2.4.3.2 Negativextraktionskontrollen

Bei einem gewissen Anteil der Negativextraktionskontrollen wurden je nach Virus unterschiedliche
Anteile an positiven Virusnachweisen beobachtet. Diese reichten von 0% (BQCV, DWV-A, IAPV,
KBV) Uber 17% (ABPV, SBV) und 25% (CBPV), bis zu 64% (DWV-B). In allen Fallen blieben diese
Nachweise in einem sehr niedrigen Konzentrationsbereich, unterhalb des LOQpcr. Diese
Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass es im Zuge der Extraktion, bzw. im Zuge der
darauffolgenden wiederholten PCR-Untersuchungen ausgehend von denselben Extrakten nicht zu
nennenswerten Kreuzkontaminationen der Proben gekommen ist. Ein geringes Ausmalf3 an
Kreuzkontaminationen ist trotz sorgfaltiger Aufarbeitung bei den im Rahmen dieses Projektes
beobachteten Anteilen an viruspositiven Proben und den teilweise sehr hohen Viruslasten zu
erwarten.

2.4.3.3 Semi-quantitativer Nachweis der Apis-Actin mMRNA

Die Apis-Actin mRNA war in allen 198 Projektproben eindeutig mit Ct-Werten von 16 bis 25
nachweisbar, was auf eine erfolgreiche Nukleinsaureextraktion und die Abwesenheit
nennenswerter Anteile an inhibitorischen Substanzen in den Nukleinsaureextrakten hinweist.

2.4.4 Viruspravalenz und Viruskonzentration

Sechs der untersuchten acht Viren wurden in den Bienenproben des Versuchsjahres 2018
gefunden (Abbildung 2.6), die Viren IAPV und KBV wuren in keiner Probe nachgewiesen. Die
beiden am héaufigsten nachgewiesenen Viren, BQCV und DWV Typ B (DWV-B), waren in fast allen
Bienenproben nachweisbar. BQCV war in 191 der 198 Proben (Préavalenz: 96%; 95%CI: 93-98%)
und DWV-B in 181 der Proben nachweisbar (91%; 95%CI: 87-95%). ABPV und SBV wurden in
etwa der Halfte der untersuchten Proben gefunden. ABPV war in 106 Proben (54%; 95%CI: 47-
60%) und SBV in123 Proben nachweisbar (62%; 95%CI: 55-69%). CBPV und DWV Typ A (DWV-
A) wurden selten nachgewiesen: CBPV in 17 Proben (9%; 95%CI: 5-13%) und DWV-A in 2 Proben
(1%; 95%CI: 0-3%).
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Abbildung 2.6: Pravalenz von acht Viren in Bienenproben vom Herbst 2018 (x95%Cl). Stichprobenumfang:
198 Proben.

In 99% der Proben wurde zumindest ein Virus gefunden (196 von 198 Proben). Die maximale
Anzahl an gemessenen Viren pro Probe war finf (3% der Proben). In den meisten Proben wurden
entweder drei Viren (42% der Proben) oder vier Viren (34%) nachgewiesen. In 15% der Proben
wurden zwei Viren nachgewiesen, sehr selten nur ein einziger Virus (5% der Proben).

Der Virustiter der positiven Proben variiert bei allen gemessenen Viren um mehrere
Zehnerpotenzen. Der minimal gemessene Titer liegt bei allen Viren zwischen 10* und 10° RNA-
Kopien/ml Homogenat. Der maximal gemessene Wert lag zwischen 10° und 10*? RNA-Kopien/ml
Homogenat (Tabelle 2.6, Abbildung 2.7). Anders ausgedriickt, wurden in den Proben zwischen
Zehntausenden und mehreren Milliarden RNA-Kopien/ml Homogenat gemessen. Die drei Viren
ABPV, BQCV und SBV hatten die geringsten Titer (Median zwischen 10° und 10° RNA-Kopien/ml
Homogenat). Bei diesen drei Virusarten wurden jedoch Einzelwerte von tiber 10° RNA-Kopien/ml
Homogenat gemessen. Bei CBPV und DWV-B wurden hohere Virustiter gemessen (Median
zwischen 10° und 107 RNA-Kopien/ml Homogenat). Entsprechend hatten auch etwa 25% der
positiven Proben einen Virustiter tiber 10° RNA-Kopien/ml Homogenat. Die statistischen Angaben
zum Virus DWV-A sind aufgrund der geringen Stichprobenanzahl von nur zwei positiven Proben
nicht aussagekréaftig.

74



ZUKUNFT GSX (" KARL-FRANZENS-UNIVERSITAT GRAZ Nl /&
BIENE AGE S\) UNIVERSITY OF GRAZ uM Vetn;l/%dn%a :{;%

Tabelle 2.6: Virustiter der sechs in den Proben nachgewiesenen Viren im Herbst 2018.

Anzahl
i o . Unteres Oberes . .
Virus positive Median Quartil Quartil Minimum Maximum
Proben
ABPV 106 1,10 x 10° 3,84 x 104 1,18 x 107 1,60 x 104 2,25 x 101
BQCV 191 7,09 x 10° 3,49 x 10° 2,89 x 10¢ 2,88 x 10* 2,77 x 10°
CBPV 17 1,38 x 108 1,64 x 107 9,69 x 108 1,94 x 104 7,10 x 10°
DWV-A 2 2,14 x 108 1,07 x 108 3,21 x 108 2,48 x 10* 4,28 x 108
DWV-B 181 6,10 x 107 1,61 x 1068 1,17 x 10° 1,62 x 10* 1,64 x 1010
SBV 123 1,36 x 10° 3,95 x 10* 7,28 x 10° 1,65 x 10* 4,08 x 1010
N=106 N=191 N=17 N=2 N=181 N=123
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Abbildung 2.7: Virustiter der sechs nachgewiesenen Viren im Herbst 2018. Es sind nur die Werte der
positiven Proben gezeigt (N= Anzahl der positiven Proben). ,Mill.“ Million (=10¢); ,Mrd.“ Milliarde (=10°), ,Bill.*
Billion (=10%?). Darstellung als Boxplot Diagramm: dicker Mittelstrich: Median; untere/obere Grenze der Box:
unteres/oberes Quartil; Antennen: maximal 1,5-facher Interquartilsabstand.

2.45 Geographische Varianz in der Virusprévalenz und Viruskonzentration
2.4.5.1 Bundeslander

Die Viruspravalenz von vier der gefundenen Viren unterscheidet sich signifikant zwischen den
einzelnen Bundeslandern (ABPV, BQCV, DWV-B, SBV, Abbildung 2.8, Tabelle 2.7). Bei allen vier
Viren wurden die geringsten Pravalenzwerte in den Bundeslandern Karnten und Tirol und die
hdchsten Pravalenzwerte im Burgenland gemessen. Fir CBPV wurde kein Zusammenhang
zwischen Viruspravalenz und Bundesland gemessen. DWV-A wurde aufgrund der geringen
Stichprobe von zwei positiven Werten nicht statistisch ausgewertet. Bei BQCV variiert auch der
Virustiter der positiven Proben zwischen den Bundeslandern (BQCV, Abbildung 2.9). Auch bei
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DWB-B wurde ein Trend zu Unterschieden in der Hohe des Virustiters zwischen den
Bundeslandern beobachtet, dieser war jedoch nicht signifikant. Bei beiden Viren ist der hochste
mediane Virustiter im Burgenland und der geringste mediane Virustiter in Salzburg gefunden

worden.

Tabelle 2.7: Viruspravalenz (Konfidenzintervall) nach Bundeslandern dargestellt.

Bundesland | 123" ABPV BQCV CBPV DWV-A DWV-B SBV
Proben
83,3% 83,3%
6 100% 0% 0% 100%
Bgl. (44,4-99%) (44,4-99%)
34,8% 95,7% 4,3% 4,3% 69,6% 30,4%
23
Ktn (17,6-55,2%) | (85,9-99,4%) | (0,3-17,6%) | (1,8-8,5%) | (52,7-83,4%) | (14,3-50,7%)
59% 94,9% 2,6% 92,3% 76,9%
) 39 0%
NO. (43,3-73,5%) | (87,6-98,6%) | (0,2-10,7%) (83,4-97,4%) | (62,2-88,2%)
69% 16,7% 52,4%
) 42 100% 0% 100%
00. (54,1-81,7%) (7,6-29,6%) (37,4-67,1%)
68,8% 12,5% 93,8% 50%
16 100% 0%
Sbg (44,3-87,5%) (2,2-33,6%) (79-99,3%) | (26,8-73,2%)
60% 97,1% 8,6% 91,4% 80%
35 0%
Stm. (43,4-75,2%) | (90,6-99,6%) | (2,2-20,6%) (81,6-97,1%) | (64,8-90,9%)
30% 85% 5% 85% 50%
, 20 0%
Tirol (13,1-51,8%) | (70,2-94,4%) | (0,3-20%) (69,1-94,9%) | (29-71%)
30% 20% 60%
10 100% 0% 100%
Vbg (8,4-60,8%) (3,7-49,6%) (29,9-85,5%)
14,3%
, 7 0% 100% 0% 100% 100%
Wien (6,1-26,5%)

Die Viruspravalenz von ABPV unterschied sich signifikant zwischen den neun Bundeslandern
(Chi2=29,643; df=8; P<0,001). Sie variierte zwischen einer maximalen Pravalenz von 83,3% im
Burgenland (Konfidenzintervall: 44,4-99%) und einer minimalen Préavalenz von 30% in Tirol
(Konfidenzintervall: 13,1-51,8%) und Vorarlberg (Konfidenzintervall: 8,4-60,8%). In Wien wurde
ABPV in keiner Probe gefunden. Der Virustiter der ABPV-positiven Proben zeigte hingegen keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Bundeslandern (H=8,185; df=7; P=0,317).

Fur BQCV unterschied sich sowohl die Viruspravalenz als auch die Hohe des Virustiters bei
positiven Proben signifikant zwischen den Bundeslandern (Pravalenz: Chi?=17,039; df=8; P=0,03;
Titer: H=23,277; df=8; P=0,003). BQCYV ist in Tirol mit 85,0% (Konfidenzintervall: 70,2-94,4%) am
seltensten aufgetreten. Im Burgenland, Oberdsterreich, Salzburg, Vorarlberg und Wien kam es in
100% der Proben vor. Fir Salzburg war der mediane Virustiter am geringsten (4,2x10° RNA-
Kopien/ml Homogenat; Q1-Q3: 2,5 x10°-5,2x10° RNA-Kopien/ml Homogenat) und fur das
Burgenland am hochsten (5,5x10° RNA-Kopien/ml Homogenat; Q1-Q3: 2,9 x10°-12,1x10% RNA-
Kopien/ml Homogenat).

CBPV trat in allen Bundeslandern etwa gleich haufig auf (Chiz=10,331; df=8; P=0,243). Keine der
Proben aus den Bundeslandern Burgenland und Wien war positiv auf CBPV. Aufgrund der
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geringen Zahl positiver Proben in den einzelnen Bundeslandern wurde keine Auswertung des
Virustiters durchgefihrt (siehe Stichprobenzahlen in Abbildung 2.9).

Far DWV-A wurden aufgrund der geringen positiven Stichprobenzahl keine statistischen
Auswertungen der Viruspravalenz und des Virustiters durchgefiihrt (siehe Stichprobenzahlen in
Abbildung 2.9).

Die Pravalenz von DWV-B unterschied sich zwischen den neun Bundeslandern signifikant
(Chi2=30,813; df=8; P<0,001). In Karnten trat es mit 69,9% am seltensten auf (Konfidenzintervall:
52,7-83,4%). Im Burgenland, Oberdsterreich, Vorarlberg und Wien war es in 100% der Proben
vorhanden. Es war ein Trend zu Unterschieden im Virustiter der positiven Proben zu finden
(H=15,171; df=8; P=0,056). Dabei wurden die geringsten Werte in Salzburg (Median: 9,7x10°
RNA-Kopien/ml Homogenat; Q1-Q3: 5,2x10°-7,6x108 RNA-Kopien/ml Homogenat) und die
hochsten im Burgenland gemessen (Median: 2,0x10° RNA-Kopien/ml Homogenat; Q1-Q3:
0,6x10°-10,2x10°RNA-Kopien/ml Homogenat).

Die Pravalenz von SBV unterschied sich zwischen den Bundeslandern signifikant (Chi2=30,081;
df=8; P<0,001). In Karnten wurde es mit einer Pravalenz von 30,4% (Konfidenzintervall: 14,3-
50,7%) am seltensten gefunden und in Wien wurde es in 100% der Proben gefunden. Es gab
keinen Unterschied in der Hohe der Viruspravalenz zwischen den Proben aus den neun
Bundeslandern (H=11,973; df=8; P=0,152).
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Abbildung 2.8: Viruspravalenz in den neun Bundeslanden (x95%CI). Anzahl Stédnde pro Bundesland: Bgl.
N=6; Ktn. N=23; NO. N=39;.00. N=42; Sbg. N=16; Stm. N=35; Tirol N=20; Vbg. N=10; Wien N=7.
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Abbildung 2.9: Virustiter der sechs nachgewiesenen Viren in den positiven Proben in den neun
Bundeslandern (N=Anzahl der positiven Proben). ,Mill.“ Million; ,Mrd.“ Milliarde, ,Bill.“ Billion. Statistik in der
Grafik: Kruskal-Wallis-Test. Darstellung als Boxplot Diagramm: dicker Mittelstrich: Median; untere/obere
Grenze der Box: unteres/oberes Quartil; Antennen: maximal 1,5-facher Interquartilsabstand.
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2.4.5.2 Seeh6he

Entsprechend den orographischen Gegebenheiten bestand ein signifikanter Zusammenhang
zwischen der Seehthe des Bienenstandes und dem jeweiligen Bundesland (H=91,337; df=8;
P<0,001; Abbildung 2.10). Die beschriebenen Unterschiede im Virusauftreten zwischen den
Bundeslandern kénnten auch mit den Unterschieden in der Seeh6he zusammenhangen. Daher
wurde diese als zuséatzlicher Faktor ausgewertet.
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Abbildung 2.10: Seehdhe der Bienenstéande nach Bundeslandern. N=Anzahl der Proben. Darstellung als
Boxplot Diagramm: dicker Mittelstrich: Median; untere/obere Grenze der Box: unteres/oberes Quartil;
Antennen: maximal 1,5-facher Interquartilsabstand.

Die Viruspravalenz von drei der gefundenen Viren unterscheidet sich signifikant zwischen den
einzelnen Kategorien flr Seehdhe (BQCV, DWV-B, SBV, Abbildung 2.11, Tabelle 2.8). Bei allen
drei Viren wurden die niedrigsten Pravalenzwerte Gber 800 m Seehdhe gefunden. Die hdchsten
Pravalenzwerte wurden bei BQCV und DWV-B zwischen <200 m und <600 m Seehohe, bei SBV
<200 m Seehdhe gemessen. Fur ABPV und CBPV wurde kein Zusammenhang zwischen
Viruspravalenz und Seehohe festgestellt. DWV-A wurde aufgrund der geringen Stichprobe von
zwei positiven Werten nicht statistisch ausgewertet. Bei BQCV und DWV-B variiert auch der

Virustiter der positiven Proben mit der Seehthe (BQCV, DWV-B, Abbildung 2.12). Bei beiden Viren

ist der héchste mediane Virustiter bei <200 m Seehéhe und der geringste mediane Virustiter bei
>800 m Seehbhe gefunden worden.
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Tabelle 2.8: Viruspravalenz (Konfidenzintervall) nach Seehthe dargestellt.

[Sn?]ehOhe 'S?js:r'] ABPV BQCV CBPV DWV-A DWV-B SBV
46.2% 77% 92.3%
<200 13 100% 0% 100%
(21,4-72,4%) (1,8-19,4%) | (69,9-99,6%)
66.7% 8.8% 98.2% 77.2%
<400 57 100% 0%
(53,7-78,1%) (3.3-17,7%) (92,4-99,9%) | (65,5-86,6%)
53,4% 8.6% 17% 98,3% 63,.8%
<600 58 100%
(40,5-66,1%) (3.3-17.4%) | (0,4-46%) | (92,5-99,9%) | (51,3-75,1%)
38.1% 90,5% 11,9% 90,5% 47,6%
<800 42 0%
(24,3-53,4%) | (84,3-94,9%) | (4,6-23,6%) (79,1-97%) | (33,3-62,2%)
53,6% 89,3% 7.1% 64.3% 32.1%
>800 28 0%
(35,2-71,3%) | (81,1-94,9%) | (1,3-20,1%) (45,6-80,4%) | (17,2-50,1%)

ABPV trat in den funf Seehthe-Kategorien etwa gleich haufig auf (Chi2=8,154; df=4; P=0,087). Der
Virustiter der ABPV-positiven Proben zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Seehothe-Kategorien (H=0,661; df=2; P=0,719).

Fur BQCV unterschied sich sowohl die Viruspravalenz als auch die Hohe des Virustiters bei
positiven Proben signifikant zwischen den funf gewéhlten Seehdhe-Kategorien (Préavalenz:
Chi2=41,515; df=4; P<0,001; Titer: H=34,942; df=2; P<0,001). BQCV ist in >800 m Seehdhe mit
89,3% am seltensten aufgetreten (Konfidenzintervall: 81,1-94,9%). In den Seehdhen <200, <400
und <600 m kam BQCYV in 100% der Proben vor. Fur >800 m war der mediane Virustiter am
geringsten (2,57x10° RNA-Kopien/ml Homogenat; Q1-Q3: 2,11x10°-3,9x10° RNA-Kopien/ml
Homogenat), und fir <200 m Seehdéhe am héchsten (2,81x106 RNA-Kopien/ml Homogenat; Q1-
Q3: 1,2x106—4,41x106 RNA-Kopien/ml Homogenat).

Far CBPV wurden keine Unterschiede in der Viruspravalenz zwischen den Seehdhe Kategorien
festgestellt (Chi2=3,074; df=4; P=0,546). Aufgrund der geringen positiven Probenanzahl in den
einzelnen Seehthe- Kategorien wurde keine Auswertung des Virustiters durchgeftihrt (siehe
Stichprobenzahlen in Abbildung 2.12).

Aufgrund der geringen positiven Stichprobenanzahl fir DWV-A wurden weder statistische

Auswertungen fur die Viruspravalenz noch fur den Virustiter durchgefthrt.

Die Viruspravalenz von DWV-B unterschied sich signifikant zwischen den funf Seehdhe-
Kategorien (Chi?2=25,173; df=4; P<0,001). In >800 m Seehghe trat es mit 64,3% am seltensten auf
(Konfidenzintervall: 45,6-80,4%). In <400 m und <600 m Seeh6éhe war DWV-B mit 98,2%
(Konfidenzintervall: 92,4-99,9%) und 98,3% (Konfidenzintervall: 92,5-99,9%) am h&ufigsten
vorhanden. Die Hohe des Virustiters unterschied sich signifikant zwischen den Seehéhe-
Kategorien (H=7,003; df=2; P=0,03). Die geringsten Werte wurden in >800 m Seehohe (2,22x10°
RNA-Kopien/ml Homogenat; Q1-Q3: 0,27x10°-32,2x10° RNA-Kopien/ml Homogenat) und die
hochsten Werte in <200 m Seehohe festgestellt (7,74x108 RNA-Kopien/ml Homogenat; Q1-Q3:
0,66x10°-1,79x10° RNA-Kopien/ml Homogenat).

Die Pravalenz von SBV unterschied sich zwischen den Seehdhe Kategorien signifikant

(Chi?=33,692; df=4; P<0,001). In >800 m war die Viruspravalenz mit 32,1% am niedrigsten
(Konfidenzintervall: 17,2-50,1%) und in <200 m wurde es in 100% der Proben gefunden. In der

81




ZUKUNFT ‘.81

AGES|(

KARL-FRANZENS-UNIVERSITAT GRAZ
UNIVERSITY OF GRAZ

vetmeduni
& vienna

Hohe des Virustiters wurde zwischen den Seehfhe-Kategorien kein Unterschied festgestellt

(H=4,227;

df=2; P=0,121).
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Abbildung 2.11: Virusprévalenz der Bienenstande auf unterschiedlichen Seehéhen (£95%Cl). Anzahl
Stande pro Kategorie: <200: N=13; <400: N=57; <600: N=58; <800: N=42; >800: N=28.
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Abbildung 2.12: Virustiter der sechs nachgewiesenen Viren in den positiven Proben in den finf Kategorien
fur Seehdhe (N=Anzahl der positiven Proben). ,Mill.“ Million (=1x108); ,Mrd.“ Milliarde (=1x10°); ,Bill.“ Billion
(=1x1012). Statistik in der Grafik: Kruskal-Wallis-Test. Darstellung als Boxplot Diagramm: dicker Mittelstrich:
Median; untere/obere Grenze der Box: unteres/oberes Quartil; Antennen: maximal 1,5-facher
Interquartilsabstand.
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2.4.6 Zusammenhang Viruskonzentration und Winterverluste

Die Winterverluste (tote Voélker) unter den Probenvélkern betrugen 16,4% (Konfidenzintervall 12,9-
20,2%) und unterschieden sich nicht von den Winterverlusten der Monitoringstéande (=Sténde, auf
dem die Probenahme durchgefuhrt wurde; Tabelle 2.9). Zur besseren Vergleichbarkeit mit den
Ergebnissen von Modul U sind die Winterverluste auch als ,tote + weisellose Volker* dargestellt.

Tabelle 2.9: Winterverluste unter den Probenvdlkern (n=5 pro Stand) und auf den Monitoringstanden
(N=198 Stande).

Bereﬁ:niir der Gruppe Eingewinter Winterverluste Winterverluste Konfidenz-
) 9 PP [Anzahl Volker] [Anzahl Volker] intervall
Winterverluste
Nur tote Volker Probenvolker 990 162 16,4% 12,9-20,2%
Monitoringstand 2959 389 13,1% 10,6-16,0%
Tote + weisellose Probenvdlker 990 191 19,3% 15,8-23,2%
Volker
Monitoringstand 2959 505 17,1% 14,4-20,0%

Bei der Berechnung des Zusammenhanges zwischen Virusaufkommen im September und der
Hohe der Winterverluste unter den beprobten Volkern wurden die Daten von funf Viren
bertcksichtigt (ABPV, BQCV, CBPV, DWV-B, SBV). Die Daten der restlichen drei Viren flossen
nicht in die Berechnung ein, da sie zu selten (DWV-A) waren oder gar nicht aufgetreten sind
(IAPV, KBV). Es wurden drei Regression Trees (RTs) gerechnet, die in der Zusammensetzung des
Trainingsdatensatzes und damit in der Ausgangslage der Berechnung variierten (Abbildung 2.13).

Die groRte Gemeinsamkeit der drei RTs ist ihre Ahnlichkeit in der ersten Entscheidungsebene. Alle
drei RTs nehmen den Virustiter von DWV-B als ersten Split und teilen den Datensatz bei einem
DWV-B Titer von etwa 10° RNA-Kopien/ml Homogenat. Dabei betragt die vorhergesagte
Winterverlustrate in der Gruppe mit einem Titer unter 10° RNA-Kopien/ml Homogenat etwa 9% und
bei der Gruppe, in der der Titer 10° RNA-Kopien/ml Homogenat tiberschritten wurde, zwischen
34% und 39%.

In allen drei RTs gibt es jeweils zwei Gruppen, fur die ein Winterverlust von tber 40%
vorhergesagt wird. Solche hohen Winterverluste werden unter den folgenden Bedingungen
prognostiziert:

e DWV-B Titer >8x10® und ABPV Titer >5x10* bzw. >6x108 (RT 1, RT 2, RT 3)

e DWV-B Titer >8x108 und BQCV Titer >4x10° (RT 1, RT 2)

e DWV-B Titer >6x10° (RT 3)
Die Kombination zwischen hohem DWYV-B Titer und hohen ABPV Titer prognostiziert in allen drei
RTs hohe Winterverluste. Das lasst daher die Vermutung zu, dass eine Kombination von hohem
Titer der beiden Viren DWV-B und ABPV die Wahrscheinlichkeit eines Winterverlustes erhéht.
Ebenso sagt die Kombination zwischen hohem DWV-B Titer und hohem BQCV Titer in zwei von
drei Baumen sehr hohe Verluste voraus.
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Abbildung 2.13: Zusammenhang zwischen Winterverlusten und Hohe des Virustiters anhand von drei Regression Trees. Die linke Abzweigung stellt die Untergruppe dar,
auf die die Bedingung zutrifft (,yes®) und die rechte Abzweigung stellt die Untergruppe dar, auf die die jeweilige Bedingung nicht zutrifft (,no“). Die Ergebniskastchen

geben in der oberen Zeile die mittlere Hohe der Winterverluste in der entsprechenden Gruppe (0.00 = 0% Winterverlust; 1.00 = 100% Winterverlust) und in der unteren
Zeile den Anteil der Stichproben, die in diese Gruppe fallen, an.
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Diese Auswertung zeigt das Potential des Anwendens von maschinellen Lernmethoden auf den
vorliegenden Datensatz. Es ist jedoch Vorsicht bei der Interpretation der Ergebnisse angebracht,
da diese aufgrund von nur drei RTs gewonnen wurden. Da die Struktur der RTs stark von der
Zusammensetzung des Trainingsdatensatzes abh&ngt, ist die derzeitige Auswertung zu wenig
umfassend um verlassliche Daten zu liefern. Daher sind weiterfiihrende Auswertungen durch
Anwendung der Methode ,Random Forest* geplant. Diese Methode basiert ebenfalls auf
maschinellem Lernen und entwickelt das Prinzip der Regression Trees weiter. Hier werden viele (je
nach Einstellung mehrere tausend) einzelne Regression Trees zu einem Gesamtergebnis
zusammengefasst, um damit die Anflligkeit von einzelnen Regression Trees auf Anderungen im
Trainingsdatensatz ausgleichen zu kénnen. Ahnlich was hier mit drei Baumen gemacht wurde,
kann dann mit mehreren Tausend Baumen automatisiert (nach vorgegebenen Richtlinien)
erfolgen.

Die mittels des Regression Trees gebildeten Klassen kdnnen auch dahingehend tberprift werden,
ob man zwischen diesen auch signifikante Unterschiede im klassischen statistischen Sinn
nachweisen kann. Hierflr wurden beispielhaft die folgenden Grenzwerte gewahlt, um zwischen
,nhiedrigem Titer* und ,hohem Titer" zu trennen: 5x10* fiir ABPV, 4x10° und 8x108 fur DWV-B
(Abbildung 2.13).

Betrachtet man die gemeinsamen Auswirkungen des Virustiters von DWV-B und ABPV auf die
Winterverluste, variiert der Winterverlust signifikant zwischen den verschiedenen
Kombinationsmdglichkeiten (Chi2=42,404; df=3; P<0,001; Abbildung 2.13 A). Dabei liegt der
Winterverlust in der Gruppe ,DWV hoch + ABPV hoch® bei 38,8% (Konfidenzintervall: 28,3-50,0%)
und ist damit signifikant héher als in den Gruppen ,DWYV niedrig + ABPV niedrig“ (10,5%;
Konfidenzintervall: 7,0-14,8%) und ,DWYV niedrig + ABPV hoch* (6,0%; Konfidenzintervall: 2,3-
12,1%). Diese Aussage stimmt mit den Ergebnissen der RTs uberein. Die Gruppe ,DWV hoch +
ABPV hoch® unterscheidet sich jedoch nicht von der Gruppe ,DWV hoch + ABPV niedrig“(29,1%;
Konfidenzintervall: 17,8-42,5%). Das heisst, dass Stande die sowohl einen hohen DWYV Titer als
auch einen hohen ABPV Titer in den Proben aufwiesen, in etwa gleich hohe Winterverluste hatten,
wie Stande, die nur einen hohen DWYV Titer aufwiesen. Ein hoher ABPV Titer hatte damit keine
zusatzliche schéadliche Wirkung zu einem schon vorhandenen hohen DWYV Titer.

Die Winterverluste der Probenvélker wurden von der Kombination des Virustiters von DWV-B und
BQCV signifkant beeinflusst (Chi2z=46,41; df=3; P<0,001; Abbildung 2.13 B). Dabei waren die
Winterverluste in der Gruppe ,DWYV niedrig + BQCV niedrig“ mit 7,8% am niedrigsten
(Konfidenzintervall: 5,0-11,3%) und in der Gruppe ,DWV hoch + BQCV hoch® mit 45,9% am
hdchsten (Konfidenzintervall: 30,9-61,4%). Dies bestatigt die Aussage der RTs. Interessanterweise
unterschieden sich die zwei Gruppen ,DWYV niedrig + BQCV hoch* (17,3%; Konfidenzintervall: 8,6-
29,2%) und ,DWV hoch + BQCV niedrig“ (30,0%; Konfidenzintervall: 21,0-40,1%) nicht signifikant
voneinander. Das heisst, die Wintersterblichkeit war ahnlich hoch auf Standen, in deren Proben ein
hoher DWYV Titer bei niedrigem BQCYV Titer gemessen wurde, wie auf Stdnden, auf denen ein
hoher BQCYV Titer bei niedrigem DWYV Titer gemessen wurde.
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Abbildung 2.13: Zusammenhang zwischen dem Winterverlust (x95%CIl) der Probenvélker im Winter
2018/19 und dem Virustiter in den Proben vom September 2018. Es wurden jeweils Kombinationen zweier
Virustiter darstellt: (A) DWV (=DWV-B) und ABPV und (B) DWV und BQCV. DWV niedrig: < 8x108 RNA-
Kopien/ml Homogenat, DWV hoch: >8x108 RNA-Kopien/ml Homogenat, ABPV niedrig: < 5x10* RNA-
Kopien/ml Homogenat, ABPV hoch: > 5x10* RNA-Kopien/ml Homogenat,BQCV niedrig: < 4x10%6 RNA-
Kopien/ml Homogenat, BQCV hoch: > 4x108 RNA-Kopien/ml Homogenat

2.4.7 Zusammenhang Viruspravalenz und Viruskonzentration mit den berichteten
Symptomen der Volker
2.4.7.1 Totenfall vor dem Bienenvolk

Insgesamt haben 95% der Teilnehmerinnen Angaben zu dem Symptom ,Totenfall vor dem
Bienenvolk“ gemacht (188 von 198 Teilnehmerinnen). Dieses Symptom wurde auf finf Standen
vor mindestens einem Probenvolk beobachtet und ist damit auf 2,7% der Stande aufgetreten. Ein
erhodhter Totenfall vor dem Bienenvolk kann viele verschiedene Ursachen haben und kann auch
ein Hinweis auf eine CBPV Infektion sein. Aufgrund des seltenen Auftretens der Symptomatik war
eine Auswertung dieses Merkmals auf Zusammenhang mit CBPV nicht mdglich.

2.4.7.2 Varroamilben auf Bienen

94% der Teilnehmerlnnen (187 von 198) machten Angaben zu dem Symptom ,Varroamilben auf
Bienen® in ihren funf Probenvdlkern (187 von 198). Davon haben 17,6% das Symptom in
zumindest einem der Voélker beobachtet (33 von 187). ,Varroamilben auf Bienen® ist ein Hinweis
auf einen hohen Befall mit Varroamilben und damit einhergehend auf eine Infektion mit DWV.
Aufgrund dessen wurde ausschlief3lich der Zusammenhang zwischen DWV-B und dem Symptom
ausgewertet. DWV-A war mit zwei positiven Proben zu selten fiir eine aussagekréaftige
Auswertung.

Es wurde kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Auftreten von DWV-B und der
Beobachtung des Symptoms ,Varroamilben auf Bienen® festgestellt (Chi?=0,342; df=1; P=0,559;
Abbildung 2.14 A). DWV-B wurde in 93,9% der Proben aus Volkern mit Symptomatik
(Konfidenzintervall: 82,3-99,0%) und in 90,9% der Proben aus Volkern ohne Symptome
(Konfidenzintervall: 85,7-94,8%) festgestellt.

Es wurde kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Auftreten des Symptoms ,Varroamilben
auf Bienen® und der Hoéhe des DWV-B Titers bei DWV-positiven Proben festgestellt (W=2602;
P=0,084; Abbildung 2.14 B). Der geringe P-Wert deutet jedoch auf einen Trend zu einem hdheren
Virustiter bei beobachteter Symptomatik hin (Median=7,1x10® RNA-Kopien/ml Homogenat; Q1-Q3:
0,2x108-16,2x108 RNA-Kopien/ml Homogenat), im Vergleich zu nicht beobachteter Symptomatik
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Abbildung 2.14: Zusammenhang zwischen der (A) Pravalenz von DWV-B bzw. (B) dem Titer der DWV-B
positiven Proben mit dem Auftreten des Symptoms ,Varroamilben auf Bienen®. ,ja“: in zumindest einem der
funf Probenvélker Varroamilben auf Bienen beobachtet; ,nein“ in keinem der flinf Probenvdélker Varroamilben
auf Bienen beobachtet; ,n“ Probenanzahl; ,Mill.“ Million (=1x108); ,Mrd.“ Milliarde (=1x10°); ,Bill.“ Billion
(=1x1012). Statistik in der Grafik: (A) GLM mit quasibinomialer Verteilung; (B) Kruskal-Wallis-Test. Boxplot
Diagramm: dicker Mittelstrich: Median; untere/obere Grenze der Box: unteres/oberes Quartil; Antennen:
maximal 1,5-facher Interquartilsabstand.
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2.4.7.3 Bienen mit verkrtppelten Fligeln

93,9% der Imkerlnnen haben Angaben zum Symptom ,verkrippelte Fligel“ gemacht (186 von 198
Teilnehmerlnnen). Davon haben 10,2% der Imkerlnnen das Symptom in mindestens einem
Probenvolk beobachtet (19 von 186) und 89,8% der Imkerlnnen das Symptom in keinem der
Probenvdlker beobachtet (167 von 186). Da verkriippelte Fligel ein Symptom fur eine DWV
Infektion sind, wurde der Zusammenhang zwischen der Symptomatik und dem Virus DWV-B
ausgewertet. DWV-A war mit zwei positiven Proben zu selten fiir eine aussagekréaftige
Auswertung.

DWV-B wurde signifikant h&dufiger in Proben von Standen nachgewiesen, in deren Probenvilkern
die Symptomatik ,verkrippelte Fligel“ beobachtet wurde, als auf Standen mit Probenvdlkern ohne
Symptomatik (Chi2=3,983; df=1; P=0,046). In 100% der Proben von Standen mit symptomatischen
Probenvdélkern und in 90,4% der Proben von Standen ohne Symptomatik (Konfidenzintervall: 85,6-
94,1%) wurde DWV-B nachgewiesen (Abbildung 2.15 A).

Die DWV-positiven Proben von Standen mit symptomatischen Probenvdlkern wiesen einen
signifikant héheren DWV-B Titer auf als die Proben von Stadnden mit nicht-symptomatischen
Probenvdlkern (W=2117; P<0,001). DWV-B positive Proben von Standen, in deren Probenvélkern
das Symptom ,verkrippelte Fligel“ beobachtet wurde, hatten im Median einen DWV-B Titer von
1,2x10° RNA-Kopien/ml Homogenat (Q1-Q3: 0,5x10°%4,0x10° RNA-Kopien/ml Homogenat). DWV-
B positive Proben von Stadnden mit Probenvidlkern ohne das Symptom hatten im Median einen
DWV-B Titer von 3,8x10” RNA-Kopien/ml Homogenat (Q1-Q3: 0,1x107-88,0x10” RNA-Kopien/ml
Homogenat).
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Abbildung 2.15: Zusammenhang zwischen der (A) Pravalenz von DWV-B bzw. (B) dem Titer der DWV-B
positiven Proben mit dem Auftreten des Symptoms ,verkrippelte Fligel®. ,ja“: in zumindest einem der funf
Probenvolker Varroamilben auf Bienen beobachtet; ,nein® in keinem der fiinf Probenvélker Varroamilben auf
Bienen beobachtet. ,n“ Probenanzahl; ,Mill.* Million (=1x108); ,Mrd.“ Milliarde (=1x109); ,Bill.“ Billion
(=1x1012). Statistik in der Grafik: (A) GLM mit quasibinomialer Verteilung; (B) Kruskal-Wallis-Test. Boxplot
Diagramm: dicker Mittelstrich: Median; untere/obere Grenze der Box: unteres/oberes Quartil; Antennen:
maximal 1,5-facher Interquartilsabstand.
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2.4.7.4 Schwarz-glanzende Bienen

94% der teilnehmenden Imkerlnnen haben Angaben zu dem Symptom ,schwarz-glanzende
Bienen® in ihren Probenvolkern gemacht (188 von 198 Teilnehmerinnen). Davon haben 32,4% das
Symptom beobachtet (61 von 188) und 67,6% das Symptom nicht beobachtet (127 von 188). Da
schwarz-glanzende Bienen ein Symptom fir CBPV sein kdnnen, wurden die Daten auf Korrelation
zwischen CBPV und der beobachteten Symptomatik ausgewertet.

CBPV trat signifikant haufiger in Proben auf, wenn bei der Probenahme schwarz-glanzende
Bienen in den Probenvdlkerm beobachtet wurden, als in Proben, bei deren Probenahme keine
schwarz-glanzenden Bienen beobachtet wurden (Chi2=4,166; df=1; P=0,041; Abbildung 2.16 A). In
14,7% der Proben von Stéanden, deren Probenvélker die Symptomatik aufwiesen, wurde CBPV
nachgewiesen (Konfidenzintervall: 7,3-25,1%). Im Gegensatz dazu war dies nur in 5,5% der
Proben von Standen mit Probenvélkern ohne Symptomatik der Fall (Konfidenzintervall: 2,4-
10,4%).

Insgesamt liegen 16 Proben vor, in denen CBPV nachgewiesen wurde und die Information tber
das Auftreten des Symptoms ,schwarz-glanzende Bienen® vorhanden ist (Abbildung 2.16 B). Der
Median der CBPV positiven Proben lag bei 1,1x10% RNA-Kopien/ml Homogenat (Q1-Q3: 5,8x10%-
4,1x108 RNA-Kopien/ml Homogenat), wenn das Symptom beobachtet wurde, und bei 3,3x108
RNA-Kopien/ml Homogenat (Q1-Q3: 0,4x108-63,3x108 RNA-Kopien/ml Homogenat), wenn das
Symptom nicht beobachtet wurde. Der Unterschied ist damit nicht signifikant (W=22; P=0,351).
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Abbildung 2.16: Zusammenhang zwischen der (A) Pravalenz von CBPV bzw. (B) dem Titer der CBPV
positiven Proben mit dem Auftreten des Symptoms ,schwarz-glanzende Bienen®. ,ja“: in zumindest einem
der funf Probenvdlker schwarz-glanzende Bienen beobachtet; ,nein® in keinem der funf Probenvdlker
schwarz-glanzende Bienen beobachtet. ,n“ Probenanzahl; ,Mill.* Million (=1x108); ,Mrd.“ Milliarde (=1x109);
,Bill.“ Billion (=1x10%2). Statistik in der Grafik: (A) GLM mit quasibinomialer Verteilung; (B) Kruskal-Wallis-
Test. Boxplot Diagramm: dicker Mittelstrich: Median; untere/obere Grenze der Box: unteres/oberes Quartil;
Antennen: maximal 1,5-facher Interquartilsabstand.
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2.4.7.5 Sackbrutsymptome

Insgesamt haben 94% der Teilnehmerlnnen Angaben zu Sackbrut-Symptomen gemacht (187 von
198 Teilnehmerlnnen). Sackbrutsymptome wurden auf vier Stdnden in mindestens einem
Probenvolk beobachtet und sind damit auf 2,1% der Stéande aufgetreten. Aufgrund des seltenen
Auftretens des Symptoms war eine Auswertung auf Zusammenhang mit SBV nicht méglich.

2.5 Diskussion
2.5.1 Repréasentativitat der Studienteilnehmerinnen

Vorrangiges Ziel des Virenmonitorings ist es, eine fiir Osterreich reprasentative Aussage uber die
Pravalenz von Bienenviren zu machen. Deswegen wurde bei der Auswahl Sorge getragen, dass
eine geographische Reprasentativitit der einzelnen Bundeslander gewdahrleistet ist (Tabelle 2.2).
Dies wurde erreicht, indem die Teilnehmerlnnen anhand der Bundeslander-Zugehérigkeit ihrer
Bienenstande aus den freiwilligen Meldungen ausgewahlt wurden.

Auch die Winterverluste 2018/19 der Studienteilnehmerinnen sind reprasentativ fur Osterreichs
Imkerlnnen. Sie unterscheiden sich nicht signifikant von den Winterverlusten der COLOSS-Studie
(= Ergebnisse des Moduls U der vorliegenden Studie). Bei der COLOSS-Studie haben 1534
Imkereibetriebe teilgenommen und es wurde ein Winterverlust von 15,2% der Voélker
(Konfidenzintervall: 14,4-16,1%) gemeldet (Winterverlust = tote und im Frihling weisellose Vélker).
Die Monitoringstande im Virenmonitoring hatten einen Winterverlust von 17,1% der Voélker
(Konfidenzintervall: 14,4-20,0%; Tabelle 2.9). Die Uberlappenden Konfidenzintervalle zeigen, dass
sich diese Werte nicht signifikant unterscheiden und das Virenmonitoring trotz wesentlich kleinerer
Stichprobe die diesjahrigen Winterverluste fiir Osterreich reprasentativ abbildet.

Die Repréasentativitat der Stichprobe ist fir die Kenngré3en Imkererfahrung, BetriebsgréfZe und
Biozertifizierung vermutlich nicht voll gegeben. Leider liegen uns diese Kenngrdol3en flr die
Osterreichische Imkerschaft nicht vor, wir kdnnen sie jedoch teilweise mit den Daten der COLOSS-
Studie vergleichen, die eine wesentlich gréRere Stichprobe aufweist. So sind wahrscheinlich die
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jungen unerfahrenen Imkerinnen in der Stichprobe des Virenmonitoring Uberreprasentiert, da etwa
die Halfte aller teilnehmenden Imkerinnen weniger als elf Jahre Imkererfahrung aufweisen. Ebenso
sind die Imkerbetriebe mit weniger als 20 Volkern im Vergleich zu COLOSS-Studien
unterreprasentiert (Virenmonitoring: 42,9% der Teilnehmerinnen; COLOSS-Studien: >70%,
Brodschneider et al., 2018b). Der Anteil an Bio-zertifizierten Imkereien scheint mit 21,2% der
Teilnehmerlnnen ebenso tber dem Osterreich-weiten Schnitt zu liegen. In den COLOSS-Studien
lag der Anteil der Bio-zertifizierten Imkereien bei etwa 10% (Brodschneider & Karrer, 2018;
Brodschneider et al, 2018b).

Die beschriebenen Abweichungen der drei Kenngréfien kommen vermutlich aufgrund der
Teilnehmerlnnen-Aquisition mittels freiwilligen Meldungen zustande. Bei Gespréachen oder in
Emails nannten die Teilnehmerinnen vorrangig drei Grunde fir die Teilnahme an der Studie: die
Bereitschaft die wissenschaftliche Forschung zum Thema Bienenviren zu unterstitzen, die
Mdoglichkeit exakte Daten Uber Virusinfektionen in den eigenen Vélkern zu erhalten und das
Interesse, sich Wissen Uber das Thema Bienenviren anzueignen. Aus dieser Motivation heraus
war eine Teilnahme an dem Projekt und damit eine freiwillige Meldung vor allem ftr
Jungimkerinnen und Neueinsteigerinnen interessant, die die Chance wahrnahmen ihr Wissen zu
erweitern. Ebenso ist das vermehrte Interesse von Bioimkereien erklarbar, die aufgrund ihrer
Betriebsweise einen besonderen Fokus auf Pravention und damit auf das sichere Erkennen von
Krankheiten haben. Die geringe Beteiligung von kleinen Imkereibetrieben lag zum Teil an der
Projektanforderung von minimal finf Probenvdlkern, die einen Teil der Imkerinnen automatische
ausschloss. Um die beschriebenen Abweichungen zu vermeiden, hatte man eine Zufallsauswabhl
aus dem oOsterreichweiten Bienenstandsregister (VIS) durchfihren missen. Dies war leider aus
rechtlichen Grinden nicht méglich.

2.5.2 Pravalenzlevel

Die errechneten Pravalenzwerte konnen als Pravalenzwerte auf Bienenstand-Niveau betrachtet
werden. Der Bienenstand ist eine epidemiologische Einheit, da aufgrund der gruppenweisen
Aufstellung auf engem Raum (Blockaufstellung, grofRe Zahl von Bienenvolkern auf einem
Bienenstand), imkerlicher Eingriffe (gleiches Werkzeug fir alle Bienenvdlker, Wechsel von
Beutenteilen, R&hmchen, Futter- und Brutwaben zwischen Vdlkern, etc.) und Verhalten der Bienen
(Verflug der Arbeiterinnen und Drohnen, Rauberei in anderen Standvolkern, auf anderen Standen
und bei Vélkern au3erhalb der imkerlichen Obhut) ein stéandiger Austausch von
viruskontaminiertem Material zwischen den Volkern zu erwarten ist. Deswegen haben wir in der
vorliegenden Studie die flnf eingesandten Bienenproben eines Standes zu jeweils einer
Sammelprobe zusammengefasst und untersucht. Mit einer Sammelprobe aus mehreren Voélkern
steigt die Wahrscheinlichkeit, dass alle haufig auf einem Stand vorkommenden Bienenviren in der
Sammelprobe enthalten sind und das gesamte Virusspektrum auf dem Bienenstand damit
beschrieben werden kann (Tentcheva et al., 2004; Mouret et al., 2013).

Die Bienenproben vom September 2018 wurden insgesamt auf acht Bienenviren getestet, wovon
sechs Viren in mindestens einer Probe gefunden wurden. Die beiden Viren BQCV und DWV-B
waren am haufigsten und wurden in Gber 90% der Proben gefunden (Abbildung 2.6). SBV und
ABPV traten signifikant seltener auf als BQCV und DWV-B und wurden in etwa der Halfte aller
Proben nachgewiesen. CBPV trat mit rund 10% Haufigkeit signifikant seltener als die vier
genannten Viren, aber haufiger als DWV-A auf. IAPV und KBV wurden in keiner der 198
untersuchten Proben detektiert.

Vorhergehende dsterreichische Daten zeigen nur teilweise ein vergleichbares Bild, wenn man die
Reihung der Pravalenz zwischen den Viren vergleicht. In der Vorgangerstudie ,Zukunft Biene*
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wurden 210 Bienenproben, die im September 2015 genommen wurden, auf ABPV, CBPV, DWV-A
und DWV-B untersucht (Morawetz et al., 2018). ABPV ist damals signifikant haufiger in
Bienenproben gefunden worden als die anderen drei Virusspezies und die Haufigkeit von DWV-A
und DWV-B unterschied sich nicht signifikant. Auch in einer friilheren Osterreichischen Studie, die
Proben von 43 asymptomatischen Volkern im Jahr 2009 auf sechs Viren untersuchte, war ABPV
gemeinsam mit SBV das am h&ufigsten nachgewiesene Virus, gefolgt von BQCV und DWV
(Koglberger et al., 2009). Das negative Untersuchungsergebnis fur IAPV und KBV stimmt mit
friheren Osterreichischen Untersuchungen Uberein, in denen diese Viren entweder gar nicht oder
nur in Einzelfallen detektiert wurden (Kéglberger et al., 2009; Girsch & Moosbeckhofer, 2012;
Moosbeckhofer & Mayr, 2014). Ein Vergleich der absoluten Haufigkeiten mit den Vorgéngerstudien
ist nicht sinnvoll, da diese das Virusauftreten in Einzelvélkern gemessen haben und damit nicht mit
den Daten aus Sammelproben des vorliegenden Projektes verlgeichbar sind. Ein Vergleich
zwischen verschiedenen Jahren wird ab Vorliegen der Daten des Versuchsjahres 2019 méglich
sein.

DWV-B war im September 2018 am zweithaufigsten auf den Bienenstanden zu finden (91%;
95%CI: 87-95%), wahrend DWV-A sehr selten auftrat (1%; 95%CI: 0-3%). Im Vorgangerprojekt
»LZukunft Biene* wurde DWV-A zwar tendenziell seltener als DWV-B gefunden, doch die beiden
unterschieden sich nicht signifikant voneinander (Morawetz et al., 2018). Doch in den beiden
Projekten wurden unterschiedliche Dektektionsmethoden angewandt: wahrend im vorliegenden
Projekt die vom EU-RL empfohlenen Methoden zum Einsatz kamen, wurde im Vorgangerprojekt
die Methode von Highfield (2009) verwendet. Eine Uberpriifung von Unterschieden in der
Detektion zwischen den beiden Methoden ist geplant.

Die vier Viren ABPV, BQCV, DWV-B, SBV unterschieden sich in der Pravalenz zwischen den neun
Bundeslandern (Abbildung 2.8). Dabei war bei allen vier Viren ein &hnliches Muster zu erkennen.
Stande aus Tirol und Karnten hatten die geringsten Pravalenzen, wahrend Stande im Burgenland
und meist auch Wien die héchsten Pravalenzen aufwiesen. Diese Unterschiede stehen
wahrscheinlich in Zusammenhang mit der Seehthe, da die teiinehmenden Bienenstande in Tirol
und Karnten zusammen mit den Bienenstanden in Salzburg am hdchsten gelegen sind, wahrend
die Bienenstande in Wien und Burgenland im Flach- und Hugelland lagen (Abbildung 2.10).
Tatséachlich war fur die Viren BQCV, DWV-B und SBV die Pravalenz auf Standen in groRerer
Seeho6he signifikant niedriger als auf tiefer gelegenen Stéanden (Abbildung 2.11).

Der Zusammenhang zwischen der Virus-Pravalenz und der Seehdhe ist wahrscheinlich durch
klimatische und 6kologische Faktoren bedingt, die sowohl Einfluss auf die Vegetation und die Art
der Landnutzung als auch auf die Entwicklung der Bienenvdélker haben. So hat die durch die
klimatischen Bedingungen bedingte kiirzere Brutzeit der Vélker in hbheren Lagen einen
hemmenden Einfluss auf die Entwicklung der Varroa-Population und damit auf die Verbreitung von
Varroa-assoziierten Viren wie DWV, SBV und vermutlich auch BQCV im Bienenvolk (McMenamin
& Genersch, 2015; Sumpter & Martin, 2004). Es ist au3erdem zu vermuten, dass die Dichte der
Bienenvoélker in hbheren Regionen geringer ist als in niedrigeren Lagen. Mit einer geringen
Volkerdichte sinkt die Wahrscheinlichkeit, dass Varroamilben und die von ihnen verbreiteten Viren
zwischen Bienenvélkern durch Rauberei, Bienen-Verflug oder Kontakte bei Blitenbesuchen
Ubertragen werden (Peck et al., 2016; Forfert et al., 2015; Nolan & Delaplane, 2016). Ebenso ist es
zu erwarten, dass sich die Hohenlagen durch Unterschiede im Futterpflanzenspektrum und der
Pflanzendiversitat unterscheiden. Da die Ernéhrung einen wichtigen Einfluss auf die Gesundheit
und Abwehrkréfte eines Volkes besitzt, konnen unglnstige Erndhrungssituationen
mitverantwortlich fur die Ausbreitung von Viren in Bienenvolkern sein (DeGrandi-Hoffman & Chen,
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2015; Alaux et al., 2017). Die Ergebnisse der weiteren Untersuchungsjahre werden zeigen, ob der
Zusammenhang zwischen Viruspravalenz und Seehdhe regelmaRig auftritt.

2.5.3 Ho6he Virustiter

Der Virustiter bewegte sich bei allen sechs positiv getesteten Viren in einer sehr grof3en
Spannweite zwischen funf und acht Zehnerpotenzen. Viren kénnen in Bienen sowohl als verdeckte
Infektionen als auch als im Zuge einer offen ausgebrochenen Krankheit vorhanden sein. Bei einer
verdeckten Infektion (covert infection) sind der infizierten Biene keine Symptome anzumerken,
wahrend eine Biene bei einer offenen Infektion (overt infection) Symptome der entsprechenden
Viruserkrankung zeigt (Yue et al., 2007). Eine offene Virusinfektionen ist in der Regel mit einem
hohen Virustiter verbunden, wahrend verdeckte Infektionen einen geringen Virustiter aufweisen
(Zioni et al., 2011; Schurr et al., 2019). Die grof3e Spannbreite im Virustiter zeigt daher, dass sich
die Bienenproben in der Art der Infektion — also offen oder verdeckt — unterscheiden. Zusatzliche
Variation in der Spannbreite entsteht dadurch, dass sich die Sammelprobe aus insgesamt 50
Bienen zusammensetzte, von denen jedes einzelne Individuum in seinem Infektionsgrad zwischen
einer nicht vorhandenen, einer verdeckter und einer offener Infektion variieren kann.

Bei DWV-B war das Auftreten einer offenen Infektion mit einem signifikant erhhten Virustiter
verbunden. Verkruppelte Fligel und Varraomilben auf Bienen sind Symptome fir eine offene DWV
Infektion (Bowen-Walker et al., 1999).Tatsachlich hatten die Proben einen signifikant htéheren
DWV:-B Titer, wenn Bienen mit verkruppelten Fligeln in mindestens einem Volk beobachtet
wurden. Ebenso gibt es einen Trend zu einem erhohten Virustiter bei der Beobachtung von
Varroamilben auf Bienen.

Bei CBPV wurde kein Zusammenhang zwischen der Héhe des Virustiters und zwei Symptomen fur
CBPV festgestellt (Abbildung 2.16). Symptome fiir eine offene CBPV-Infektion sind unter anderem
schwarz-glanzende Bienen und ein erhéhter Totenfall vor dem Volk (Ribiére et al., 2010). Zwar war
das Auftreten des Virus signifikant haufiger auf Standen mit Beobachtungen von schwarz-
glanzenden Bienen als auf Standen ohne diese Beobachtung. Doch auch wenn das Symptom
beobachtet wurde, lag die Wahrscheinlichkeit bei nur 14,7% (Konfidenzintervall: 7,3-25,1%), dass
die Probe positiv auf CBPV getestet wurde. Die Beobachtung des Symptoms war daher kein
verlasslicher Hinweis auf das Auftreten von CBPV. Bienen sehen schwarz-glanzend aus, weil die
Haare auf ihnrem Abdomen abbrechen. Nur kénnen diese Haare auch aus anderen Griinden
(Rauberei, Waldtrachtkrankheit, erbliche Schwarzsucht) oder generell aufgrund des hohen Alters
der Biene verloren gehen. Diese Bienen kdnnen mit den CBPV geschadigten schwarz-glanzenden
Bienen verwechselt werden. Ein erhdhter Totenfall vor dem Volk, das zweite abgefragte CBPV-
Symptom, wurde zu selten beobachtet um ausgewertet zu werden.

Sackbrutsymptome wurden ebenfalls zu selten beobachtet um sie aussagekraftig auszuwerten.
2.5.4 Winterverluste

Die Auswertungen zum Zusammenhang zwischen Winterverlusten und Virusauftreten sind noch in
Arbeit. Es zeigt sich jedoch selbst bei diesem Auswertungsstand der klare Zusammenhang
zwischen einem hohen DWV-Titer und hohen Winterverlusten in den Probenvilkern. Dies stimmt
mit den Ergebnissen der Vorgangerstudie sowie aus anderen européischen L&ndern Gberein
(Berthoud et al., 2011; Highfield, 2009; Morawetz et al., 2018). Die vorliegende Auswertung weist
darauf hin, dass sehr hohe Winterverluste ab einem DWV-B Titer von etwa 10° RNA-Kopien/ml|
Homogenat auftreten (Abbildung 2.16). Dies ist insofern bemerkenswert, da auch die DWV-
Symptome ,Varroamilben auf Bienen® und ,verkrippelte Bienen“ vermehrt ab einem DWV-B Titer
von 10° RNA-Kopien/ml Homogenat beobachtet wurden (Abbildungen 2.14, 2.15). Unsere Daten
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sind damit ein klarer Hinweis, dass Volker schon nachhaltig durch DWV und die Varroamilbe
geschadigt sind, wenn der Imker/die Imkerin klare Symptome von DWV beobachten kann. Der
enge Zusammenhang zwischen Winterverlusten und dem beobachteten Symptom verkrippelte
wurde ebenfalls in den Untersuchungen des Moduls U fur diesen Winter gezeigt. Auf3erdem
bestétigen sie die Bedeutung einer effektiven Varroakontrolle im Sommer um das Ausbrechen
einer offenen DWV-Infektion mit sichtbaren Symptomen zu verhindern und die Wahrscheinlichkeit
eines Winterverlustes zu reduzieren (Dainat & Neumann, 2013; Locke et al., 2017).

2.5.5 Zusammenfassung und Ausblick

Nach Abschluss des ersten Versuchsjahres liegen nun die ersten Gsterreichweit représentativen
Daten Uber die Viruspravalenz von acht Bienenviren vor. Um dies zu erreichen wurden die RT-
gPCR-Methoden fir die entsprechenden acht Viren etabliert und validiert. Ebenso wurde
erfolgreich eine funktionierende Probenahme-Logistik aufgebaut und ein guter Kontakt mit den
teilnehmenden Imkerinnen hergestellt. Die Detailauswertung der Ergebnisse wurde begonnen, in
der unter anderem eine signifikante Korrelation zwischen der Hohe des Virustiters und der
Virussymptomatik bei DWV-B beobachtet wurde.

Die Daten der nachsten zwei Versuchsjahre werden es erlauben Aussagen Uber die Varianz der
Viruspravalenz zwischen verschiedenen Jahren zu machen. Au3erdem wird durch die
mehrjahrigen Untersuchungen die Menge verflugbarer Daten erhdht, was die Aussagekraft
beziglich der Zusammenh&nge zwischen Virustiter und Winterverlusten bzw. Virussymptomatik
erhdhen kann. Des Weiteren werden die Methoden zur Analyse des Zusammenhangs zwischen
Virusauftreten und Winterverlusten weiter verfeinert werden.
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2.6 Anhang I: Anleitung zur Probenahme

Auf den folgenden Seiten finden Sie eine detaillierte Anleitung, wie Sie die Probenahme der Bienen
durchfiihren werden. Bei Unklarheiten und Fragen kdénnen Sie sich jederzeit an uns wenden
(Kontaktdaten auf der letzten Seite).

Wir bedanken uns bei IThnen fiir die Zusammenarbeit und hoffen, gemeinsam einen weiteren
Schritt in der Erforschung der Bienengesundheit in Osterreich zu gehen!

Der zeitliche Ablauf im Uberblick:

Probenahme: zwischen 1. und 16. September 2018 (mdglichst Sonntag bis Mittwoch)
Abschicken per Post: Am Tag oder Folgetag der Probenahme (mdglichst Montag bis
Mittwoch)

Sie erhalten die Ergebnisse der Virentests voraussichtlich im Marz 2019
Meldung der Winterverluste: Frithjahr 2019
Weitere Probenahmetermine: Herbst 2019 und Herbst 2020

Arbeitsanleitung
Arbeitsschritte fiir die Probenahme 2018:

1. Auswahl und Markierung der Probenvélker

2. Probenahme

3. Optional, falls es Ihnen mdglich ist: Vélkerdurchsicht und Kontrolle auf
Krankheitssymptome, Ausflillen des Fragebogens — ,,optionaler Teil"
Ausfiillen des Fragebogens — ,Pflichtteil®

Beflillen der Versandtasche und Versand

vk

1. Auswahl und Markierung der Probenvdélker:
Es werden insgesamt 5 Volker eines einzigen Standes beprobt (=Probenvdlker). Wahlen Sie diese

bitte nach folgendem Schema aus:

¢ bei 5 Volkern am Stand: alle Vélker beproben.

« bei 6 bis 9 Volkern am Stand: das erste Volk auslassen und ab dem 2. Volk die nachsten 5
Volker auswahlen.

Bsp.:
N4 v Vv N4 Vv
Volk Volk Volk Volk Volk Volk Volk Volk Volk
1 2 3 4 5 6 7 8 9

¢ bei 10 oder mehr Vélkern am Stand: das erste Volk auslassen und dann jedes zweite Volk
auswahlen bis 5 Volker ausgewahlt sind.

Bsp.:
N Vv Vv N v
Volk Volk Volk Volk Volk Volk Volk Volk Volk Volk
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
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Die ausgewdhlten Probenvolker mit den beigelegten Plastiketiketten markieren. Die
Plastiketiketten mit ReiBnageln oder ahnlichem auf dem Beutenteil, der in der Regel beim Volk bleibt
(Beutenboden oder Zarge), befestigen. Wenn Sie die Zarge oder den Boden, auf dem das Etikett
befestigt ist, austauschen, das Etikett ebenfalls umhangen.

Damit sollen die Probenvolker zweifelsfrei flir den weiteren Versuchsverlauf Uber 3 Jahre
identifizierbar bleiben. Bei Ausfall eines Volkes in den nachsten beiden Jahren wahlen Sie bitte ein
Ersatzvolk aus und teilen Sie uns dies bei der nachsten Beprobung mit.

2. Probenahme:
Bitte flihren Sie die Probenahme folgendermaBen durch:

Wabe zur Probenahme identifizieren:
Die Bienenprobe soll aus jener Zarge
entnommen werden, in der sich die Brut
befindet bzw. dort, wo die Bienen sitzen,
falls keine Brut vorhanden ist.

Die Bienenprobe soll auf jener brutfreien
Wabe genommen werden, die an die
auBerste Brutwabe anschlieBt.

Wenn keine Brut vorhanden ist, die Probe
von einer auBeren Wabe des Bienensitzes
nehmen.

Die Probe auf der ausgewahlten
brutfreien Wabe nehmen:

Bitte entnehmen Sie die Probe durch
Auflegen der offenen Seite des Kafigs auf
die Wabe (offenen Kafig auf kleine
Bienengruppe legen) und vorsichtiges
Zuschieben des Deckels.

Im Kafig sollten sich 10 Bienen befinden,
etwas mehr ist im Zweifelsfall in Ordnung.

96



ZUKUNFT QSX ' KARL-FRANZENS-UNIVERSITAT GRAZ =
BIENE AGE S}i UNIVERSITY OF GRAZ EH !! Vetn;l”ee(jn%rg

3. Optional: Volkerdurchsicht, Feststellen der Symptome und

Ausfiillen des Fragebogens — ,,optionaler Teil"
Falls es IThnen mdglich ist, bei den Probenvélkern eine Vélkerdurchsicht durchzufiihren,
kdnnten Sie das Projekt mit wertvoller Information unterstiitzen. Dazu ist es nétig, alle
bienenbesetzten Waben der Probenvélker, sowie den Bereich vor den Probenvélkern zu
inspizieren. Im Fragebogen — ,,optionaler Teil" ist anzugeben, bei wie vielen der
Probenvdlker Sie die angefiihrten Symptome beobachtet haben. Da diese abgefragten
Symptome Hinweise auf eine akute Virusinfektion geben kdnnen, helfen uns Ihre
Beobachtungen, die Ergebnisse der Virusuntersuchung besser zu interpretieren.
In der Beilage ,Arbeitsanleitung zur optionalen Vélkerdurchsicht" finden Sie die genauen
Informationen, wie dabei vorzugehen ist.

4. Ausfiillen des Fragebogens — ,Pflichtteil"
Bitte fiillen Sie den Pflichtteil des Fragebogens aus.

5. Befiillen der Versandtasche und Absenden
Bitte die vorfrankierte und adressierte Versandtasche wie folgt befiillen:

Den ausgefiillten Fragebogen in das graue
Briefkuvert stecken. Dieses Kuvert einmal
zusammenfalten und in die braune
Versandtasche schieben.

Die 5 Kafige flach darauflegen und flach
hineinschieben (geht sich knapp aus).
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Die Versandtasche mit der beigelegten
Klammer verschlieBen (Falz 2 x falten)
oder mit einer Klammerimaschine
zuklammern.

Die Versandtasche am Wochenbeginn (Montag bis Mittwoch) bei einer Poststelle aufgeben oder in
einen Postkasten werfen, der noch am selben Tag ausgehoben wird. Dies soll eine kurze
Transportdauer gewahrleisten, um die Bienen zu schonen. Da der Versand rasch nach der
Probenahme erfolgen sollte, ist eine Probenahme im Zeitraum von Sonntag bis Mittwoch ideal.

Kontakt
Falls Sie Fragen haben, kdnnen Sie uns erreichen unter:
Dr. Linde Morawetz: 050 555-*xk*x linde.morawetz@ages.at

DI Hemma Kdéglberger: 050 555-*xk*x hemma.koeglberger@ages.at

Im Probenahmezeitraum (1. bis 16. September 2018) kdnnen Sie uns jederzeit (auch am
Wochenende) erreichen unter:

Handy Bienenkunde: KAk ARk A A

Ausblick

Die Untersuchungen auf sieben Bienenviren werden im Winter stattfinden. Sobald die Ergebnisse
vorliegen, werden Sie diese erhalten.

Im Frihling 2019 werden wir die Winterverluste am betreffenden Stand und bei den flinf
Probevdlkern abfragen.
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2.7 Anhang Il

Pflichtteil (Bitte unbedingt vollstidndig ausfiillen!)

Name IMKer/IMKEIN: .....coooviiiiieeeeeeeeee e Datum Probenahme: ...........coooveivivieenn,
Verortung des Bienenstandes

Bundesland: ..o Seehdhe: ......cccovverenn
Standgemeinde: ........cooeeiieie e PLZ: oo

Fragen zum Imkereibetrieb

1.) Seit wie vielen Jahren imkern Sie? ........c.cccocveevinennn Jahre
2.) Wie hoch ist die derzeitige Gesamtvodlkeranzahl Ihres Betriebes? ..................... Volker
3.) Ist der Betrieb ein zertifizierter Biobetrieb? O ja LI nein

4.) Welchen Anteil der Brutwaben Ihrer Vélker haben Sie 2018 erneuert?
O 0% O 1-30% O  31-50% O mehr als 50%
5.) Was machen Sie mit Futterwaben oder Leerwaben aus abgestorbenen Vélkern (Mehrfachnennungen
maoglich)?
O einschmelzen oder aus dem Betrieb ausscheiden
O in andere Volker oder Ableger einhdéngen
O SONSHIGES: ...eeeiiiieeiieeee e

6.) Wie vermehren Sie die Volker in Threm Betrieb (Mehrfachnennungen mdglich)?

O Naturschwarm O Kehrschwarm O bisher noch gar nicht

O Brutableger O SONSHIGES: ..ooeevieeeciee e

Fragen zum beprobten Bienenstand (= Monitoringstand)

7.) Wie viele Volker stehen zum Datum der Probenahme am Monitoringstand? ..................... Volker
8.) Thre MaBnahmen zur Varroabekdmpfung auf dem Monitoringstand im Jahr 2018 bis zum Datum der
Probenahme (Mehrfachnennungen méglich)?

O biotechnisch (Drohnenbrut schneiden, Warmebehandlung, Kéniginnensperren, etc.)

O medikamentOs (Praparate auf Basis von Ameisensaure, Oxalsaure, Thymol, Amitraz, etc.)
O keine

[ 13T [ SRR

9.) Wie viele der 5 Probenvélker sind Ihrer Einschatzung nach:

- sehr schwach: .................. Volker
- normal groB: ............... Volker
- sehrstark: ....ccoouveeeee. Volker
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Optionaler Teil

Durchsicht der Volker auf Krankheitssymptome

10.) Bei wie vielen der 5 Probenvélker haben Sie folgende Symptome gesehen?

- erhéhter Bienentotenfall vor dem Volk: .................. Volker
- Varroamilben auf Bienen: .................. Volker

- Bienen mit verkrippelten Fligeln : .................. Volker

- schwarz gléanzende Bienen: .................. Volker

- Sackbrut-Symptome in der Brut: .................. Volker

11.) Haben Sie weitere Auffalligkeiten in den 5 Probenvdlkern beobachtet?
O ja O nein

wenn ja, welche:
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2.8 Anhang 1l

Zukunft Biene 2 - Virenmonitoring

Ergebnis Virenanalyse Probenahme Herbst 2018

ID Bienenstand: VIM***
Datum Probenahme: **.09.2018
Ort Probenahme: *****x**x Gteiermark

Probenahme:

Es wurden von Ihnen insgesamt etwa 50 Arbeiterinnen aus flnf Bienenvdlkern entnommen (zehn
Bienen pro Volk) und lebend in Kdniginnenversandkafigen an die AGES, Abteilung Bienenkunde
und Bienenschutz, geschickt. Dort wurden die Bienen umgehend auf -20°C tiefgefroren und damit
abgetotet. Aus den Bienen wurde eine Sammelprobe von 50 Arbeiterinnen erstellt und diese
mittels einer molekularbiologischen Analyse (RT-PCR) auf insgesamt acht Bienenviren untersucht:

e  Akute Bienenparalyse Virus (=ABPV)

e  Schwarzes Koéniginnenzellen Virus (=BQCV)
e  Chronische Bienenparalyse Virus (=CBPV)
e  Flugeldeformationsvirus Typ A (=DWV A)

e  Fligeldeformationsvirus Typ B (=DWV B)

e Israelisches Akute Paralyse Virus (=IAPV)

e  Kashmir-Bienenvirus (=KBV)

e  Sackbrutvirus (=SBV)

Die Ergebnisse des Bienenstandes VIM076 werden auf den folgenden zwei Seiten sowohl als
Tabelle als auch als Grafik dargestellt.
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Ergebnisse Tabelle (ID Bienenstand VIM* **)
In der Tabelle werden die Ergebnisse aller Viren wie folgt dargestellt:

e  Virus (ABPV,...., SBV)

e Nachweis (positiv/negativ)

e  Viruskonzentration (RNA-Kopien pro ml Homogenat)
e  Beurteilung des Virusbefalls (hoch, mittel, niedrig)

Viruskonzentration
[RNA-Kopien/ml Homogenat]

ABPV negativ
BQCV positiv 1,46 Mill. mittel
CBPV negativ
DWV A negativ

Virus Nachweis Beurteilung

DWV B positiv 137,36 Mill. mittel

IAPV negativ

KBV negativ

SBV positiv 0,05 Mill. mittel
Legende:

positiv. Virus-RNA wurde in der Sammelprobe festgestellt

Konzentration: gibt an wie viele RNA-Kopien pro Milliliter untersuchter Losung (=Homogenat)
gemessen wurden

Beurteilung: setzt die Viruskonzentration Ihres Standes in Beziehung zu den positiven gemessenen
Werten der anderen teilnehmenden Stande:

e  niedrig: Konzentration der Probe liegt im Bereich der 25% niedrigsten Werte
e mittel Konzentration der Probe liegt im mittleren Bereich aller Werte

e  hoch: Konzentration der Probe liegt im Bereich der 25% hdchsten Werte

. - - - nicht nachweisbar
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Ergebnisse Grafik (ID Bienenstand VIM* *x*)

Die Grafik vergleicht das Messergebnis Ihres Standes mit den Messergebnissen der anderen
teilnehmenden Bienenstande, die positiv auf das entsprechende Virus getestet wurden. Dabei stellt
die Grafik Ihren Messwert (=schwarzer Diamant), den niedrigsten und den hdchsten gemessenen
Wert (unterer und oberer Balken), sowie die oben definierten Bereiche “hoch”, “mittel” und
“niedrig” dar. Wenn kein Messwert (schwarzer Diamant) dargestellt ist, war dieses Virus in Ihrer
Probe nicht nachweisbar. Bitte beachten Sie dass die Skala logarithmisch ist, das heiBt die
Darstellung der Konzentration erfolgt in 10er Potenzen (0,1 Millionen, 1 Million, 10 Millionen etc.)

Hbhe der Virusbelastung 2018

-“:”:I Mrd. T

AMrd, f----- T8 —————- B - l -----------------

10 Mill.

Viruskonzentration
[RNA-Kopien/ml Homogenat]

0,1 Kill. 7

Bienenvirus

Legende zur Grafik

[maximal gemessener Wert]

Bereich der 25% hachsten Werte]

Messwert der eigenen F‘rnbe]

<—[Bereich der 25% niedrigsten Werte]

[miﬂimal gemessener Wert]

Yiruskonzentration
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(V) Virendiagnostik und —prophylaxe bei Honigbienen

3.1 Kurzzusammenfassung des bisherigen Verlaufs der Studie

Im Modul V sollen Antikérper zum Nachweis viraler Genprodukte generiert und ,Enzyme linked
immuno sorbent assays (ELISA)“ zum schnellen und kostengiinstigen diagnostischen Nachweis
von Virusinfektionen bei Honigbienen im Labor und im Feld entwickelt werden. Im ersten Schritt
missen geeignete Antigen-Praparationen fur die Immunisierungen und Tests produziert werden.
Als Projektdauer wurden drei bis vier Jahre veranschlagt, wobei ein planmé&Riger Projektbeginn ab
Mai 2018 nach Eingang der Finanzierung eingehalten werden konnte. Durch den gunstigen
Startzeitpunkt konnte die saisonale Brutaktivitat der Honigbienen 2018 effizient ausgenutzt
werden, um durch Infektionsexperimente authentische Antigene verschiedener Virus-Spezies zu
produzieren. In den ersten vier Monaten des Projektes wurden viele verschiedene Virusstamme
auf ihre Reinheit untersucht und die Infektionseffizienz der Viruspraparationen getestet. Es gelang,
Antigene des Deformed wing virus (DWV-A), Varroa destructor Virus (VDV/DWV-B), Sackbrutvirus
(SBV), Virus der chronischen Bienenparalyse (CBPV) sowie des Virus der akuten Bienenparalyse
(ABPV) zu produzieren. Durch Ultrazentrifugation wurden Antigen-Konzentrate erzeugt, die in
Screening- und Charakterisierungsversuchen eingesetzt werden kénnen. Im Jahr 2019 wurde das
Strukturprotein VP1 des SBV exprimiert, gereinigt und flr Immunisierungen von Mausen
herangezogen. Die B-Lymphozyten aus der Milz wurden bereits fusioniert und befinden sich
derzeit im Screening und in der Selektion der einzelnen Hybridomzellklone. Rekombinante
Antigene wurden von den monoklonalen Antikdrpern bereits effizient im ELISA detektiert.

3.2 Einleitung

Durch dieses Projekt soll die Diagnostik von Virusinfektionen bei Honigbienen vereinfacht werden.
Die ektoparasitische Varroamilbe (Varroa destructor) und virale Krankheitserreger werden fur
einen GroRteil der Kolonieverluste vor (Dainat et al., 2012b) und wahrend der Uberwinterung
verantwortlich gemacht (Kielmanowicz et al., 2012). Untersuchungen aus verschiedenen Landern
belegen einen direkten Einfluss von Iflaviren (SBV, DWV) und Dicistroviren (ABPV) auf die Vitalitat
von Bienenvolkern. Die viralen Erreger der Bienen sind den Picornaviren &hnlich, untereinander
phylogenetisch nah verwandt, aber in der Nukleinsaure-Sequenz sehr variabel. Im Gegensatz zu
hochspezifischen RT-PCR-Protokollen, die in den meisten Fallen nur bestimmte Varianten bzw.
Virusspezies detektieren kbnnen und sehr teuer sind, sind serologische Assays haufig in der Lage,
grolRere Erregergruppen diagnostisch zu erfassen. In diesem Projekt sollen bereits vorhandene
serologische Reagenzien gegen das Fliigeldeformationsvirus (DWV) zur Etablierung von
Hochdurchsatz-Tests im Labor sowie ,Point of care” Tests am Bienenstock genutzt werden.
Gleichzeitig sollen neue Reagenzien gegen Sackbrutvirus (SBV) und Dicistroviren (Virus der
akuten Bienenparalyse) produziert werden, um auch diese Pathogengruppen abdecken zu
kénnen.

Viele friihe wissenschaftliche Studien zu Viruserkrankungen der Honigbienen nutzten zum
Nachweis der Erreger serologische Reagenzien (Anderson et al., 1984). Serologische
Nachweisverfahren wurden friher auch erfolgreich zur Diagnostik von Feldinfektionen eingesetzt.
In allen Studien wurden polyvalente Seren verwendet, die durch Immunisierung von
Versuchstieren mit Virusextrakten gewonnen wurden und eine komplexe Mixtur aus
unterschiedlichen Immunglobulinen darstellten. Da es fiir Honigbienen weder Zellkultursysteme
noch klonale Virusstdmme gab, war die Spezifitdt der Antiseren beschrankt. Neben
Hintergrundreaktionen mit Bienenproteinen aus der Virusproduktion waren auch unerwinschte
Reaktionen mit kontaminierenden Viren nie auszuschlie3en. Obwohl man Reinigungsprotokolle fiir
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diese Reagenzien entwickelte (z. B. Adsorbtion der Seren gegen Bienenlysate), wurden die
etablierten ELISA-Systeme in der Diagnostik wegen der limitierten Verfigbarkeit der Reagenzien
bald durch RT-PCR Protokolle ersetzt. In jungster Vergangenheit sollte im Programm ,Bees in
Europe and the Decline Of honeybee Colonies (BEE DOC)” im europaischen ,Research
Framework 7“ ein Bienenviren-ELISA entwickelt werden. Das Problem der unspezifischen
Reaktionen mit Bienenproteinen sollte dabei durch Immunisierungen mit synthetischen viralen
Peptiden umgangen werden. Die Immunisierungen mit Peptiden verliefen aber nicht erfolgreich, so
dass kein Assay entwickelt werden konnte. Monoklonale Antikérper konnen dagegen durch
Immunisierung mit authentischen Proteinen generiert werden, wobei durch Isolierung einzelner B-
Zellen und damit IgGs eine hohe Spezifitat und Sensitivitat der Reagenzien gewabhrleistet werden
kann. Durch den Einsatz monoklonaler Antikdrper kdnnten die Nachteile der etablierten
serologischen Nachweissysteme, wie mangelhafte Spezifitdt und begrenzte Verfiugbarkeit der
verwendeten Reagenzien, aufgehoben werden und kostenglinstige, quantifizierende Testsysteme
etabliert werden (Usuda et al., 1999).

Die Spezifitdt und Sensitivitdt der ELISA wird vorrangig durch die verwendeten serologischen
Reagenzien bestimmt. In diesem Projekt werden monoklonale Antikérper verwendet bzw.
generiert, die nach Charakterisierung der Reaktivitat in unbeschrankter Menge zur Verfigung
stehen. Die neuen Testverfahren sollen eine kostengiinstige Diagnostik von Virusinfektionen bei
Honigbienen in Osterreich erméglichen. ELISA Systeme geben schnell ein zuverlassiges
guantitatives Ergebnis und kénnen vor Ort durchgefiihrt werden (,On-site-Tests®). Mit Platten-
basierten ELISAs kénnen in Laboratorien kostenglinstige Massentests (,high throughput systeme®)
durchgefuhrt werden, wahrend Lateral-Flow-Tests (bekannt aus Schwangerschaftstests) zu einem
etwas hoheren Preis direkt vor Ort angewendet werden kénnen. Ein Lateral-Flow-Test zum
Nachweis der Amerikanischen Faulbrut wurde bereits fiir die Imkerei entwickelt und wird weltweit
vertrieben (Vita Europe Ltd.).

3.3 Methodik

Antikorper sind die Schlusselreagenzien fiir die Etablierung der ELISA. Wahrend die Reagenzien
fur DWV bereits vorhanden sind, missen geeignete Antikbrper gegen andere Bienenviren erst
erzeugt werden. Nach Viruskultur in Bienenpuppen und Préaparation der Virionen kénnen die
Strukturproteine von ABPV und SBV gereinigt werden. Nach Immunisierung von Mausen mit
diesen bzw. rekombinanten Antigenen sollen neue Hybridomzellklone generiert, monoklonale
Antikdérper produziert und charakterisiert werden. Hochspezifische Antikérper gegen ABPV und
SBV werden dann in Virusneutralisations-Experimenten, Westernblot und Immunfluoreszenztest
validiert und in der Kreuzkompetition getestet. Durch rekombinante Expression werden auf3erdem
geeignete Boost-Antigene und Positivkontrollen generiert. Geeignete Antikorper werden in grol3en
Mengen produziert, gereinigt und untersucht, ob sie zur Anwendung in Sandwich-ELISA geeignet
sind. Gleichzeitig werden die Antikdrper sequenziert, um als chimare Molekdile fiir breite ELISA-
Anwendungen zur Verfigung zu stehen. Zur Generierung der Antikdrper sind im Modul V
Tierversuche erforderlich. In diesen Versuchen werden Mause mit gereinigten Antigenen
immunisiert (,Impfung“) und der Erfolg der Immunisierung anhand der Serokonversion gepruft
(Blutentnahme). Die Versuchstiere werden nach erfolgreicher Immunisierung euthanasiert und B-
Lymphozyten aus ihrer Milz gewonnen. Die Tierversuche werden im Rahmen eines genehmigten
Antrages zur Generierung von monoklonalen Antikbrpern gegen Bienenviren durchgefihrt (BMWF-
68.205/0107-11/3b/2013). Die neu generierten Reagenzien und bereits charakterisierte Antikbrper
gegen DWYV werden zur Etablierung diagnostischer ELISA genutzt. Dabei werden Probenlysis
(Puffer, Zerkleinerung, Probenmaterial) und verschiedene ELISA-Systeme untersucht. Mit Hilfe
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von Feldproben, die vom Kooperationspartner AGES (Modul A) bereitgestellt werden sollen,
werden die Verfahren optimiert und validiert.

3.3.1 Ausgangslage der Studie

In den letzten Jahren wurden substantielle Vorarbeiten zur serologischen Diagnostik von
Bienenviren an der Vetmeduni geleistet. Das Institut fir Virologie der Vetmeduni hat langjahrige
Erfahrung in der Diagnostik von Virusinfektionen. Es wurden bereits rekombinante Antigene und
serologische Reagenzien gegen Bienenviren hergestellt und serologische Nachweisverfahren fur
den Einsatz in der Forschung etabliert. Neben dem ersten molekularen Klon des
Flugeldeformationsvirus wurden auch die ersten monoklonalen Antikorper gegen Strukturproteine
von DWYV prasentiert (Lamp et al., 2016). Einen Forschungsschwerpunkt bildet die molekulare
Pathologie von Virusinfektionen bei Honigbienen.

Die vorhandenen monoklonalen Antikérper gegen DWV VP1 und 3c-Protease wurden bereits
charakterisiert, die Bindung an die viralen Proteine untersucht und eine orientierende
Epitopbestimmung durchgefuhrt. Im hier vorgestellten Projekt wird die praktische Anwendung
dieser Antikorper in der Diagnostik untersucht, um belastbare Assays zum Nachweis von DWV zu
entwickeln. Zur rekombinanten Expression von ABPV Strukturproteinen und der Produktion von
ABPV wurden bereits Vorarbeiten geleistet, so dass bakteriell exprimierbare Proteinkonstrukte und
definierte Virusstocks vorliegen.

3.4 Ergebnisse
3.4.1 Antikorper

Eine Testung und Produktion der vielversprechendsten anti-DWYV Immunglobuline wurde gestartet.
Die entsprechenden Hybridome wurden in Kultur genommen und es wurde begonnen, serumfreie
Zellkulturen dieser Hybridome zu etablieren. Zur Reinigung der betreffenden IgG1 Antikorper der
Maus mittels Protein-G-Affinitdtschromatographie ist eine serumfreie Kultur Voraussetzung, da
ansonsten kontaminierende 1gGs aus dem Kalberserum mit gereinigt werden. Gleichzeitig wurden
die Nukleotid-Sequenzen der Immunglobuline zweier Hybridome (DWV-VP1A1 und DWV-VP1B1)
bestimmt, um eine rekombinante Expression der Antikérper und eine Manipulation der Molekile zu
ermoglichen. Zur Etablierung der gewtunschten Sandwich-ELISA sollen rekombinante Molekdle mit
anderen FC-Regionen erzeugt werden, um kostengunstige, kommerziell erhaltliche
Sekundarantikorper verwenden zu kdnnen. Erste bakterielle Plasmide, die chimare
Immunglobuline kodieren, wurden bereits generiert. Erste Ergebnisse zur Reaktivitat der chiméaren
Antikdrper zeigen eine hohe Reaktivitat mit den authentischen Virusproteinen von DWV im
Westernblot und in Immunfluoreszenz-Assays. Eine praparative Expression und Reinigung der
Antikorper von den betreffenden Klonen (anti-DWV VP1A1 und anti-DWV VP1B1 werden gerade
vorbereitet.

3.4.2 Antigene

Bislang wurden reine Virusstocks von DWV, SBV, ABPV und CBPV produziert, um die saisonale
Bruttatigkeit der Honigbienen moglichst gut auszunutzen. Im nachsten Schritt werden
rekombinante Proteine der verwendeten SBV, ABPV und CBPV-Stamme in bakteriellen
Expressionssystemen generiert.

Das Strukturprotein VP1 des SBV konnte bereits erfolgreich in Bakterien exprimiert werden und
mittels Nickel-Affinitditschromatographie aufgereinigt werden. Das gereinigte Antigen wurde im
Anschluss dazu verwendet, Mause zu immunisieren (s.u.).
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Der Versuch der bakteriellen Expression des Strukturproteins (pSP) von CBPV verlief auch nach
zahlreichen Modifikationen des Expressionskonstruktes nicht erfolgreich. Daher wird derzeit an der
Etablierung eines neuen Systems zur Produktion rekombinanter Proteine gearbeitet. Hierftr
werden rekombinante Baculoviren zur Expression des gewinschten Proteins herangezogen. Mit
diesen Viren werden Insektenzellen infiziert, um in den Zellen die rekombinanten Proteine
produzieren zu konnen, da es sich hdochstwahrscheinlich um Membranproteine handelt, die nur in
Eukaryonten produziert werden kénnen. Die Rekombination des CBPV Strukturproteins in das
virale Genom konnte bereits erfolgreich durchgefihrt werden. Derzeit laufen Vorversuche zur
Proteinexpression und -reinigung aus den Sf9-Insektenzellen.

3.4.3 Immunisierungen

Zwei Mause wurden mit gereinigten viralen Strukturproteinen von SBV und CBPV immunisiert, um
Vergleichsseren zu generieren. Die Antigenpréaparationen wurden mittels chromatographischer
Verfahren aus inaktivierten Viruspraparationen hergestellt (siehe oben). Erwartungsgeman trat
eine sehr starke Reaktion der Antiseren gegen unterschiedliche Bienenproteine (v.a. Hexamerin)
auf, die eine Praparation monoklonaler Antikorper gegen virale Proteine aus den B-Lymphozyten
dieser Mause unmdoglich machte. Beide Seren kdnnen aber fir Kontrollversuche genutzt werden,
um zu zeigen, dass die in E. coli erzeugten rekombinanten Antigene in Virusproteinpréparationen
vorkommen.

Nach erfolgreicher Testung der rekombinanten Antigene mit den Testseren wurden zwei Mause
mit dem rekombinanten, gereinigten VP1 des SBV uber einen Zeitraum von sechs Wochen
immunisiert. Die Serokonversion wurde mittels Blutentnahme im Westernblot bestatigt. Im
Anschluss wurden die B-Lymphozyten der Mause mit Myelomzellen (sp2/0) fusioniert und
Hybridomzellklone gewonnen. Das erste initiale Screening mittels ELISA auf Reaktivitat gegen das
rekombinante Antigen ergab insgesamt etwa 55 positive Zellklone pro Maus.

Die weitere Charakterisierung der Hybridomuberstande umfasste Westernblots mit dem
rekombinanten Antigen (VP1) sowie Virus aus SBV infizierten Bienenpuppen. Diejenigen
Hybridomzellklone, welche eine ausreichende Sensitivitdt sowie Spezifitat gegen das Antigen
gezeigt haben, befinden sich derzeit in der Re-Selektion, um eine homogene (klonale)
Hybridomzellpopulation mit stabiler Antikdrperproduktion aufzubauen.

3.4.4 ELISA-Tests mit definierten Proben

Es wurden noch keine ELISA-Tests mit im Labor erzeugten, Antigen-definierten Proben aus
Virusinfektionen durchgefinhrt.

3.4.5 ELISA-Tests mit Feldproben

Es wurden noch keine ELISA-Tests mit Feldproben durchgefihrt.

3.5 Diskussion

Nach Stand der Forschung sind neben der Varroabelastung hohe Virustiter von DWV, SBV und
ABPV verantwortlich fur die epidemisch auftretenden Volkerverluste im Herbst und Winter bei
Honigbienen in Europa und Nordamerika. Die Belastung der Volker mit diesen Varroa-assoziierten
Viren ist dabei auch ein pradiktiver Marker fur die Wahrscheinlichkeit eines Zusammenbruchs des
Bienenvolkes (siehe Modul U, Abschnitt 1.4.6.9). Die Virusdiagnostik basiert auf gRT-PCR
Protokollen, bei denen Laborkosten von mindestens 20 € fiir die Nukleinsdure-Extraktion und 15-
20 € je Virusnachweis entstehen (je nach Sensitivitat), so dass eine Untersuchung auf die drei
Viren mindestens 65 bis 80 € kostet. Trotz des vergleichsweise hohen Wertes eines Bienenvolkes
von mehr als 200 € bei starken Kolonien mit Reinzuchtkénigin ist eine Untersuchung der
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Virenbelastung daher unwirtschaftlich. In Massentests zur Diagnostik in der Humanmedizin und
auch zur Tierseuchenbekampfung werden meist serologische Verfahren genutzt, da sie
unempfindlich gegentber der Probenlagerung, sehr sensitiv und wesentlich kostenginstiger sind.
In dem hier vorgestellten Projekt werden bereits vorhandene Reagenzien gegen Struktur- und
Nichtstrukturproteine von DWV genutzt und neue Reagenzien gegen SBV, ABPV und CBPV
generiert, um serologische Testverfahren zu etablieren. Ziel des Projektes ist die Entwicklung
plattenbasierter Hochdurchsatztests, die im Massentest Analysen zu einem Preis zwischen 5 und
10 € ermdglichen. Die Entwicklung handelstiblicher ,On-site“ Tests im Lateral-Flow-Format (z.B.
Schwangerschaftstest) soll dem Imker die Moglichkeit eréffnen, die Kolonien im Verdachtsfall vor
Ort zu testen. Da bei der Diagnostik am Stock Versand- und Transportaufwand entfallen und der
Imker unmittelbar vor Ort handeln kann, werden solche Testverfahren trotz hoherer Assaykosten
(ca. 20-30 € pro Schnelltest) sehr hilfreich sein. Erste Versuche mit den bereits vorhandenen
Reagenzien gegen DWYV ergaben, dass einige der Antikorper in Immun-Fluoreszenzmarkierungen
und Westernblot-Applikationen die viralen Antigene hochspezifisch binden (Lamp et al., 2016). Die
neuen Reagenzien und Testverfahren sollen helfen, die Verluste der Imkereien einzuddmmen, da
positive Untersuchungsergebnisse im Spatsommer eine Sanierung der Volker (z. B.
Kunstschwarmbildung mit neuer Konigin) ermoglichen, bevor sichtbare Schaden auftreten.
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