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Vorwort

Im Oktober 2019 durfte ich, wie bereits bei Projektbeginn geplant, die Leitung des Projekts
ydZukunft Biene 2 von Herrn Professor Karl Crailsheim iibernehmen. Herr Professor Crailsheim
hat das Projekt vom Start im Jahr 2017 an — obwohl bereits im Ruhestand — geleitet und
wird uns erfreulicherweise auch noch bis Projektende als Mitglied des Projekts erhalten bleiben.
Ich mo6chte mich hiermit bei ihm fiir die geleistete Arbeit bedanken und festhalten, dass ich
in bester Zusammenarbeit ein intaktes Projektkonsortium iibergeben bekommen habe, das in
allen Vorhaben im Zeitplan war. Ich selbst bin seit Beginn der ,Zukunft Biene* Projektreihe
im Jahr 2014 in das Projekt involviert, und habe im Jahr 2008 mit Professor Crailsheim die
ersten Untersuchungen der Wintersterblichkeit in Osterreich begonnen. Seit damals schitze
ich den Austausch mit den PraktikerInnen, und habe in den letzten Jahren daran gearbeitet,
Untersuchungen mit Imkerbeteiligung im Sinne von Citizen Science in Osterreich voranzutreiben.
Das zeigt sich auch in 2 Modulen des laufenden Projektes, in denen ImkerIlnnen aktiv in
die Datengenerierung und Probennahme eingebunden sind. Auch in dem von der Covid-19
Pandemie beherrschten Jahr 2020 haben wir unsere Untersuchungen durchgefiihrt, und wie
geplant Bienenproben auf Viren untersuchen kénnen. Und das, obgleich Projektmitarbeiterlnnen
der AGES zeitweise bei der Corona-Hotline ausgeholfen haben und die Kolleglnnen von der
Veterindrmedizinischen Universitit Wien PCR-Tests auf Corona durchgefiihrt haben.

Zu unserer Freude sind im Jahr 2019 auch noch drei wissenschaftliche Publikationen mit
Daten aus dem Projekt ,Zukunft Biene 1¢ (Laufzeit: 2014-2017) erschienen. Dies zeigt, dass
uns die von den Fordergebern gewahrte Forschungsforderung Zeit fiir valide, international
gepriifte, und gut aufbereitete wissenschaftliche Erkenntnisse lasst. Die fiir alle zugédnglichen
Publikationen finden sich in der Online-Zeitschrift PlosOne zur in den Jahren 2014 und 2015 an
1596 Bienenvolkern durchgefiihrten Beobachtungsstudie (Morawetz et al., 2019a), in der Online-
Zeitschrift Scientific Reports zur Trachtpflanzendiversitat von Pollenspendern (Brodschneider et
al., 2019¢), sowie in der Zeitschrift Agriculture, Ecosystems €& Environment wo ein mehrjahriger
Vergleich zwischen Osterreich und unserem Nachbarland Tschechien hinsichtlich Imkerei und
Winterverluste veroffentlicht wurde (Brodschneider et al., 2019a).

Eine aus dem Projekt ,Zukunft Biene 2 entstammende wissenschaftliche Publikation mit einer
detaillierten Auswertung der Uberwinterungs-Ergebnisse der osterreichischen Imkerei unter
Berticksichtigung unterschiedlicher Betriebsweisen ist im Jahr 2020 in der Online-Zeitschrift
Diversity erschienen (Oberreiter und Brodschneider, 2020). Wir haben der internationalen
Wissenschaftsgemeinschaft damit nach einer ersten, 2010 im Journal of Apicultural Research
erschienenen Analyse, ein weiteres Mal die Osterreichische Imkerei und die State-of-the-Art
Untersuchung von Volkersterblichkeit anhand der von Imkereien zur Verfiigung gestellten Daten
darlegen konnen. Alle diese Publikationen zeugen von der gesteigerten Aufmerksamkeit, die
der Honigbiene in unserem Land in den letzten Jahren durch diese Projektférderungen zu Teil
wurde, und die sich hoffentlich direkt und moglicherweise auch indirekt auf die Praxis in Form
eines gesunden Imkereisektors auswirkt.

Die immer mit grofser Spannung erwartete Auswinterung der Bienenvolker zeigt seit nunmehr
drei Jahren in Folge durchschnittliche Ergebnisse hinsichtlich der Wintersterblichkeit. Im Winter
2019/20 haben Osterreichs Imkereien relativ gut ausgewintert. Nur 12,6% der Bienenvolker
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haben den Winter nicht iiberlebt; ein Wert der akzeptiert und durch Nachschaffung auch wieder
kompensiert werden kann. Es gab jedoch auch in dieser Periode wieder lokal oder vereinzelt
inakzeptabel hohe Verlustraten.

Ich mochte mich mit diesem Vorwort bei allen MitarbeiterInnen des Projekts, bei den beteiligten
ImkerInnen, sowie natiirlich bei den Férdergebern fiir die hervorragende Zusammenarbeit
bedanken. Einen langjahrig gedienten Mitstreiter diirfen wir 2020 in den Ruhestand entlassen.
Dr. Rudolf Moosbeckhofer hat als Leiter der Abteilung fiir Bienenkunde der AGES iiber
Jahrzehnte die Bienenforschung in Osterreich mitbestimmt, und kennt den Sektor wie wohl nur
wenige. Ich wiinsche ihm im Namen aller ProjektmitarbeiterInnen alles Gute, wiinsche mir, dass

wir noch oft von seiner Expertise profitieren kénnen, und dem Rudi volle Honigtopfe und einen
Korb voller Pilze!

Robert Brodschneider, Projektleiter
Graz, am 03.09.2020
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Zusammenfassung

Im Modul U werden die Winterverluste von Bienenvolkern erhoben und auf Risikofaktoren hin
untersucht. In Osterreich wird diese Untersuchung seit dem Winter 2007/08 durchgefiihrt. Die
Verlustraten der eingewinterten Volker reichen dabei von 8,1% (95% CI: 7,4-8,8%) (Winter
2015/16) bis 28,4% (95% CI: 27,0-29,9%) (Winter 2014/15).

Die 1.539 Antworten betreffend 30.724 eingewinterte Bienenvolker der Untersuchung 2020 wurden
auf ihre Repréisentativitat tiberpriift und Analysen zur geografischen Verteilung der Verluste, zu
den begleitenden Symptomen, sowie zur Betriebsweise durchgefiihrt. Ein wichtiger Faktor war
aufserdem die Analyse der Behandlungsmethoden, welche zur Bekimpfung von Varroa destructor
eingesetzt wurden und deren Einfluss auf die Wintersterblichkeit.

Die Winterverlustrate fiir ganz Osterreich lag 2019/20 bei 12,6% (95% CI: 11,9-13,3%). Dieser
Wert liegt im Jahresvergleich etwas unter dem laufenden langjahrigen Durchschnitt von 16,1%.
Im Vergleich zwischen den Bundeslandern zeigt sich ein deutlich hoherer Verlust fiir Wien 20,1%
(95% CI: 16,0-24,8%). Das haufigste gemeldete Symptom war , keine oder nur wenige tote Bienen
im oder vor dem Volk* mit einer relativen Haufigkeit von 39,9%.

Wie in den vorangegangen Jahren konnten bei Faktoren die auf Parameter wie Professionalitét,
Erfahrung in der Imkerei etc. hindeuten signifikant niedrigere Verlustraten festgestellt werden.
Hierzu zéhlen zum Beispiel Betriebsgrofke (grofere Betriebe haben weniger Verluste) und Wande-
rimkerInnen die geringere Verlustraten aufweisen. Auch konnte heuer wieder ein positiver Effekt
fiir einen eigenen Wachskreislauf identifiziert werden, was wiederum auf die Professionalitat der
ImkerInnen oder auf generelle Qualitéatsprobleme mit Wachs hindeuten konnte.
Interessanterweise zeigte sich heuer zum ersten Mal eine Wahrscheinlichkeit fiir einen niedrigeren
Winterverlust, wenn Koniginnen aus ,,Zucht auf Varroa-Toleranz* gemeldet wurden. Diese niedri-
gere Verlustrate konnte aber nur im Vergleich zur Gruppe mit der Angabe ,Unsicher” belegt
werden. Zuséatzlich zeigten TeilnehmerInnen die ,kleine Brutzellen verwendet haben deutlich
geringere Verlustraten im Vergleich zu Imkereien mit normaler Brutzellgrofe.

Bei den Trachtpflanzen zeigte sich ein signifikant hoherer Verlust bei Raps und Mais. ImkerInnen
mit Waldtracht hatten geringere Verluste als die ohne. Im Vergleich zum letzten Jahr konnte
dieses Jahr kein signifikant hoherer Verlust durch Melezitose erkannt werden.

Bei der Varroabekdmpfung zeigte sich ein weiteres Mal, dass biotechnische Methoden im Sommer
(totale Brutentnahme, Konigin kéfigen etc.) ein probates Mittel zur Reduktion von Voélkerver-
lusten sind. Im Gegensatz dazu fiihrte eine Anwendung von Thymol im Sommer zu héheren
Verlustraten iiber den Winter. Die Anwendung von Ameisensdure in Kurzzeitbehandlung ohne
Friithjahr- oder Winterbehandlung fithrte zu hohen Verlusten verglichen mit anderen Behand-
lungsmethoden.

Wurden Koéniginnenprobleme wiahrend der Saison héufiger beobachtet als im Vorjahr, fiihrte
dies zu erhohten Verlustraten iiber den Winter. Ein aktiver Austausch mit jungen Koniginnen
hat hingegen einen positiven Effekt auf die Uberlebenswahrscheinlichkeit der Volker.

Als Verbindung zu den beiden anderen Modulen, sei auf das Ergebnis signifikant hoherer Win-
terverluste bei Imkereien hingewiesen, die wahrend der Saison Bienen mit verkriippelten Fliigeln
beobachtet haben, was ein mogliches Symptom einer Virenerkrankung sein kann. Dies konnte
von uns auch schon in vorangegangenen Untersuchungen festgestellt werden.

Im Modul A wird ein Osterreichweites Monitoring von Bienenviren durchgefiihrt. Trotz der
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Bedeutung der Bienenviren fiir die Bienengesundheit ist iiber das Vorkommen von Viren in
Osterreichs Honigbienenvolkern bisher nur begrenztes Wissen vorhanden, das keine gesicherten
Aussagen zur generellen Privalenz der Bienenviren in Osterreich erlaubt. Daher wird die Privalenz
von acht Bienenviren auf Bienenstandniveau iiber drei Jahre erhoben. Diese Viren umfassen
das Akute Bienenparalyse-Virus (ABPV), das Schwarze Koniginnenzellen-Virus (BQCV), das
Chronische Bienenparalyse-Virus (CBPV), das Fliigeldeformationsvirus (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 dritten Zwischenbericht liegen die Ergebnisse fiir die zweite Probenahme im Herbst
2019 vor, an der 193 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. Am héaufigsten nachgewiesenen wurden BQCV in 191 der 193 Proben (Pravalenz:
99,0%; 95% CI: 96,3-99,7%) und DWV-B in 171 der 193 Proben (88,6%; 95% CI: 83,3-92,4%).
SBV wurde mit einer Prévalenz von 80,8% (95% CI: 74,7-85,8%) am dritthaufigsten gefunden
(156 Proben positiv). ABPV war in 65 Proben nachweisbar (33,7%; 95% CI: 27,4-40,6%). CBPV
und DWV-A wurden selten nachgewiesen: CBPV in 14 Proben (7,3%; 95% CI: 4,4-11,8%) und
DWV-A in einer Probe (0,5%; 95% CI: 0,1-2,9%). Die beiden nicht nachgewiesenen Viren KBV
und TAPV hatten die gleiche Préavalenz von 0,0% (95% CI: 0,0-2,0%).

Der Virustiter der positiven Proben variierte bei allen nachgewiesenen Viren um mehrere
Zehnerpotenzen (minimaler Titer: 10* - 10®8 RNA-Kopien/mL Homogenat, maximaler Titer:
107 - 10* RNA-Kopien/mL Homogenat). Die drei Viren ABPV, BQCV und SBV hatten die
geringsten Titer (Median unter 10%). Bei CBPV lag der Median um eine Zehnerpotenz héher
bei 8,8x10° RNA-Kopien/mL Homogenat. Der mediane Titer von DWV-B lag bei etwa 108
RNA-Kopien/mL Homogenat und war mit Abstand am héchsten. DWV-A wurde nur in einer
Probe gefunden (3,3x107 RNA-Kopien/mL).

Die Préavalenz von ABPV, DWV-B und SBV unterschied sich zwischen den verschiedenen
Bundeslédndern und Seehohen. Die drei Viren traten in Wien und dem Burgenland besonders
haufig auf, in Tirol sehr selten. Dies mag an der unterschiedlichen Seehdhe der Bienenstéande in den
verschiedenen Bundeslédndern liegen. Denn die Viren kamen besonders héufig in niederen Lagen
und seltener in hoheren Lagen vor. Auch der DWV-B Titer stand in negativen Zusammenhang
mit der Seehdhe. Es ist zu vermuten, dass eine verkiirzte Brutzeit durch die kiihleren klimatischen
Bedingungen in groferen Hohen eine Hauptursache fiir eine verringerte Virusreproduktion auf
diesen Standen ist.

Um den Zusammenhang zwischen Winterverlust und Bienenviren zu beschreiben wurden vier
verschiedene Modellierungsanséatze gerechnet. Zusatzlich zu den Daten der Virustiter wurden
acht weitere potentielle Einflussfaktoren zu den Eigenschaften des Betriebes und der Vélker in die
Modellierungen aufgenommen. Alle Modelle bestétigen den Zusammenhang zwischen einem hohen
DWYV-B Titer und einer hohen Wahrscheinlichkeit von Winterverlusten. Einflussfaktoren, die
nur in einzelnen Modellen vorkamen, waren ein hoher ABPV-Titer, das Symptom ,Varroamilben
auf Bienen“ und die Betriebsgrofte. Die beiden letzten Faktoren stehen fiir den negativen
Einfluss der Varroamilbe und den positiven Einfluss von imkerlicher Professionalitdt auf die
Uberlebenswahrscheinlichkeit der Vélker. Es wird sich zeigen, ob durch die Auswertungen im
Folgejahr und der damit einhergehenden grofseren Datenmenge die derzeitigen Aussagen bestétigt
werden konnen.
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Im Modul V sollen Antikorper zum Nachweis viraler Antigene erzeugt und ,Enzyme linked
immuno sorbent assays (ELISA)“ zum schnellen und kostengiinstigen diagnostischen Nachweis
von Virusinfektionen bei Honigbienen im Labor und im Feld entwickelt werden. Der geplante
Test soll dhnlich wie der Schnelltest der aktuellen COVID-19 Diagnostik ablaufen und dem Imker
binnen Minuten ohne apparativen Aufwand ein Ergebnis liefern. Als Projektdauer wurden drei
bis vier Jahre veranschlagt, wobei ein planméfiger Projektbeginn nach Eingang der Finanzierung
eingehalten werden konnte. Im ersten Schritt wurden geeignete Antigen-Praparationen fiir die
Immunisierungen und Tests produziert. Dafiir wurden Antigene des Deformed wing virus (DWV-
A), Varroa destructor Virus (VDV/DWV-B), Sackbrutvirus (SBV) sowie des Virus der akuten
Bienenparalyse (ABPV) durch gentechnische Methoden in Bakterien produziert. Die Struktur-
proteine VP1, VP2 und VP3 von ABPV und das Strukturprotein VP1 des SBV wurden bakteriell
exprimiert und chromatographisch gereinigt. Beide Antigene wurden zur Immunisierung von
Méusen verwendet. Fiir das VP1 des SBV konnten mehrere Hybridomzellklone, die monoklonale
Antikorper produzieren, isoliert werden. Die Hybridome der rekombinant hergestellten Antigene
des ABPV befinden sich derzeit noch in Selektion. Als Ergédnzung zu den gentechnisch erzeugten
Antigenen wurden grofse Mengen von SBV, ABPV und DWYV durch Infektion von Bienenlarven
erzeugt und mittels Dichtegradientenzentrifugation gereinigt. Die hochreinen Viruspraparationen
von ABPV und SBV wurden wiederum zur Immunisierung von Versuchsméusen herangezogen.
Bei allen Versuchstieren konnte die Serokonversion bestétigt werden und die B-Lymphozyten
der mit ABPV immunisierten Méause wurden bereits fusioniert.

Project Summary

In module U, risk factors for winter losses of bee colonies are monitored and examined. Thus
far, this study has been carried out in Austria since the winter of 2007/08. The loss rates
of overwintering colonies ranges from 8.1% (95% CI: 7.4-8.8%) (winter 2015/16) to 28.4%
(95% CI: 27.0-29.9%) (winter 2014/15).

The 1,539 answers concerning 30,724 wintered bee colonies of the 2020 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. A
key factor was 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 in 2019/20 was 12.6% (95% CI: 11.9-13.3%). The
loss rate is close to the average of the past years, which is 16,1%. A comparison between the
provinces revealed that the loss rate for Vienna 20.1% (95% CI: 16.0-24.8%) is noticeably higher
than for the rest of Austria. The most common reported symptom was “no or few dead bees in
or in front of the colony” with a relative frequency of 39.9%.

As in previous years factors which could allude for professionalism, experience of the beekeeping
operation, etc. were associated with lower loss rates. These include factors like the size of the
beekeeping operation (bigger have smaller losses) as well as migratory beekeeping. Participants
who did not purchase wax from outside their operation experienced also lower losses, which
could point to professionalism or a quality problem of the wax on the common market.
Interestingly, this year participants which did use “Queens bred from Varroa tolerant /resistant

3 3. Zwischenbericht Summary



-

"8‘ UNIVERSITAT GRAZ N
ZUKUNFT UNIVERSITY OF GRAZ o vetmed AGES(
BIENE . \

stock” showed lower loss rates, but only compared to the group which did answer with “Unsure”.
Additionally, the use of a “Small brood cell size (5.1 mm or less)” led to statistically lower loss
rates.

The report of beekeepers that bees foraged on maize or rapeseed was associated with a statistically
higher loss rate. Participants with honeydew harvest showed lower loss rates compared to the
ones without. This year, in contrast to last year, no higher loss rate was associated with the
occurrence of melezitose.

As for methods to combat the varroa mite, biotechnical methods applied in summer (total brood
removal, queen confinement, etc.) demonstrated again the possibility for lower loss rates. The
usage of thymol in summer caused a negative effect on colony survival over the winter. Exclusive
use of formic acid - short term treatment in summer, without a spring or winter treatment
displayed a potential for high winter losses.

More observed queen problems over the season in comparison to last year caused a negative
effect on the winter loss rate, as in earlier analyses. Active exchange of “old queens” did improve
the chance of survival of the colonies.

As a link to the other two modules of this project, we want to stress that the observation of bees
with crippled wings during the bees’ active season, which is a possible sign for viral diseases,
results in significantly higher winter losses.

Content of module A is a monitoring for bee viruses in Austria. Despite the impact of bee
viruses onto bee health, our knowledge of the viruses’ occurence in Austrian honeybee colonies
is limited and does not allow an estimation of the viruses’ prevalence in Austria. Thus, data
about the prevalence of eight bee viruses are being collected during three years. The viruses
analysed are the Acute Bee Paralysis Virus (ABPV), the Black Cell Queen Virus (BQCV), the
Chronic Bee Paralysis Virus (CBPV), the Deformed Wing Virus (separated in type A [DWV-A]
and type B [DWV-B]), the Israeli Acute Paralysis Virus (IAPV), the Kashmir Bee Virus (KBV)
and the Sacbrood Virus (SBV).

In this third progress report the results of the second sampling cycle in autumn 2019, in which
193 beekeepers from all over Austria took part, are being reported. Six out of eight analysed
bee viruses were detected in the bee samples. BQCV and DWV-B were the most commonly
detected viruses, they were present in nearly every sample. BQCV was detected in 191 out of
193 samples (prevalence: 99,0%; 95% CI: 96,3-99,7%) and DWV-B was detected in 171 samples
(88,6%; 95% CI: 83,3-92,4%). SBV was detected third most frequent with a prevalence of 80,8%
(95% CI: 74,7-85,8%) (156 samples positive). ABPV was detectable in 65 samples (33,7%;
95% CI: 27,4-40,6%). CBPV and DWV-A were seldom detected: CBPV was present in 14
samples (7,3%; 95% CI: 4,4-11,8%) and DWV-A in one sample (0,5%; 95% CI: 0,1-2,9%).

For all detected viruses the positive samples’ titers ranged between several decimal powers
(minimal titer: 10* - 10® RNA-copies/mL homogenate, maximal titer: 107 - 10 RNA-copies/mL
homogenate). The three viruses ABPV, BQCV und SBV showed the lowest titers (median
below 10%). With CBPV the median was one decimal power higher (8,8x10® RNA-copies/mL
homogenate). The median titer value of DWV-B with 108 RNA-copies/mL homogenate was
by far the highest one. DWV-A was detected in only one sample (3,3x10” RNA-copies/mL
homogenate).

The prevalence of ABPV, DWV-B and SBV differed significantly between the different federal
provinces and sea levels. The viruses’ highest prevalence was measured in Vienna and in the
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Burgenland. In Tyrol the lowest prevalences were measured. This patterns may have been
caused by differences in the apiaries’ sea levels in the different federal provinces. The viruses
were most prevalent at lower sea levels and least prevalent at higher sea levels. Additionally, the
DWYV-B titer was negatively correlated with the sea level. It is to be assumed that the brood
rearing period is shortened by the cooler climate at higher sea levels, which may be the main
reason for a decreased virus reproduction in these apiaries.

In order to correlate winter loss and bee viruses, four different model types were calculated.
For modelling the titer values of the six viruses and eight further influencing factors concerning
beekeeper operation and colony characteristics were used. All models highlighted a positive
correlation between the DWV-B titer and high winter losses. Further influencing factors, which
appeared only in some of the models, were a high ABPV-titer, the symptom “Varroa mites on
bees” and the operation’s total number of colonies. The two latter factors stress the negative
impact of the Varroa mite and the positive impact of high professionalism onto the colonies’
survival. It remains to be seen, if the next year’s data collection and the accompanying increase
in data will verify the current statements.

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). Analogous
to the rapid COVID-19 anitgen detection kits, the ELISA will be used for rapid, low cost
detection of viral infections in honey bee colonies in the laboratory and under field conditions.
The project will run for three to four years. The first step of this module is the production
of antigen preparations that can be used for vaccination of experimental animals and antigen
tests. Due to the favorable project start time, the seasonal breeding activity of our honey bees
in 2018 could be used to produce authentic antigens of different virus species (DWV, ABPV and
SBV) through infection experiments. In this first phase of the project, large scale preparations
of different virus species were generated and studied to determine their purity and infectivity.
Highly purified virus stocks have been obtained by density gradient centrifugation serve for
immunizations, screening and test development. So far, mice have been successfully immunized
using the highly purified ABPV and SBV virus preparation. The fusion of b-lymphozytes with
myeloma cells was successful and the screening of the antibody producing hybridoma cells will
start shortly.

Additionally, recombinant antigens of Deformed Wing Virus (DWV-A), Varroa destructor Virus
(VDV/DWV-B), Sacbrood Virus (SBV) and Acute Bee Paralysis Virus (ABPV) were produced.
So far, capsid proteins of SBV (VP1), DWV (VP1) and APBV (VP1, VP2, VP3) were cloned
and successfully expressed in bacteria. Purified antigens were used for the immunization of mice.
Monoclonal antibodies that detect VP1 of SBV and DWV have been successfully prepared. Mice
have been immunized with recombinant ABPV antigens. For the intended use in diagnostic
tests, antibodies will be further characterized to determine the highest possible sensitivity and
specificity.
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1 (U) Wintersterblichkeit

1.1 Einleitung

In den letzten Jahren hat das Thema Bienensterben weltweit immer mehr an Bedeutung ge-
wonnen, nicht zuletzt dadurch, dass auch die Zahl der natiirlichen Bestduber wie Wildbienen,
Hummeln, Schmetterlinge und Schwebfliegen deutlich sichtbar abnimmt (Hallmann et al., 2017).
Die Bedeutung der Honigbiene — 6kologisch und 6konomisch — ist entscheidend und unumstrit-
ten. Sie bestaubt beim Sammeln von Pollen und Nektar einerseits viele Wildpflanzen, wodurch
sie erheblich zur Erhaltung der Artenvielfalt beitragt, und andererseits auch viele vom Menschen
genutzte Pflanzen. Aufgrund der Stérke ihrer Volker, der Zucht- und Transportméglichkeit an
den Ort des gewiinschten Bestdubungseinsatzes kann sie gezielt als Bestdauber von Kulturpflanzen
eingesetzt werden. Thre Bestaubungsleistung ist enorm und wird jéahrlich auf einen finanziellen
Wert von 153 Milliarden Euro weltweit beziehungsweise 14,2 Milliarden Euro in der EU geschétzt
(Gallai et al., 2009). Damit ist die Biene nach dem Rind und dem Schwein das drittwichtigste
Tier fiir die Erndhrung des Menschen (Kearns et al., 1998).

Die grofsten Gefahren fiir Bienen, Hummeln, Schmetterlinge und andere Insekten sind vom
Menschen verursacht. Es wird vermutet, dass der Riickgang der natiirlichen Bestduber mit
dem Verlust von Habitaten, dem Einsatz von Pestiziden, der Ausbreitung von Parasiten und
Pathogenen sowie mit Umweltverschmutzung und dem Klimawandel zusammenhéngt (Biesmeijer,
2006; Cameron et al., 2011; vanEngelsdorp et al., 2011; Cornman et al., 2012; Goulson, 2013;
Steinhauer et al., 2014; van der Zee et al., 2014; Clermont et al., 2015; Woodcock et al., 2016;
Steinhauer et al., 2018; Belsky und Joshi, 2019). Fiir die 6konomisch wie auch 6kologisch wichtige
Honigbiene Apis mellifera konnte auch der Einfluss des Menschen durch die Betriebsweise
(Krankheitsprophylaxe und -bekdmpfung) auf Volkerverluste nachgewiesen werden (Jacques et
al., 2017).

Generell ist das Bienensterben kein neues Phdnomen, im Gegenteil, schon seit Beginn der
Bienenhaltung vor etwa 7.000 Jahren in Mesopotamien gibt es Uberlieferungen von krankheits-
bedingten Vélkerverlusten (Fliigel, 2015). Bereits zu dieser Zeit gab es ausfiihrlichere Schriften,
aus Griechenland und dem Romischen Reich stammend, iiber die Haltung der Biene und Vorge-
hensweisen bei Erkrankungen. Im deutschsprachigen Raum sind bis ins 17. Jahrhundert keine
Aufzeichnungen iiber Bienenverluste bekannt. Erst der Wunsch von Teilen der Beviélkerung,
die Bienenhaltung zu verbessern, sorgte dafiir, dass Bienenkrankheiten, wie etwa die Faulbrut
oder Ruhr, dokumentiert wurden. Voélkerverluste, die nicht auf Pathogene zuriickzufiihren 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 Moglichkeit Viren nachzuweisen, ermoglichte erstmals
die Erforschung von Krankheitserregern, welche fiir hohe Bienenverluste verantwortlich sind. Im
Laufe des 20. Jahrhunderts wurde eine Vielzahl von Massensterben von Bienenvélkern verzeich-
net, bei welchen die genaue Ursache nicht bekannt war. Als erstes grofes Massensterben wurde
1906 jenes auf der englischen Insel Wight (,Isle of Wight Disease’) dokumentiert (Neumann und
Norman L Carreck, 2009; Fliigel, 2015).
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Im letzten Jahrzehnt hatten besonders die USA immer wieder mit extremen Winterverlusten
von Bienenvolkern zu kimpfen. Mehrere Jahre in Folge haben dort etwa 30% der eingewinterten
Vélker nicht iiberlebt (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 Verlustra-
ten, wobei hier Pestizide als Hauptursache fiir die Verluste vermutet werden (Castilhos et al.,
2019). Dennoch haufen sich die Fille, in denen keine eindeutigen Griinde fiir das Massensterben
festgestellt werden konnen. Es wird angenommen, dass die Ursachen fiir das Bienensterben
komplex sind und dass der Ausloser fiir dieses Phéanomen eine Kombination von mehreren
Faktoren ist (Moritz et al., 2010; Brodschneider und Crailsheim, 2013; Steinhauer et al., 2014;
Belsky und Joshi, 2019). 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 (Fligel, 2015). Die Symptome sind: wenige adulte
Bienen in den Volkern, verdeckelte Brut kann 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 Honighienenvolkern
im Winter mit derart hohen Verlusten von bis zu dreifig Prozent iiber 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
Ausnahme der Winter 2011/12, 2014/15 und 2016,/17, gering bis durchschnittlich (van der Zee
et al., 2012, 2014; Brodschneider et al., 2016, 2018c, 2019a). In den ersten vier Jahren der vom
Zoologischen Institut (jetzt: Institut fiir Biologie) der Karl-Franzens-Universitét Graz durch-
gefithrten Untersuchungen lagen sie zwischen 9,3% und 16%. Verluste dieser Gréfsenordnung
kénnen durch Nachzucht im Sommer kompensiert werden (Brodschneider et al., 2019a). Im
Winter 2011/12 verloren die osterreichischen ImkerInnen jedoch 25,9% ihrer eingewinterten
Volker (Brodschneider und Crailsheim, 2013) und im Winter 2014/15 sogar 28,4% (Crailsheim et
al., 2018). Als Ursachen fiir die hohe Wintersterblichkeit werden Parasiten und Pathogene, allen
voran die Milbe Varroa destructor, durch den Menschen ausgebrachte Pestizide, mangelhafte
Ernédhrung durch ein einseitiges oder zeitlich verkiirztes Trachtangebot, sowie die unzureichende
Betreuung durch den Menschen, aber auch sozio6konomische Faktoren vermutet (Genersch et al.,
2010; Budge et al., 2015a,b; Goulson et al., 2015; Lee et al., 2015; Moritz und Erler, 2016; Jacques
et al., 2017; Tsvetkov et al., 2017; Woodcock et al., 2017). Weitere Griinde kénnen aufserdem
Verluste von Koniginnen, Probleme mit Kéniginnen — etwa aufgrund von Schédigungen durch
Neonicotinoide (Williams et al., 2015; Dussaubat et al., 2016; Wu-Smart und Spivak, 2016;
Siefert et al., 2020) — oder schlichtweg das Verhungern von Vélkern wihrend des Winters sein.
Auch eine Rolle spielen die Betriebsgrofse der Imkerei, sprich die Anzahl der vorhandenen Vélker
und die damit einhergehende Professionalitiat im Bienenmanagement, sowie das Wandern mit
Bienenstocken zu verschiedenen Trachtquellen (van der Zee et al., 2012; Steinhauer et al., 2014;
van der Zee et al., 2014; Lee et al., 2015; Gray et al., 2019; Oberreiter und Brodschneider, 2020).
Eine einfache, alleinige Ursache fiir die Winterverluste ist sehr selten auszumachen. Vielmehr
sind die Ursachen auch in Osterreich komplex und vielfiltig und somit in ihrer Bedeutung schwer
einzuschétzen (Brodschneider et al., 2010; Moritz et al., 2010; Potts et al., 2010; Brodschneider
und Crailsheim, 2013; Staveley et al., 2014; Doke et al., 2015; Goulson et al., 2015; Oberreiter
und Brodschneider, 2020).

Ein Parasit, welcher seit den 1980er Jahren fiir Volkerverluste in Osterreich und Deutschland

7 3. Zwischenbericht 1 (U) Wintersterblichkeit



-

QSI UNIVERSITAT GRAZ N
ZUKUNFT UNIVERSITY OF GRAZ o vetmedun AGES(
BIENE . \

verantwortlich gemacht wird ist die aus Asien eingeschleppte, ektoparasitische Milbe Varroa
destructor (Genersch et al., 2010; Rosenkranz et al., 2010; Morawetz et al., 2019a). Die Analyse
der von den ImkerInnen durchgefithrten Behandlungen gegen diesen Risikofaktor ist daher von
groker Bedeutung um Verluste zu reduzieren. Urspriinglich war nur die 6stliche Honigbiene
Apis cerana von diesem Parasiten befallen. Heute ist die Varroamilbe beinahe weltweit — mit
Ausnahme einiger Gebiete im Norden Europas, Australien und einigen Inseln — verbreitet
(Dahle, 2010; Brodschneider und 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 Arbeiterinnen-
brutzellen statt. Als Nahrung der Milbe dient hauptséachlich der Fettkérper von Larven und
adulten Bienen (Ramsey et al., 2019). Nach dem Schlupf der Biene ernéhrt sich die weibliche
Milbe parasitisch fiir mehrere Tage an Ammenbienen und schidigt damit auch erwachsene
Bienen (Ramsey et al., 2019). In dieser Phase betreibt die Milbe auch Phoresie. Das bedeutet,
dass Varroa destructor die adulte Biene als Transportmittel benutzt, um in neue Brutzellen
oder gar entfernt liegende Bienenvilker zu gelangen. Die Parasitierung der Brut fiihrt unter
anderem zu einem Gewichtsverlust, welcher sich auf den spéiteren Paarungserfolg von Drohnen
auswirkt, auferdem kann sich die Lebensspanne von Arbeiterinnen verkiirzen. Der Befall von
Sammlerinnen beeinflusst das Lernvermégen und das Heimflug-Verhalten (Kralj und Fuchs, 2006;
Kralj et al., 2007; Rosenkranz et al., 2010; Noél et al., 2020). Die betroffenen Bienen leiden zudem
unter Orientierungsschwierigkeiten, 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 Sekundérinfektionen erleichtert. Am besten
bekannt ist die durch Varroose begiinstigte Infektion mit dem Deformed Wing Virus (DWV,
Fliigeldeformationsvirus), welche sich durch die stark verkiimmerten Fliigel und verkiirzten
Abdomina (Hinterleibe) der Bienen auszeichnet (Rosenkranz et al., 2010). Bienenvolker, in
denen dieses Virus nachgewiesen wurde, waren schwicher, das heifst sie hatten weniger mit
Bienen besetzte Waben und Brut als nicht befallene Volker (Budge et al., 2015b). Mit DWV
infizierte adulte Bienen zeigen eine verkiirzte Lebensspanne, ein jlingeres Sammelalter und eine
verkiirzte 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
Koniginnen, dem Erfahrungsgrad der ImkerInnen, der Stéarke der Volker im September, einen
grofien Einfluss auf das Ausmafs der Winterverluste (Morawetz et al., 2019a).

Fehlende oder von ImkerInnen mangelhaft durchgefiihrte Behandlungen gegen Varroa destructor
fithren zumeist zu einer Schwéachung oder sogar zum Verlust des Volkes innerhalb von zwei
bis drei Jahren (Rosenkranz et al., 2010). Die Bekdmpfung des Parasiten basiert entweder auf
biotechnischen Mafnahmen (zum Beispiel Entnahme von verdeckelter Drohnen- oder Arbeiterin-
nenbrut, Bannwabenverfahren, Brutunterbrechung), Einsatz zugelassener Tierarzneimittel auf
Basis organischer Sauren (Ameisen-, Oxal-, Milchsiure), dtherischer Ole (Thymol, Eucalyptol,
Menthol, Kampfer) und Akariziden aus verschiedenen Wirkstoffgruppen. Je nach chemischen
Eigenschaften der eingesetzten Stoffe (fett- beziehungsweise wasserloslicher Wirkstoff) kann es
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dabei zu einer ungewollten Ansammlung der Stoffe in Honig und Wachs, bis hin zur Beeinflussung
der Gesundheit des Volkes kommen (Rosenkranz et al., 2010; Noél et al., 2020). Entscheidend
fiir den Erfolg der Behandlung ist der Zustand des Volkes (mit beziehungsweise ohne verdeckelte
Brut), die Art und der Zeitpunkt der jeweiligen Varroabehandlung (Brodschneider und Crails-
heim, 2013; van der Zee et al., 2014).

Neben der Varroamilbe existieren in Osterreich noch andere Schidlinge, 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 befillt
die Epithelzellen des Mitteldarms adulter Tiere und wirkt dort als intrazellularer Parasit, der
Dysenterie, eine Entziindung des Darms mit einhergehender Diarrhé, auslost. Die durch Nosema
spp. ausgeloste Krankheit wird als Nosemose bezeichnet. Weitere Bedrohungen sind Bakterien,
die Amerikanische Faulbrut (Paenibacillus larvae) oder Européische Faulbrut (Melissococcus
plutonius) auslosen, Pilze (Ascosphaera apis, Aspergillus flavus), Amoben (Malpighamoeba mel-
lificae), weitere Arthropoden wie die Tracheenmilbe (Acarapis woodi) und in geringem Ausmafs
Innenschédlinge wie zum Beispiel die Groke und Kleine Wachsmotte (Galleria mellonella, Ach-
roia grisella) oder der Totenkopfschwérmer (Acherontia atropos) (Brodschneider und Crailsheim,
2011). Die Liste der vorkommenden Schidlingen in Osterreich kénnte in Zukunft noch durch
den kleinen Bienenstockkéfer (Aethina tumida) (Neumann, 2016) und der asiatischen Hornisse
(Vespa velutina) (Monceau et al., 2014) erganzt werden.

Der Mensch fordert durch die rdumliche Niahe vieler Bienenvolker an einem Bienenstand die
horizontale Verbreitung der Krankheitserreger (Fries und Camazine, 2001; Seeley und Smith,
2015; Forfert et al., 2016). Die Verbreitung von Krankheiten kann aber nicht nur durch eine hohe
Volkerdichte an einem Standort, sondern auch durch Handel und Wanderimkerei iiber 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 grofere
Betriebe in manchen Jahren sogar geringere Winterverluste als kleinere Betriebe verzeichneten,
was neben der hohen Vélkerdichte auch auf andere Faktoren bei der Verbreitung schliefen lésst.
Auch eine vertikale Erregeriibertragung mancher Krankheiten iiber Ei- oder Samenzellen ist
moglich (Fries und Camazine, 2001; Yue et al., 2007; Peng et al., 2015).

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., 2017 machen auf die Zusammenhéange zwischen dem subletalen Einfluss von Pestiziden
und gesteigertem Pathogenbefall bei Honigbienen aufmerksam. Zum Beispiel verursacht das
Neonicotinoid Clothianidin eine Schwéchung des Immunsystems, und damit eine stérkere In-
fektion mit dem Fliigeldeformationsvirus (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 fiir
eine gesteigerte Anfilligkeit fiir den Darmparasit Nosema spp. Erst kiirzlich konnte gezeigt
werden, dass Larven, die mit Amerikanischer Faulbrut infiziert und gleichzeitig subletalen Dosen
bestimmter Pestizide ausgesetzt waren, eine signifikant hohere Mortalitéat aufwiesen als Larven
die nur einem dieser beiden Stressoren ausgesetzt waren (Lopez et al., 2017). DeGrandi-Hoffman
und Y. Chen, 2015 beschreibt den Zusammenhang zwischen Erndhrung und der Immunitét eines
Bienenvolkes gegen Viren und die negative Kombination mit der Varroamilbe. Die Ergebnisse
dieser Studien unterstiitzen somit die Annahme multifaktorieller Ursachen hoher Winterverlustra-
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ten. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass sich die Aufsummierung mehrerer Risikofaktoren,
wie zum Beispiel Krankheitserreger, Mangelerndhrung und Pestizidkontamination, starker als ein
Faktor allein, und auch die Summe der einzelnen Schidigungen auf den Uberwinterungserfolg
auswirken kann (Goulson et al., 2015; Barroso-Arévalo et al., 2019). Eine gezielte Einleitung von
Gegenmafnahmen wird dadurch erschwert (Brodschneider und Crailsheim, 2013).

Die Dokumentation der Winterverluste ist aus mehreren Griinden sehr wichtig: einerseits wegen
der bereits erwahnten 6konomischen und ¢kologischen Bedeutung der Honigbiene und anderer-
seits, 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-Universitit Graz im Rahmen des Forschungsnetzwerkes COLOSS
(prevention of honey bee COlony LOSSes; Brodschneider et al., 2010; Brodschneider und Crails-
heim, 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 Volkerverlust befragt.
Zudem werden auch Fragen zur Betriebsweise, Behandlung der Vélker gegen die Varroamilbe
und zu 6kologischen Faktoren (etwa zum Trachtangebot) gestellt. Diese standardisierte Vorge-
hensweise, auch als Citizen Science oder Biirgerbeteiligung bezeichnet, erlaubt die Gewinnung
grofser Datensétze {iber das Bienensterben im Winter und ermdoglicht zusétzlich zur Analyse
der Winterverluste in Osterreich auch internationale Vergleiche (Brodschneider et al., 2016,
2018c, 2019a). In Osterreich konnte mithilfe dieser Daten ein Zusammenhang von Wetter und
Landnutzung mit Winterverlusten festgestellt werden (Switanek et al., 2017; Kuchling et al.,
2018). Die Befragung der ImkerInnen stellt aber nur eine der im Rahmen von ,Zukunft Biene*
getatigten Maknahmen dar. In weiteren Untersuchungen im Rahmen von ,,Zukunft Biene* wurden
ausgewahlte Volker auch Inspektionen durch geschulte Experten unterzogen und aufwéndige
Untersuchungen von Probenmaterial durchgefiihrt. Die Umfragen bilden eine wichtige Datenbasis
fiir 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).

1.2 Methodik

1.2.1 Datenerhebung

Die Erhebung der Winterverluste von Bienenvolkern in Osterreich wird jihrlich zwischen Februar
und Mai mittels eines von COLOSS festgelegten Fragebogens durchgefiihrt. Der Fragebogen,
der auch Fragen zur Betriebsweise inkludiert, ist so aufgebaut, dass ein breites Spektrum an
Informationen mit einem fiir die ImkerInnen relativ geringen zeitlichen Aufwand abgefragt wird.
Es werden aufterdem von jeder Imkerei nur einfach festzustellende Fakten abgefragt, die ohne
technische Hilfsmittel beantwortet werden konnen. Im Fragebogen wird die Anzahl an eingewin-
terten und die Anzahl an verlorenen Bienenstocken in drei Kategorien abgefragt (verloren (tote
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Volker, leere Beuten), verloren durch Elementarschaden, weisellos oder drohnenbriitig), sowie da-
mit in Zusammenhang stehende mogliche Risikofaktoren (Wanderimkerei, Behandlungsmethode,
Trachtpflanzen etc.). Anhand der Summe an eingewinterten Volkern abziiglich der verlorenen
Volker in Verbindung mit dem jeweiligen Risikofaktor wird dann die Winterverlustrate ermittelt.
Die Teilnahme kann entweder anonym oder nicht-anonym, durch das Hinterlassen von Kon-
taktdaten, erfolgen. Die Papierfragebogen werden per Post an Imkervereine versendet und bei
Veranstaltungen verteilt. Die Umfrage ist auch online auf www.bienenstand.at verfiighar sowie,
in einer Kurzversion, in der April-Ausgabe der Zeitschrift ,Biene Aktuell” vertffentlicht. Dadurch
sollte eine moglichst grofe Reichweite erzielt werden und auch ImkerInnen ohne Internetzugang
haben somit die Chance zur Teilnahme (van der Zee et al., 2013).

Die im Fragebogen gestellten Fragen bezichen sich auf Standort und Grofe der Imkerei, die
Anzahl der verlorenen Volker, sowie auch den moglichen Transport der Volker, die Betriebsweise,
bestimmte Nahrungsquellen der Bienen und auch die Behandlung gegen die Varroamilbe. Die
Fragen beinhalteten: Anzahl an eingewinterten Volkern mit junger Konigin (begattet 2019),
beobachtete Koniginnen, Probleme in der Sammelsaison im Vergleich zu bisherigen Erfahrungen,
Offener Gitterboden im Winter, Isolierte Beuten im Winter, Kunststoff Beuten, Zertifizierte
Bioimkerei, Bienen aus Zuchtprogramm fiir Varroatoleranz, Kleine Brutzellen (5,1mm oder
weniger), Naturwabenbau (ohne Mittelwand), Wachskauf (kein eigener Wachskreislauf), Anteil
an Erneuerten Brutwaben (in relativen Prozentgruppen), die Haufigkeit der Beobachtung von
verkriippelte Bienen in der Sammelsaison (héufig, selten, keine, weif nicht) und Zusammenlegung
von schwachen Volkern vor dem Winter. Die Auswahl der Fragen erfolgte durch Vorschlédge
von ImkerInnen aus vorherigen Umfragen oder Diskussionsgruppen, diese Fragen wurden von
COLOSS evaluiert und nach entsprechender Priifung in den internationalen Fragebogen aufge-
nommen.

Bei Winterverlusten wurde zwischen Volkerverlusten und Volkern mit Kéniginnen-Problemen un-
terschieden. Fiir die Gesamtverlustrate wurden beide addiert. Des weiteren wurden auch in Bezug
auf die verlorenen Volker leicht erkennbare Symptome abgefragt. Dabei konnten die ImkerInnen
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, unabhéngig vom Schadbild, aufgrund von Elementarschiden (Flut, Vandalismus, Specht,
etc.) Volker verloren hatten. Die Anzahl an Voélkern die durch Elementarschédden verloren gingen
wurde in weiterer Folge nicht in die Verlustraten und Risikoanalyse aufgenommen, da es sich
hierbei nicht strikt um biologische (zum Beispiel Alter der Konigin) oder Risikofaktoren durch
Betriebsweisen handelt. Seit der Umfrage 2017/18 werden die TeilnehmerInnen auferdem zum
Auftreten von verkriippelten Fliigeln befragt, einem méoglichen Hinweis auf eine Infektion mit
einem Pathogen oder Probleme in der Brutpflege.

Da es zwei Versionen von Fragebogen gab, wurden bei der langeren Version noch Fragen zur
Erneuerung der Waben und zum Alter der Koniginnen gestellt beziehungsweise wollten wir
wissen, welche Auswirkungen diese Faktoren nach Einschédtzung der ImkerInnen auf die Vélker-
verluste hatte. Zur Auswahl standen folgende Antwortmdoglichkeiten: gleich, besser, schlechter
oder weifs nicht. Zusétzliche Fragen bezogen sich auf Trachtquellen (Sonnenblumen, Waldtracht,
Spétblithende Zwischenfriichte, Waldtracht mit Melezitose, Raps, Mais) und die Varroabehand-
lungsmethode sowie deren Zeitraum und ob Varroa-Befall kontrolliert wurde und auch hier
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gegebenenfalls der Zeitraum.

Unser Ziel war es, so viele Daten wie moglich zu sammeln um eine gute Repréasentation der
Situation in Osterreich zu bekommen. Alle beteiligten ImkerInnen haben an der Umfrage freiwil-
lig teilgenommen. Eine Verpflichtung bestand lediglich fiir jene Imkereien, die (freiwillig) am
Osterreichischen Bienengesundheitsprogramm (OBGP) teilnahmen. Alle Imkereien unabhéngig
von der Grofse ihrer Betriebe konnten mitmachen. In die Auswertung wurden nur jene Fragebogen
aufgenommen, aus denen die Winterverlustrate berechnet werden konnte. Fehlerhafte oder unvoll-
standige Fragebogen wurden nicht ausgewertet. Dazu zéhlten beispielsweise Fragebogen, in denen
die Angaben zum Standort fehlten und/oder keine Angaben iiber die Zahl der eingewinterten
oder iiberlebenden Volker gemacht wurden. Offensichtliche Duplikate wurden nach eingehender
Priifung ebenfalls entfernt.

Zur Wahrung der personlichen Daten der TeilnehmerInnen, wurde eine Datenschutzerklarung
zwischen den an der Auswertung beteiligten Personen erstellt. Alle personlichen Daten wurden
bei der Auswertung entfernt. Wenn eine Kontaktmoglichkeit angegeben wurde, wurde diese nur
zur Nachfrage verwendet um fehlende oder fehlerhafte Daten zu korrigieren.

1.2.2 Datenvalidierung und Fehlerkontrolle

Wenn ImkerInnen iiber einen Papierfragebogen teilnahmen, wurden die Daten manuell in eine
Microsoft Excel-Datei iibertragen, in welcher alle Umfragedaten gesammelt wurden. Die automa-
tische Uberpriifungen der Datenqualitét erfolgte mit Formeln in Excel, um Verarbeitungsfehler zu
minimieren und moégliche ungiiltige Antworten hervorzuheben, zum Beispiel mehr Kolonien verlo-
ren als existent, wie in Brodschneider und Crailsheim, 2013; van der Zee et al., 2013 beschrieben.
Diese widerspriichlichen Eintrige oder Mehrfacheintrige desselben Imkers/derselben Imkerin
wurden entfernt. Fehlende Antworten und eine geringere Anzahl an Fragen im Fragebogen der
Zeitschrift , Biene Aktuell“ fiihrten zu einer verringerten Anzahl von Antworten auf manche
Fragen. Wenn die Anzahl an Antworten fiir einen Faktor fiir eine statistische Analyse nicht
ausreichte, wurden die Daten nicht verwendet.

Die TeilnehmerInnen gaben nur die grobe Position des Hauptbienenstandes zur Uberwinterung
bekannt, dass heiftt mindestens Bezirk und Postleitzahl. Die Geolokalisierungen fiir die Koordina-
ten wurden mit Python und dem Google Webservice Geocoding erstellt und, falls dies fehlschlug,
durch eine manuelle Suche erginzt. Um falsche Geolokalisierungen zu minimieren wurden die
resultierenden Standorte auf einer Bezirkskarte aufgezeichnet und auf korrekte Zuordnung zu den
Bezirken getestet, wie von den TeilnehmerInnen der Umfrage angegeben. Die Hohenschitzung fiir
die Standorte wurde mit dem Topografiemodell SRTM-3v4 {iber einen Webdienst durchgefiihrt
(GeoNames, 0.D.).

1.2.3 Statistik

Alle Antworten wurden in einer Excel-Datei zusammengefiihrt, um die Auswertung der gesamten
Daten, das heifst sowohl jener aus den Online-Fragebogen als auch der von den Papierfragebogen,
durchfiihren zu konnen. Die statistische Software R (R Core Team, 2020) und das Paket tidyverse
(Wickham et al., 2019), wurden fiir die Datenanalyse und die Erstellung von Grafiken verwendet.
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Der Code, inklusive einer Auflistung der restlichen hier nicht erwdhnten Pakete, ist auf GitHub
unter einer MIT-Lizenz verfiigbar!'. Die Versionskontrolle der einzelnen Pakete ist mit einem
renv.lockfile gesichert. Eine einfache Onlineversion wurde auch 6ffentlich zugénglich gemacht:
http://bienenstand.at/uncategorized/confidence/.

Die Schétzung der Verlustraten basiert auf der jeweiligen Gesamtzahl der verlorenen Voélker
(siehe Formel 1.1) und wird nicht auf Betriebsebene berechnet sondern immer Anhand der
verglichenen Gruppen. Die Konfidenzintervalle (CI) wurden mit Hilfe eines Generalisierten
Linearen Modells (GZLM) mit quasi-binomialer Verteilung und der Linkfunktion ,logit* berechnet.
Die Erstellung erfolgte nach wissenschaftlich etablierten Methoden (van der Zee et al., 2013).
Die so berechnete Verlustschatzung ist als umrahmter Fehlerbalken dargestellt, wobei die Box
den 95% CI darstellt. Die Verluste von Bienenvolkern durch Elementarschaden wurde in der
Auswertung nicht inkludiert, aufier wenn explizit im Text erwéhnt.

> Verlust Bienenvolker — > Verlust durch Elementarschaden .

100 1.1
> Bienenvolker eingewintert (1.1)

Der Grofsteil der Analyse wurde als einzelner Faktor mit zwei moglichen unterschiedlichen
Gruppen durchgefiihrt, das heifst ,Ja“ und ,Nein“ Fragen. Um signifikante Unterschiede zu
identifizieren wurden die Konfidenzintervalle zwischen den Faktoren verglichen. Wenn sich die
Konfidenzintervalle nicht iiberlappten, zdhlten wir dies als signifikanten Unterschied. Wenn
die Uberlappung sehr gering und es ein Vergleich zwischen zwei Gruppen war, wurde die Null
Abweichung abziiglich der Abweichung der Residuen im Modell getestet. Wenn dieser Wert
signifikant von Null abwich, hatte der analysierte Faktor im Modell einen signifikanten Einfluss
auf das Uberleben der Bienenvolker (ANOVA mit y? Abweichung, p<0,05).

In unserer Auswertung wird keine Korrektur fiir die Kumulierung des Alphafehlers vorgenommen,
da in unserem Fragebogen verschiedene Hypothesen getestet werden und mégliche Uberschnei-
dungen der Hypothesen nur schwer einzuteilen sind. Deswegen versuchen wir iiber mehrere
Jahre die gleichen Fragen beizubehalten um Irrtumswahrscheinlichkeiten in der Statistik zu
vermindern.

Fiir die Analyse der Kombination verschiedener Behandlungsmethoden wurde der Anwendungs-
zeitpunkt fiir die Behandlungsmethoden in Friihling, Sommer und Winter unterteilt. In den
Kombinationen sind die Monate Janner, Februar und Marz nicht berticksichtigt. Zuséatzlich haben
wir die Methode ,Entfernung der Drohnenbrut® exklutiert aufgrund zu kleiner Stichproben,
wenn diese Behandlungstechnik berticksichtigt wurde. Mit der resultierenden Matrix wurden die
TeilnehmerInnen mit der gleichen Behandlungskombination zur weiteren Auswertung gruppiert
und die Verlustrate wie zuvor beschrieben berechnet. Um statistisch relevante Ergebnisse zu
erhalten wurden nur Kombinationen mit mindestens 15 TeilnehmerInnen verwendet.

Die Standortkarten wurden mit R (R Core Team, 2020) und Shapefiles unter einer ,kreativen
gemeinsamen Lizenz“ erstellt?. Cluster der Bienenstandorte auf der Karte wurden mit der
k-Means-Cluster-Suchmethode erstellt. Um die Genauigkeit in Gebieten mit geringerer Dichte
zu verbessern wurden die resultierenden Cluster die nur einen einzigen Bienenstand oder eine

"https://github.com/HannesOberreiter/coloss_honey_bee_colony_losses_austria und archiviert
Oberreiter, 2019

2https://www.data.gv.at/katalog/dataset/bev_verwaltungsgrenzenstichtagsdaten150000
01.04.2019, Bundesamt fiir Eich- und Vermessungswesen
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geringe Anzahl an Bienenstédnden und hoher Quadratsummen im Cluster aufwiesen entfernt und
die urspriingliche Geolokalisierung fiir die Karten verwendet.

1.3 Ergebnisse

1.3.1 Beteiligung

Bei der Erhebung der Winterverluste 2019/20 haben wir von 1.539 Imkereien Datensétze zu
30.724 eingewinterten Bienenvolkern erhalten. Prozentual betrachtet erreicht die Beteiligung
osterreichischer Imkereibetriebe dabei einen Wert von 5,1%. Diese gaben Riickmeldung tiber
7,9% aller in Osterreich gehaltenen Bienenvolker. In der nachstehenden Tabelle 1.1 werden auch
die Riickmeldungen der vorangegangenen Winter dargestellt. Die Grundlage fiir die Berechnung
der Riickmeldungen (in %) bilden die Daten der ,Biene Osterreich* (Tabelle 1.1).

Tabelle 1.1: Beteiligungsrate der dsterreichischen Imkereien an unserer Umfrage zu den Winterverlusten seit
Winter 2013/14.

Imkereien Bienenvolker

Jahr  Gesamt' [#| Teilnehmer [n| Anteil [%] | Gesamt! [#| Teilnehmer? [n] Anteil [%]
2013/14 25.492 1.023 4,0 382.638 18.794 4.9
2014/15 25.277 1.259 5,0 376.121 22.882 6,1
2015/16 26.063 1.289 49 347.128 23.418 6,7
2016/17 26.609 1.656 6,2 354.080 43.852 124
2017/18 27.580 1.391 5,0 353.267 28.373 8,0
2018/19 28.432 1.534 0,4 373.412 33.651 9,0
2019/20 30.237 1.539 5,1 390.607 30.724 7,9

1Die angefiihrten Gesamtzahlen beziehen sich auf Imkereien und Bienenvilker in Osterreich und beruhen auf Angaben der ,Biene
Osterreich”“. Diese Zahlen bilden die Grundlage fiir die Berechnung der Riickmeldungen.
2Gesamtsumme der eingewinterten Bienenvolker der teilnehmenden Imkereien.
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1.3.2 Reprasentativitat
1.3.2.1 Anonyme Teilnahme versus nicht anonyme Teilnahme

Von den 2019/20 insgesamt 1.539 Imkereien haben 503 (32,7%) anonym teilgenommen wéhrend
1.036 (67,3%) eine Kontaktmoglichkeit (Kontaktadresse, E-Mail oder Telefonnummer) hinter-
lassen haben. Beim Vergleich der Verlustrate zwischen anonymen 13,1% (95% CI: 11,8-14,7%)
und nicht-anonymen Teilnehmerinnen und Teilnehmern 12,4% (95% CI: 11,6-13,3%) konnte in
diesem Jahr kein signifikanter Unterschied festgestellt werden (Abbildung 1.1).
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Anonyme Teilnahme Nicht—-Anonyme Teilnahme

Abbildung 1.1: Hohe der Winterverluste 2019/20 anonymer TeilnehmerInnen und nicht-anonymer Teilnehmer-
Innen in Prozent (+£95%CI).

1.3.2.2 Online-Antworten versus Papierfragebogen-Antworten

Die Teilnahme war online, mittels Papierfragebogen oder Kurzfragebogen in der Zeitschrift
,Biene Aktuell“ moglich. Tabelle 1.2 zeigt, wie viele ImkerInnen sich von 2013/14 bis 2019/20 mit
welchem Medium an unserer Untersuchung beteiligt haben. Die meisten Antworten erreichten
uns online (Tabelle 1.2). Dieses Jahr war eine signifikant hohere Verlustrate bei Zeitschriften-
TeilnehmerInnen 18,7% (95% CI: 14,7-23,3%) im Gegensatz zu Online-TeilnehmerInnen 12,3%
(95% CI: 11,5-13,0%) zu erkennen. Die Ergebnisse zeigen keinen signifikanten Unterschied
zwischen TeilnehmerInnen mittels Papierfragebogen 13,9% (95% CI: 11,1-17,3%) und den zwei
anderen Gruppen (Abbildung 1.2).
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Abbildung 1.2: Hohe der Winterverluste 2019/20 der unterschiedlichen Teilnahmearten (online, Papier, Zeitung)

in Prozent (£95%CI). Statistisch signifikante Ergebnisse sind mit einem Stern (*) gekennzeichnet.

Tabelle 1.2: Art der Teilnahme an der Erhebung der Winterverluste von 2013/14 bis 2019/20 (Anzahl Teilneh-

merInnen (%)).

Internet Papier Zeitschrift
Jahr n % n % n %

2013/14 679 66,4 | 318 31,1 | 26 2,5
2014/15 947 75,2 1249 19,8 | 63 5,0
2015/16 944 73,21 290 22,5 | 55 4,3
2016/17 | 1.268 76,6 | 332 20,0 | 56 3,4
2017/18 | 1.101 79,2 | 238 17,1 | 52 3,7
2018/19 | 1.378 898 | 93 6,1 | 63 4,1
2019/20 | 1.362 88,5 | 91 59 | 86 2,6
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1.3.2.3 BetriebsgroRe

Die Verteilung der Gréfsen der teilnehmenden Betriebe ist in Abbildung 1.3-A grafisch dargestellt.
Fiir das Jahr 2019/20 liegt die durchschnittliche Anzahl der eingewinterten Bienenvolker aller
teilnehmenden Imkereien bei 20 Volker pro Imkerei. Das ist etwas mehr als der dsterreichweit
erwartete Mittelwert (,,Biene Osterreich®, ca. 13 Volker /Imkerei). Dies kommt durch die Teilnahme
von groften Imkereien mit jeweils tiber 150 eingewinterten Volkern und der daraus resultierenden
ungleichen Verteilung der Bienenvolker in unserer Umfrage zustande (Abbildung 1.3-B). Der
Median der eingewinterten Volker liegt jedoch bei 10, was in etwa der Osterreichischen Imkerei-
Demographie entspricht.

(A) BetriebsgrofRe der teilnehmenden Imker
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Bienenvolker (n)

N
%
£

Volker / Imker

Abbildung 1.3: Betriebsgrofe der teilnehmenden Imkereien 2019/20. (A) Anzahl der Imkereien in den jeweiligen
Betriebsgrofen. (B) Summe der eingewinterten Bienenvolker in den jeweiligen Betriebsgrofe.
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1.3.2.4 Geografische Herkunft

Abbildung 1.4 zeigt die ungefihre geografische Position des Haupt-Uberwinterungsbienenstandes
der TeilnehmerInnen, exklusive deren Bienenstédnde die iiber mehrere Bezirke verteilt sind. Die
Karte zeigt eine landesweite Verbreitung iiber ganz Osterreich, wobei einige Gebiete domi-
nanter waren als andere. Dies konnte auf geografisch unzugéngliche Gebiete wie Gebirgsziige
zuriickgefithrt werden und Gebiete mit geringerer Dichte an Imkereibetrieben.

Anzahl Imkereien(n) +« 1 ® 10 @ 12 @ 24

Abbildung 1.4: Geografische Position des Haupt-Uberwinterungsbienenstandes der an der Untersuchung der
Winterverluste teilnehmenden Imkereien 2019/20. Aggregation der Standorte zu Punkten iiber
eine modifizierte Kluster-Methode, siche Sektion Material und Methoden.

1.3.2.5 Bienenstandort

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

In diesem Untersuchungsjahr gaben 88,3% der TeilnehmerInnen an dass sich all ihre Bienenvolker
von 15km des angegebenen Winterstandortes befanden. 11,0% gaben an diesen Radius zu
tiberschreiten. Nur 0,3% der eingelangten Antworten entfielen auf die Kategorie ,,Unsicher und
0,4% enthielten keine derartige Information.
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1.3.3 Verlustrate in Osterreich, den Bundeslindern und den Bezirken
1.3.3.1 Osterreich

Die teilnehmenden 1.539 Imkereien haben im Untersuchungsjahr 2019/20 insgesamt 30.724
Volker eingewintert. Seit Beginn der Erhebung schwanken die Winterverlustraten jéhrlich. Die
Verlustrate aus dem Winter 2015/16 stellt mit 8,1% (95% CI: 7,4-8,8%) die niedrigste, jene aus
dem Winter 2014/15 mit 28,4% (95% CI: 27,0-29,9%) die hochste seit Beginn der Erhebungen
von Winterverlusten im Jahr 2007/08 dar (Tabelle 1.5). Die Winterverluste von Bienenvolkern
iiber den Winter 2019/20 betrugen 12,6% (95% CI: 11,9-13,3%). In Abbildung 1.5 werden,
neben den diesjahrigen gemessenen Verlustraten, auch die in den Jahren davor erhobenen Werte
zum Vergleich dargestellt. Der langjahrige laufende Mittelwert liegt bei 16,1%, inklusive der
Winterverluste von 2019/20.
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Abbildung 1.5: Hohe der Winterverluste in Osterreich von 2007/08 bis 2019/20 in Prozent (+95%CI). Rote
Linie kennzeichnet den laufenden Mittelwert inklusive aktueller Umfrage; Rot strichlierte Linien
Kennzeichnen die Standardabweichung vom Mittelwert. Blaue Linie kennzeichnet den Median
Wert. TN = TeilnehmerInnen, VO = Gesamtsumme der eingewinterten Volker
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1.3.3.1.1 Populationsdynamik in Osterreich

Die Berechnungen zur Populationsdynamik basieren auf den Angaben jener Imkereien, die
auch die Anzahl ihrer Volker im Friihjahr 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
Frithjahr 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 iiber den Sommer. Die Informatio-
nen zur Anzahl der Volker im Frithjahr, eingewinterten Volkern und zum Volkerverlust {iber den
Winter des jeweiligen Jahres ermdglichen eine grafische Darstellung der Populationsdynamik
osterreichischer Bienenvolker vom Friithjahr 2013 bis zum Friithjahr 2020 (Abbildung 1.6).
Ausgehend von der Voélkeranzahl im Friithjahr des Einwinterungsjahres stieg die Zahl an Bienen-
volkern durch Vermehrung und Zukaufe jeweils bis zum Herbst an (Tabelle 1.3, ,Vermehrung
iiber den Sommer [%]“). Die prozentuelle Anderung der Anzahl der Bienenvélker vom Friihjahr
des Auswinterungsjahres zum Friithjahr des Einwinterungsjahres ist in Tabelle 1.3 (,Vergleich
Frithjahr-Friithjahr [%]¢) zu finden. Allgemein zeigt sich, dass die Vermehrung im Sommer
manchmal eine konstante, manchmal sogar eine wachsende Bienenpopulation erméglicht (Abbil-
dung 1.6). Welche Netto-Zuwachsrate erforderlich wére, um nach dem Winter wieder auf den
Stand der Bienenpopulation im Herbst des Einwinterungsjahres zu kommen, ist unter ,,Ausgleich
Verluste |%]* ersichtlich.

Die tatsdchliche Netto-Vermehrung iiber den Sommer liegt fiir das Untersuchungsjahr 2019/20
um 5,8% {iiber der Schitzung des letzten Jahres, in der berechnet worden war, welche Netto-
Zuwachsrate erforderlich gewesen wére, um eine konstante Population zu ermdoglichen.

Tabelle 1.3: Populationsdynamik der Subpopulation (Imkereien mit vollstéindigen Angaben) untersuchter oster-
reichischer Bienenvélker vom Frithjahr 2013 bis zum Frithjahr 2020.

Anzahl Bienenvolker Vergleich
Imkereien Verlust Eingewintert  Ausgewintert  Vermehrung Frithjahr- Ausgleich

Jahr [n] rate [%]* Friihjahr [#]° Herbst [#] Friithjahr [#]  Sommer [%)] Friihjahr{%] Verluste [%]3
2013/14 973 12,9 14.319 17.816 15.518 24,4 8,4 14,8
2014/15 1.188 28,6 17.355 21.616 15.437 24,6 -11,1 40,0
2015/16 1.195 7,9 15.102 21.800 20.070 44,4 32,9 8,6
2016/17 1.537 22,5 27.695 40.141 31.108 44,9 12,3 29,0
2017/18 1.285 11,6 18.983 25.670 22.695 35,2 19,6 13,1
2018/19 1.465 15,3 24.747 31.036 26.277 25,4 6,2 18,1
2019/20 1.478 12,5 23.802 29.484 25.802 23.9 8,4 14,3

I Verlustrate der teilnehmende Imkereien mit vollstindigen Angaben zur Anzahl der Vélker im Frithjahr des Einwinterungsjahres.
2 Vélker im Friihjahr des Einwinterungsjahres.

3 Erforderliche Netto-Zuwachsrate, um nach dem Winter wieder auf den Stand der Bienenpopulation im Herbst des Einwinterungs-
jahres zu kommen.
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Abbildung 1.6: Veranschaulichte Populationsdynamik von Bienenvolkern der TeilnehmerInnen in Osterreich
vom Frithjahr 2013 bis zum Frithjahr 2020 basierend auf Winterverlusten und Vermehrung {iber
den Sommer aus Tabelle 1.3. Diese theoretische Entwicklung der Volkeranzahl basiert auf einer
Ausgangszahl von 100 Volkern. Rote Punkte sind die Anzahl an Bienenvolkern im Friihjahr des
angegeben Jahres und blaue Punkte sind die Anzahl der Bienenvolker beim Einwintern.

1.3.3.2 Bundeslander

Zwischen den Bundesldndern sind die Vélkerverluste nicht gleichméfig verteilt. Hier zeigen sich
besonders fiir Wien signifikant hohere Verluste von 20,1% (95% CI: 16,0-24,8%) im Vergleich zu
den anderen Bundesldndern (ausgenommen Burgenland) und im Vergleich zum &sterreichischen
Gesamtverlust (Abbildung 1.7). Die Tabelle 1.4 zeigt die Anzahl der teilnehmenden Betriebe, die
Anzahl der eingewinterten Volker, die Anzahl der verlorenen Vilker, Winterverluste aufgrund
von Koéniginnenproblemen und die Verlustrate in Summe und Prozent (inklusive 95% Konfi-
denzintervall) fiir ganz Osterreich und die einzelnen Bundeslinder. Einen Uberblick iiber die
Winterverluste in ganz Osterreich sowie in den Bundeslédndern fiir den gesamten Untersuchungs-
zeitraum seit 2013 /14, bietet die Tabelle 1.5. Abbildung 1.7 zeigt eine grafische Darstellung der
mittleren Verlustraten anhand einer Osterreich-Karte.
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Abbildung 1.7: Hohe der Winterverluste 2019/20 fiir Osterreich und die Bundesléinder in Prozent (+95%CI).
Statistisch signifikante Ergebnisse sind mit einem Stern (*) gekennzeichnet.

Verlustrate [%)] -
10

20

Abbildung 1.8: Mittlere Verlustrate der Bundeslinder, dargestellt anhand einer Osterreich-Karte. Die Farb-
skala der Verlustraten beginnt bei 10% fiir eine bessere Differenzierung der unterschiedlichen
Verlustraten zwischen den Bundesléndern.
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Tabelle 1.4: Teilnehmende Imkereibetriebe, eingewinterte Volker und Verlustraten von Bienenvolkern im Win-
ter 2019/20 fiir Osterreich und pro Bundesland. Vélkerverluste durch ,Elementarschaden (Flut,
Vandalismus, etc.)“ (n = 181) sind nicht inkludiert.

Verluste

Teilnehmende Volker Tote ... Summe Verlust
Bundesland Imkereien [n]  eingewintert[n] Volker [n] (Kdniginnen- Verlust [n] [%] CLl
Probleme) [n]
Osterreich 1.539 30.724 2.539 1.334 3.873 12,6 11,9 - 13,3
Burgenland 33 521 31 23 54 10,4 6,3 - 16,6
Kéarnten 151 3.743 338 140 478 12,8 10,8 - 15,0
Niederosterreich 389 8.085 734 408 1.142 14,1 12,7 - 15,7
Oberosterreich 285 5.908 404 271 675 11,4 9,9 - 13,1
Salzburg 78 1.234 90 54 144 11,7 8,6 - 15,6
Steiermark 222 4.770 342 186 528 11,1 9,5-129
Tirol 153 3.699 308 149 457 12,4 10,4 - 14,6
Vorarlberg 136 1.568 106 49 155 9,9 7,4 -13,1
Wien 92 1.196 186 54 240 20,1 16,0-24,8

Tabelle 1.5: Vergleich der Winterverlustraten [%| (£95% Konfidenzintervall) von 2013/14 bis 2019/20 fiir Oster-
reich sowie die einzelnen Bundeslénder.

Jahre | AUT | Bgld. | Ktn. | NO | 00

2013/14 | 12,8 (11,7-14,0) | 32,9 (15,1-57,5) | 9,9  (7,8-12,5) | 154 (13,6-17,4) | 9,9  (7,6-12,8)
2014/15 | 28,4 (27,0-29,9) | 40,4  (33,5-47,6) | 30,6 (27,0-34,5) | 27,8 (25,2-30,6) | 25,2 (21,6-29,2)
2015/16 | 8,1 (74-88) | 11,0  (6,7-17,6) | 6,6 (54-7,9) | 11,5 (9,8-135) | 6,8 (5,5-8,4)
2016/17 | 23,0 (22,1-24,0) | 20,2 (15,2-26,4) | 21,9 (18,6-25,6) | 24,2 (22,8-25,7) | 18,9 (16,7-21,4)
) ) )
) ) )
) ) )

(
2017/18 | 11,8 (11,1-12,5) | 7,9  (4,8-12,7) | 14,5 (10,5-15,7) | 12,3  (12,5-15,2 9,9 (10,1-13,1
2018/19 | 152 (14,4-16,1) | 9,9  (6,9-13,9) | 11,5  (9,4-14,1) | 17,0 (15,3-18,7) | 17,5 (15,5-19,8
2019/20 | 12,6 (11,9-13,3) | 104  (6,3-16,6) | 12,8 (10,8-15,0) | 14,1 (12,7-15,7) | 11,4  (9,9-13,1

A~~~

Jahre ‘ Sbg. ‘ Stmk. ‘ T ‘ Vbg. ‘ A%

2013/14 | 18,6 (13,5-25,1) | 85  (6,7-10,7
2014/15 | 33,6 (27,3-40,5) | 22,5 (19,4-258) | 26,7 (21,6-32,4) | 28,0 (22,3-34,4) | 52,6  (44,9-60,2
2015/16 | 6,1 (4,1-9,1) | 87  (7,0-10,6 5,1 (3,7-6,9) | 58 (3,7-9,1) | 11,5 (7,2-17,8

Y| 12,9 (9,0-18,1) | 18,1  (12,1-26,2) )
) ) )
2016/17 | 16,8 (12,3-22,6) | 19,3 (17,0-21,9) | 25,1 (20,6-30,3) | 33,8 (29,5-38,3) | 24,8  (20,2-30,0)
) ) )
) ) )
) ) )

192 (12,7-27,9

)
2017/18 | 10,8 (9,1-17,5) | 82  (7,3-10,3) | 12,0  (9,0-14,6) | 10,1  (8,1-12,5) | 14,4  (9,3-16,0
2018/19 | 16,2 (11,7-22,1) | 13,0 (11,0-15,3) | 11,4  (9,3-14,0) | 17,7 (15,0-20,8) | 19,6 (14,9-25,3
2019/20 | 11,7 (8,6-15,6) | 11,1  (9,5-12,9) | 124 (10,4-14,6) | 9,9  (7,4-13,1) | 20,1  (16,0-24,8
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1.3.3.3 Ausgewaihlte Bezirke

Die Verlustraten, Anzahl der teilnehmenden Imkereien und Anzahl der eingewinterten Voélker
auf Bezirksebene sind im Anhang in den Tabellen Tabellen 1.11 bis 1.19 aufgelistet. Die
Ergebnisse der vorangegangenen Untersuchungsjahre sind in den Tabellen zum Vergleich ebenfalls
dargestellt. Abbildung 1.9 zeigt die mittleren Verlustraten der Bezirke als Karte. Aus Griinden
des Datenschutzes und der Repréasentativitdt werden nur jene Bezirke aufgelistet, bei denen
mindestens Daten von fiinf Imkereien zur Verfiigung stehen. Hier sei noch einmal angemerkt,
dass die Berechnung der Verlustraten in unserer Analyse auf den jeweiligen Gesamtzahlen basiert,
dh. Summe der eingewinterten Vélker und die Summe der verlorenen Volker, und nicht auf
Betriebsebene durchgefiihrt wird.

Verlustrate [%)] _
0

10 20

Abbildung 1.9: Mittlere Verlustrate der einzelnen Bezirke. Weife Bezirke < 5 Antworten.

1.3.4 Symptome

Fiir 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 Voélkern beobachteten Symptome zu nennen. Folgende einfach und ohne weitere
Hilfsmittel zu beurteilende 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 1.10 zeigt die Haufigkeiten der die Winterverluste 2019/20
begleitenden Symptome.

Zur Berechnung der relativen Haufigkeit wurden nur jene ImkerInnen genommen, welche Verluste
und Symptome gemeldet haben. Mehrfachnennungen von mehreren Symptomen waren moglich,
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wobei einzelne Symptomtypen aber maximal gleich hoch sein konnten wie die gemeldeten Verluste.
Ingesamt haben 710 TeilnehmerInnen 2.503 Symptomnennungen zu ihren 3.366 verloren Volkern
gemacht. Das hiufigste Symptom war ,b) hatten keine oder nur wenige tote Bienen im oder vor
dem Volk* mit 39,9%, gefolgt von ,a) hatten viele tote Bienen im oder vor dem Volk* mit 14,1%
und ,d) hatten tote Bienen in Zellen, aber genug Futter im Stock (Futter nicht erreicht)” mit
10.9%. Ein klassisches Verhungern ,c) hatten tote Bienen in Zellen, und kein Futter im Stock
(verhungert)“ wurde mit einer Haufigkeit von 5,6% gemeldet und am wenigsten héufig war ,e)
hatten keine der oben genannten oder unbekannte Symptome* mit 3,9% (Abbildung 1.10).

= 1400 1 39.9%

Alle Symptomnennungen

(inkl. Mehrfachnennungen sowie

unvollstandige Angaben)

n = 710 Imker, 2503 Symptome, 3366 Volker verloren

Haufigkeit der berichteten Symptom
[o2]
3

a) b) c) d) e)
Symptome

Abbildung 1.10: Haufigkeit der von ImkerInnen berichteten Symptome inklusive Mehrfachnennungen und unvoll-
stdndigen Angaben a) bis e) in Prozent fiir 2019/20: a) Viele tote Bienen im oder vor dem Volk,
b) keine oder nur wenige tote Bienen im oder vor dem Volk, ¢) 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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1.3.5 Verteilung der Volkerverluste

Fir die Berechnung der Verteilung der Viélkerverluste wird fiir jeden einzelnen Imkereibetrieb
die Hohe des Gesamtverlustes (d.h. die Summe der toten oder verlorenen Volker und der
von Koniginnenproblemen betroffenen Volker) der insgesamt eingewinterten Voélker in Prozent
berechnet. Insgesamt haben 35,6% unserer TeilnehmerInnen keine Verluste erlitten. Zwischen
>0-20% haben 38,5% der ImkerInnen Verluste gemeldet (Abbildung 1.11). Verluste iiber 20%
haben 25,9% der TeilnehmerInnen angegeben.

600 1
500 1
400+

3001

Betroffene Imkereien [n]
N
o
o

=
o
o

o

% Verlust/Imkerei

Abbildung 1.11: Verteilung der Verluste in Prozent pro teilnehmender Imkerei in 10%-Verlustgruppen, extra
angefiihrt sind TeilnehmerInnen ohne Verluste in der Gruppe ,0%*.

1.3.6 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 iiber die Bedeutung dieses
Risikofaktors fiir Winterverluste von Bienenvolkern ziehen. Uberlappen die Konfidenzintervalle
der Verlustraten von zwei oder mehreren Gruppen nicht, kann die untersuchte Betriebsweise,
oder andere damit verkniipfte aber nicht erhobene Faktoren, als signifikanter Einflussfaktor
auf die Hohe der Winterverluste betrachtet werden. In weiterer Folge werden die folgenden
Faktoren dargestellt: 1.3.6.1 Seehche, 1.3.6.2 Betriebsgrofe, 1.3.6.3 Betriebsweise, 1.3.6.3.1
Stand- versus Wanderimkereien, 1.3.6.3.2 Vereinigung von Vélkern, 1.3.6.4 Wabenhygiene,
1.3.6.5 Trachtangebot, 1.3.6.6 Bekdimpfung der Varroamilbe, 1.3.6.7 Kéniginnen-Verluste, 1.3.6.7.1
Koniginnenprobleme, 1.3.6.7.2 Im Einwinterungsjahr begattete Koénigin (,,junge Koénigin®“), 1.3.6.8
Verkriippelte Fliigel.

26 3. Zwischenbericht 1 (U) Wintersterblichkeit



'~

"8‘ UNIVERSITAT GRAZ s
ZUKUNFT UNIVERSITY OF GRAZ o vetmedun: AGES|
BIENE L ‘

1.3.6.1 Seehohe

Um den Einfluss der Seehdhe auf die Wintersterblichkeit von Bienenvélkern zu untersuchen,
wurden die Winterstandorte beziiglich ihrer Seehohe in fiinf Klassen eingeteilt: 0-200 m, 201-
400 m, 401-600 m, 601-800 m, >800 m. Um die Genauigkeit der Auswertung zu erhhen wurden
TeilnehmerInnen die ,Nein“ oder ,,Unsicher bei der Fragestellung ,,Alle Bienenvolker innerhalb
eines 15 km Radius* angaben sowie ihre Bienenstdnde in ,mehr als einem Bezirk” verteilt haben
in dieser Risikoanalyse nicht beachtet.

Im Untersuchungsjahr 2019/20 konnte eine signifikant niedrigere Verlustrate bei der Gruppe
»>800 m“ mit 11,6% (95% CI: 10,0-13,4%) und der Gruppe ,401-600 m“ mit 11,9% (95% CI: 10,6-
13,3%) im Vergleich zu der Gruppe ,,201-400 m* mit 15,4% (95% CI: 13,8-17,3%) festgestellt
werden.

Die Verlustraten der zwei restlichen Gruppen verteilen sich wie folgt: Gruppe ,0-200 m"“ mit
15,3% (95% CI: 12,0-19,4%) und Gruppe ,,601-800 m“ mit 13,0% (95% CI: 11,0-15,3%).

*
[ 1
201 *
—
15 * *
)
2 ®
B ® ®
E
Llo-
()
=
5.
n= 97 n= 372 n= 445 n= 210 n= 227

0-200m 201-400m 401-600m 601-800m  >800m

Abbildung 1.12: Hohe der Winterverluste 2019/20 in Prozent (£95%CI) in Abhéngigkeit von der Seehohe
der Winterstandorte. Nicht ausgewertet sind TeilnehmerInnen die ,Nein“ oder ,,Unsicher bei
Fragestellung , Alle Bienenvolker innerhalb eines 15 km Radius* angaben, sowie ihre Bienenvolker
in ,mehr als einem Bezirk” aufgestellt haben. Statistisch signifikante Ergebnisse sind mit einem
Stern (*) gekennzeichnet.

1.3.6.2 Betriebsgrolie

Die Analyse der Erhebung 2019/20 hat gezeigt, dass die Betriebsgrofe von Imkereien, wie auch
in vergangenen Jahren, einen Risikofaktor fiir Winterverluste darstellt.

Es zeigt sich eine signifikant niedrigere Verlustrate fiir ImkerInnen mit mehr als 50 Volkern (10,2%
(95% CI: 9,2-11,2%)) im Vergleich zu der Gruppe mit 1-50 Vélkern mit 14,1% (95% CI: 13,2-
15,0%) (Abbildung 1.13-A). Wurde diese Aufgliederung zur genaueren Betrachtung in drei
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Gruppen (Betriebe mit 1 bis 20 Volkern, solche mit 21-50 Volkern und Betriebe mit mehr als 50
Volkern) anstatt zwei unterteilt, zeigten sich 2019/20 signifikant hohere Verluste bei der Gruppe
,»1-20¢ mit 15,1% (95% CI: 13,9-16,4%) und der Gruppe ,,21-50 mit 12,9% (95% CI: 11,7-14,3%)
im Vergleich zur Gruppe mit iiber 50 Vélkern (Abbildung 1.13-B).

(A) Betriebsgrof3e: 1-50 und >50 Volker (B) BetriebsgrofRe: 1-20, 21-50 und >50 Volker

20 20
*

154

Verlustrate [%)]
Verlustrate [%]

10 | . | 2w ]
5 5
0 n= 1441 n= 98 0 n= 1169 n= 272 n= 98
1-50 Volker > 50 Volker 1-20 Volker 21-50 Volker > 50 Volker

Abbildung 1.13: Hohe der Winterverluste 2019/20 in Prozent (£95%CI) in Abhéngigkeit von der Betriebsgrofse.
(A) Einteilung in 1-50 und >50 Vélker. (B) Einteilung in 1-20, 21-50 und >50 Volker. Statistisch
signifikante Ergebnisse sind mit einem Stern (*) gekennzeichnet.

1.3.6.3 Betriebsweise

Seit 2016/17 werden die ImkerInnen, 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, eine Wanderimkerei betreibt, Bienen auf Varroa-
Toleranz ziichtet, Fremdwachs zukauft oder neu seit 2019/20 ob schwache (weiselrichtige) Volker
vor dem Winter zusammegelegt wurden.

Uber die Hilfte der TeilnehmerInnen haben angegeben einen offenen Gitterboden in ihren
Beuten im Winter zu verwenden und circa 50% haben Wachs von auferhalb des Betriebes
zugekauft. Wie auch in der vorjahrigen Befragung gab nur ein kleiner Anteil an Betrieben (7,8%)
an ,Naturwabenbau ohne Mittelwand“ zu verwenden. Zertifizierte Bio-Imkereien waren mit 183
Betrieben in der Befragung vertreten. Einen Uberblick iiber die Haufigkeit der verschiedenen
Betriebsweisen (Angaben: ,Ja“,  Nein“,  Unsicher®,  keine Angaben‘) bietet die Abbildung 1.14.
Abbildung 1.15 zeigt den Einfluss der verschiedenen Betriebsweisen auf die Winterverlustraten.
In diesem Untersuchungsjahr konnte eine signifikant niedrigere Verlustrate bei TeilnehmerInnen
mit Volkern aus ,Zucht aus Varroa-Toleranz* mit 10,3% (95% CI: 8,5-12,4%) im Gegensatz
zur Gruppe ,Unsicher mit 16,7% (95% CI: 12,7-21,5%) gezeigt werden. Kein statistischer
Unterschied war zur Gruppe ,Nein“ mit einer Verlustrate von 12,7% (95% CI: 12,0-13,6%)
(Abbildung 1.15-C) zu erkennen. TeilnehmerInnen die Fremdwachs eingesetzt haben zeigten eine
signifikant hohere Verlustrate mit 14,8% (95% CI: 13,4-16,3%) im Gegensatz zu Imkereibetrieben
mit eigenem Wachskreislauf (11,7% (95% CI: 10,9-12,6%)) (Abbildung 1.15-G). Es konnte auch
ein signifikanter Unterschied festgestellt werden bei der Frage ob ,Kleine Brutzellen (5,1 mm
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oder weniger)“ verwendet wurden. Hier zeigt sich eine signifikant niedrigere Verlustrate fiir die
Gruppe ,Ja“ mit 6,8% (95% CI: 4,9-9,4%) im Gegensatz zu den anderen zwei Gruppen (Nein -
12,6% (95% CI: 11,8-13,4%), Unsicher - 16,6% (95% CI: 12,7-21,4%)) (Abbildung 1.15-I).
Kein statistisch signifikanter Unterschied konnte festgestellt werden zwischen Bio-Imkereien
11,3% (95% CI: 10,1-12,6%) und nicht zertifizierten Bio-ImkerInnen 12,5% (95% CI: 11,7-13,4%).
Auch kein Unterschied konnte bei der Frage ,Naturwabenbau* beobachtet werden (Ja - 12,6%
(95% CI: 10,3-15,3%), Nein - 12,6% (95% CI: 11,8-13,4%), Unsicher - 10,6% (95% CI: 7,3-15,1%)).
Die Fragen zur Bauart des Bienenstockes hatten in unserer Untersuchung auch keinen Einfluss:
LJKunststoff-Beuten® (Ja - 12,2% (95% CI: 10,2-14,5%), Nein - 12,5% (95% CI: 11,7-13,3%));
Jsolierte Beuten im Winter* (Ja - 13,6% (95% CI: 12,0-15,4%), Nein - 12,6% (95% CI: 11,8-
13,5%), Unsicher - 15,2% (95% CI: 10,2-22,0%)) und ,Offener Gitterboden im Winter (Ja -
12,9% (95% CI: 12,0-14,0%), Nein - 12,0% (95% CI: 11,0-13,1%)) (Abbildung 1.15-A,D,E,F,H).

(A) Zertifizierte Bio—Imkerei | (B) Wanderimker ‘ | (C) Zucht auf Varroatoleranz ‘ (D) Kunststoff-Beuten ‘ ‘ € ISOII?NniitESUten im ‘
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Winter eigener Wachskreislauf)
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Abbildung 1.14: H&ufigkeit der Betriebsweisen 2019/20 in unserer Umfrage inklusive Angabe in Prozent.

1.3.6.3.1 Stand- versus Wanderimkereien

Fiir den Winter 2019/20 wurde untersucht, ob sich Wanderimkerei auf die Wintersterblichkeit
auswirkt. Die an unserer Studie teilnehmenden ImkerInnen wurden gefragt, ob sie ihre Bienen
zu Trachtquellen oder Bestdubungseinsétzen transportieren (Verbringungen im Zuge der Zucht
oder Ablegerbildung sind damit exkludiert).
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Es konnte eine signifikant geringere Verlustrate bei Wanderimkereien (10,5% (95% CI: 9,4-
11,7%)) im Vergleich zu Standimkereien mit 13,8% (95% CI: 12,9-14,7%) festgestellt werden
(Abbildung 1.15-B).

1.3.6.3.2 Vereinigung von Volkern

Neu in der Umfrage 2019/20 ist die Frage ob bereits vor dem Winter schwache (aber weiselrichtige)
Volker vereinigt wurden. Insgesamt gaben 13,7% der TeilnehmerIlnnen an Volker bereits vor
dem Winter zu vereinigen. Zur Winterverlustrate zeigt sich hier kein statistischer Unterschied
zwischen den Gruppen (Ja - 12,7% (95% CI: 11,1-14,4%), Nein - 12,1% (95% CI: 11,3-13,0%))
(Abbildung 1.15-J).
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Abbildung 1.15: Hohe der Winterverluste 2019/20 in Prozent (+£95%CI) in Abhéngigkeit von der Betriebsweise
der TeilnehmerInnen. Die Gruppe mit der Angabe, Unsicher wurde nicht ausgewertet wenn
n<30. Statistisch signifikante Ergebnisse sind mit einem Stern (*) gekennzeichnet.
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1.3.6.4 Wabenhygiene

Wabenhygiene in Form von Erneuerung alter Brutwaben kann einen positiven Einfluss auf die
Gesundheit der Bienen haben und méglicherweise auch das Uberleben der Bienen im Winter
beeinflussen. Die ImkerInnen wurden gefragt, welchen Anteil ihrer Brutwaben (in Prozentklassen)
sie erneuert haben. In diesem Jahr konnte kein statistischer Unterschied der Verlustraten zwischen
den Gruppen festgestellt werden: Keine Brutwaben erneuert - 14,8% (95% CI: 7,1-28,4%); Gruppe
1-30% - 14,2% (95% CI: 12,5-16,0%); Gruppe 31-50% - 11,4% (95% CI: 10,4-12,5%) und die
Gruppe mit der meisten Erneuerung 51-100% mit 12,3% (95% CI: 11,2-13,5%). Die Gruppe der
TeilnehmerInnen die zu dieser Frage ,keine Angaben“ gemacht hatten zeigt eine Verlustrate von

16,5% (95% CI: 11,4-23,3%) (Abbildung 1.16).

301
251
.20
g
g ®
=] 151 @ PN
g —e— ——
10
5 .
0 n= 35 n= 334 n= 557 n= 481 n= 46
0% 1-30% 31-50% 51-100% keine
Angaben

Abbildung 1.16: Hohe der Winterverluste von 2019/20 in Abhéngigkeit vom Anteil der im Einwinterungsjahr
erneuerten Brutwaben in Prozentklassen (+95%CI).

1.3.6.5 Trachtangebot

Die teilnehmenden ImkerInnen wurden nach spezifischen Trachtquellen gefragt, die von ihren
Bienen beflogen wurden, um mogliche Risikotrachtquellen zu bestimmen. Zur Auswahl standen
2019/20: Raps (Brassica napus), Mais (Zea mays), Sonnenblume (Helianthus annuus), spatblii-
hende Zwischenfriichte, Waldtracht sowie Waldtracht mit Melezitose.

TeilnehmerInnen die eine Rapstracht hatten zeigten statistisch signifikant hohere Verlustraten
(Ja - 13,8% (95% CI: 12,2-15,5%); Nein - 11,5% (95% CI: 10,7-12,4%); x*=20,9, p<0,05) (Abbil-
dung 1.17-A). Auch ImkerInnen deren Bienen Mais beflogen zeigten signifikant hohere Verluste
(Ja - 17,7% (95% CI: 14,8-21,0%); Nein - 11,6% (95% CI: 10,8-12,5%)) (Abbildung 1.17-B).
Ein positiver Effekt konnte bei der Waldtracht festgestellt werden, hier zeigte sich eine signifikant
geringere Verlusterate wenn eine Tracht vorhanden war (Ja - 11,4% (95% CI: 10,5-12,3%); Nein
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- 14,4% (95% CI: 12,8-16,2%)) (Abbildung 1.17-E).

Kein statistischer Unterschied konnte bei den anderen in der Umfrage angefiihrten Trachtquellen
festgestellt werden: Sonnenblume (Ja - 14,0% (95% CI: 12,2-16,0%); Nein - 12,0% (95% CI: 11,1-
12,9%)); Spéatblither (Ja - 12,6% (95% CI: 11,6-13,8%); Nein - 12,6% (95% CI: 11,2-14,1%))
und auch nicht bei Waldtracht mit Melezitose (Ja - 11,6% (95% CI: 10,7-12,6%); Nein - 13,5%
(95% CI: 12,3-14,8%)) (Abbildung 1.17-C,D,F).

Zur groben Feststellung der Trachtgebiete wurde anhand der Haupt-Uberwinterungsstandorte
(ohne WanderimkerInnen) eine Karte der betroffenen ImkerInnen aufgezeichnet, welche im
Anhang angefiihrt ist, sieche Abbildung 1.36.
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Abbildung 1.17: Hohe der Winterverluste von 2019/20 in Abhéingigkeit vom Vorhandensein spezifischer Tracht-
pflanzen in Prozent (£95%CI); n= Anzahl der Betriebe inklusive Wanderimkereien. Statistisch
signifikante Ergebnisse sind mit einem Stern (*) gekennzeichnet.
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1.3.6.6 Bekdmpfung der Varroamilbe

Ein wichtiger Teil der Untersuchung sind Erhebungen iiber die Behandlungsmethoden gegen die
Varroamilbe und deren Auswirkung auf die Winterverluste. Abbildung 1.18 zeigt die am Fragebo-
gen zur Auswahl gestellten Behandlungsmethoden. Dabei wird aus Griinden der internationalen
Vergleichbarkeit, der von COLOSS erarbeitete Katalog von moglichen Bekdmpfungsmetho-
den verwendet. Nachfolgend wird zuerst die Haufigkeit der verwendeten Methoden dargestellt.
Anschliefsend wurden die einzelnen Methoden im Hinblick auf ihren Einfluss auf die Winterver-
lustrate betrachtet. Fiir die detaillierte Risikoanalyse wurden nur jene Behandlungsmethoden
berticksichtigt, von denen auch geniigend Datenséitze vorhanden waren, um eine valide Aussage
treffen zu konnen. Bei der Befragung mittels dem verkiirzten Zeitschriftfragebogen wurden keine
Details zur Behandlung abgefragt.

@ In welchen Monaten haben Sie Bitte nennen Sie bei monatsiibergreifenden
Behandlungen nur den ersten Monat!

Befallsmessungen oder 2019 2020
Bekdampfungen gegen die Varroa-
Milbe (bei Wirtschaftsvolkern)
durchgefiihrt oder begonnen?

Bestimmung Varroa-Befall (Milbenfall 0.4. Methode)
Drohnenbrutentnahme
Hyperthermie (Hitzebehandlung)
Andere biotechnische Methode (Fangwabe, Bannwabe,
totale Arbeiterinnen-Brutentnahme etc.)
Ameisenséure Kurzzeitbehandlung (inkl. MAGQS)
Ameisensdure Langzeitbehandlung
Milchs&ure
Oxalsaure Traufeln (oder Spriihen)
Oxalsdure Verdampfen
Oxals@uremischungen
(Hiveclean/Bienenwohl/Varromed)
Thymol {Apiguard, Apilife VAR, Thymovar)
Tau-fluvalinat (Apistan)
Flumethrin (Bayvarol, Polyvar)
Amitraz (in Streifen, Apivar, Apitraz)
Amitraz (Verdampfen)
Coumaphos (Perizin)
Coumaphos (Checkmite+)
Anderes chemisches Produkt (welches?)
Andere Methode (welche?)

April

Mai

Juni

Juli

August

Seplember

Oktober

November

Dezember

Janner

Februar
arz

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 1.18: Im Fragebogen zur Auswahl stehende Behandlungsmethoden gegen die Varroamilbe.

91% der Imkereien bestimmten in mindestens einem Monat des abgefragten Zeitraums den
Varroabefall ihrer Volker (zum Beispiel natiirlicher Milbenfall mit Stockwindel oder Diagnose
mittels Staubzuckermethode) (Tabelle 1.6).

Tabelle 1.7 zeigt die durchgefiihrten Methoden der Varroabekdmpfung von allen Imkereien, die
uns Daten im Untersuchungszeitraum von 2019/20 zur Verfiigung gestellt haben.

Eine der haufigsten Methoden zur Varroabekdmpfung ist die Drohnenbrutentnahme, welche von
54,3% der ImkerInnen in zumindest einem Monat durchgefiihrt wurde. Danach folgten, nach
Haufigkeit der Anwendung, Bekdmpfungsmafnahmen mit organischen Séuren (Ameisensiure
Kurzzeit oder Langzeit, unterschiedliche Anwendungsformen der Oxalséure). Insgesamt 74,8%
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der TeilnehmerInnen fiihrte eine Ameisensdurebehandlung durch (Kurzzeit und/oder Langzeit,
wobei Langzeitbehandlungen mit 49,1% etwas hiufiger angewandt werden). Von den unter-
schiedlichen Anwendungen der Oxalsaure, wird die Verdampfung von 51,8% aller Imkereien
angewandt, das Traufeln oder Spriithen von 35,9% und das Traufeln von Oxalsdureprodukten
mit weiteren Inhaltsstoffen (Hiveclean/Bienenwohl/Varromed) von 26,9% der Imkereien. Die
Kombinationsanwendung der beiden organischen Sduren (Ameisensiure kurz oder lang, sowie
eine Restentmilbung mit Oxalséure) wird von 69,3% der sterreichischen Imkereien angewandt.
Thymol, egal ob in alleiniger Anwendung oder in Kombination mit anderen Methoden, wurde
von 7,7% der Imkereien als Methode zur Bekdampfung der Varroamilbe verwendet. Biotechnische
Methoden abseits der Drohnenbrutentnahme oder Hyperthermie wurden von 25,7% der Imkerei-
en angewandt, dazu zdhlen etwa die Fangwabe, die Bannwabe oder die totale Brutentnahme.
Hyperthermie (=Hitzebehandlung) oder Milchsédure wurden von 4,6% beziehungsweise 3,5% der
Imkereien angewandt. Synthetische Akarizide zur Bekdmpfung der Varroamilbe wurden nur in
einem geringen Ausmaf genannt (2,5%), wobei am héufigsten Amitraz (0,6%) (Streifen oder
Verdampfen) genannt wurde.

Tabelle 1.6: Anzahl (Prozent) der Imkereien, welche eine Kontrolle der Varroamilbe in zumindest einem Monat
durchgefiihrt haben.

Ja ‘
n %‘n %‘n %

Nein ‘ keine Angaben

Bestimmung Varroabefall

(Milbenfall o. & Methode) 76 5,3%

1309 91,0% o4 3,8%
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Tabelle 1.7: Anzahl (Prozent) der Imkereien, welche die genannte Methode zur Bekdmpfung der Varroamilbe in
zumindest einem Monat angewendet haben.

Ja Nein
Behandlungsmethode - 7 - 7
Drohnenbrutentnahme 778 54,3 | 655 457
Hyperthermie 66 4,6 | 1367 954
Andere biotechnische Methode! 368 25,7 | 1065 74,3
Ameisensaure KB? (inkl. MAQS) 538 37,5 895 62,5
Ameisensiure LB? 703 49,1 | 730 509
Milchsaure 50 3,5 | 1383 96,5
Oxalséure Traufeln (oder Spriihen) 514 35,9 | 919 64,1
Oxalsdure Verdampfen 742 51,8 | 691 48,2
Hiveclean /Bienenwohl/Varromed 386 26,9 | 1047 73,1
Thymol (Apiguard, Apilife VAR, Thymovar) | 111 7,7 | 1322 92,3
Tau-fluvalinat (Apistan) 3 021430 998
Flumethrin (Bayvarol) 7 051426 99,5
Amitraz (in Streifen, Apivar, Apitraz) 9 0,6 1424 994
Amitraz (Verdampfen) 9 061424 994
Coumaphos (Perizin) 0 0,0/ 1433 100,0
Coumaphos (Checkmite+) 0 0,0 1433 100,0
Anderes chemisches Produkt 8 0,6 1425 994
Andere Methode 22 1,5 | 1411 98,5
Kombination ‘ ‘
Ameisensiure (KB oder LB?) 1072 74,8 | 361 252
Ameisensiure (KB oder LB?) und
Oxalséiurebeha(ndlung?’ ) 993 69,31 440 30,7

I Beispiel: Fangwabe, Bannwabe, totale Brutentnahme etc.
2 KB = Kurzzeitbehandlung, LB = Langzeitbehandlung

3 Traufeln oder Spriihen oder Verdampfen oder
Hiveclean/Bienenwohl/Varromed

1.3.6.6.1 Bestimmung des Varroabefalls

Um herauszufinden, ob die Bestimmung des Varroabefalls und moglicherweise daraus resul-
tierende Handlungen einen Einfluss auf die Wintersterblichkeit haben koénnten, wurden die
ImkerInnen gefragt, ob sie den Varroabefall bestimmt hatten oder nicht. Bei ImkerInnen, die den
Varroabefall bestimmt hatten, lag die Verlustrate bei 12,3% (95% CI: 11,6-13,1%) und bei jenen
die keine Bestimmung des Varroabefalls durchgefiihrt hatten bei 12,4% (95% CI: 9,8-15,5%)
(Abbildung 1.19).
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Abbildung 1.19: Hohe der Winterverluste von 2019/20 in Prozent (£95%CI) in Abhiingigkeit von einer durchge-
fiihrten Abschétzung des Varroabefalls mit nicht néher abgefragten Methoden.

Auch ein moglicher Effekt der Bestimmungsdauer beziehungsweise Héaufigkeit wurde analy-
siert, das heifst die Anzahl der Monate, in denen die Bestimmung durchgefiihrt wurde. Die
Bestimmungsdauer wurde in drei Klassen unterteilt: Null Monate (keine Bestimmung), Bestim-
mungszeitraum von einem Monat bis drei Monaten und Bestimmungszeitraum iiber mehr als
drei Monate. Es konnte kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen der Gruppe die den
Varroa-Befall nicht bestimmt hat 12,4% (95% CI: 9,8-15,5%) zu den beiden anderen Gruppen
(1-3 Monate: 12,1% (95% CI: 11,0-13,3%); >3 Monate: 12,4% (95% CTI: 11,3-13,4%)) festgestellt
werden (Abbildung 1.20).

Analog zu den vorangegangenen Untersuchungsjahren wurden die Haufigkeiten der Varroa-
bestimmung fiir jeden Monat des Zeitraums zwischen April des Einwinterungsjahres und Méarz
des Auswinterungsjahres errechnet. Diese sind in Abbildung 1.21 dargestellt. Die Methode
,Varroabestimmung“ wird vorwiegend in den Monaten Juli bis September, von jeweils iiber 50%
der teilnehmenden Imkereien angewandst.
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Abbildung 1.20: Hohe der Winterverluste von 2019/20 in Prozent (£95%CI) in Abhéngigkeit von der Dauer der
Bestimmung des Varroabefalls.
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Abbildung 1.21: Haufigkeiten der Bestimmung des Varroabefalls 2019/20 vom April des Einwinterungsjahres bis
Mirz des Auswinterungsjahres in Prozent (n = sieche Tabelle 1.6). April-Mai wurde als Friihjahr
definiert (blau), Juni-Oktober als Sommer (griin) und November-Jénner als Herbst/Winter
(schwarz), Friithjahr des Folgejahres Februar-Mérz (weif).

Des Weiteren wurde untersucht, ob der Zeitpunkt (Jahreszeiten Einteilung sieche Abbildung 1.21,
exklusive Friihjahr Folgejahr) und die Kombination der Bestimmung des Varroabefalls einen
Einfluss auf den Uberwinterungserfolg hat. Abbildung 1.22 zeigt die Winterverlustrate der
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TeilnehmerInnen zu den unterschiedlichen Zeitpunkten und deren Kombinationsmdoglichkeiten.
Innerhalb der Gruppen und auch im Vergleich zu TeilnehmerInnen die keine Kontrolle durchge-
fithrt haben gibt es keine statistisch signifikanten Unterschiede. Die kleinste Gruppe war ,Friihling
und Winter” mit nur einem/r TeilnehmerIn und wurde nicht in die Auswertung aufgenommen.
Die meisten ImkerInnen haben eine Kontrolle im ,Sommer und Winter durchgefiihrt, was
innerhalb der Personen die eine Kontrolle durchgefiihrt haben 35,5% entspricht.

251
201
g
Q
T 151
[ ® ® 1" ®
= L= 1
o 10 ®
>
5.
0 n= 57 n= 345 n= 16 n= 77 n= 435 n= 296 n= 76
Nur Nur Nur Frihling Sommer Frihling Keine
Frihling Sommer Winter Sommer Winter Sommer Kontrolle
Winter

Abbildung 1.22: Hohe der Winterverluste von 2019/20 in Prozent (£95%CI) in Abhéngigkeit von der Bestim-
mung des Varroa-Befallsgrades zu den jeweiligen Jahreszeiten. ImkerInnen die ,,Unsicher” bei
Varroakontrolle angegeben haben wurden aus dieser Analyse ausgenommen. Einzelne Monate
zusammengefasst siehe Abbildung 1.21, exkl. Frithjahr Folgejahr.

1.3.6.6.2 Zeitpunkt und Haufigkeit der Anwendungen

Die TeilnehmerInnen wurden zu ihren verwendeten Methoden zur Bekdmpfung der Varroamilbe
befragt. Aus den erhaltenen Antworten haben wir die Haufigkeiten, mit der die jeweiligen
Methoden in den einzelnen Monaten des Untersuchungsjahres angewendet wurden, bestimmt
und in Abbildung 1.23 dargestellt.

Die Monate wurden farblich zusammengefasst in Frithjahr, Sommer und Winter zur weiteren
Auswertung der Verlustraten. Hierbei wurde April-Mai als Frithjahr definiert (blau), Juni-Oktober
als Sommer (griin) und November-Jénner als Herbst/Winter (grau). Die Monate Februar, Mérz
2020 (weif) sind in der folgenden Winter-Verlustanalyse nicht inkludiert.
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Abbildung 1.23: Zusammenfassung der zur Bekimpfung der Varroamilbe angewandten Methoden fiir das Untersu-
chungsjahr 2019/20 in den einzelnen Monaten. Y-Axis mit separaten Skalen fiir die verschiedenen
Behandlungsmethoden. April-Mai wurde als Friithjahr definiert (blau), Juni-Oktober als Sommer
(griin) und November-Jénner als Herbst/Winter (grau). Die Monate Februar, Marz 2020 (weif)
sind in der folgenden Winter-Verlustanalyse nicht inkludiert.
(+) Amitraz (Verdampfen und in Streifen, Apivar, Apitraz), Coumaphos (Checkmite+ ), Couma-
phos (Perizin), Flumethin (Bayvarol), Tau-fluvalinat (Apistan), anderes chemisches Produkt

(*) Hiveclean, Bienenwohl, Varromed

1.3.6.6.3 Anwendungen in den Jahreszeiten

Die Verlustrate und statistische Ergebnisse bei Anwendung der einzelnen Behandlungsmetho-
den laut Abbildungen 1.24 bis 1.26 werden in den folgenden Unterkapiteln nidher betrachtet.
Mogliche Behandlungen im Frithjahr des Folgejahres (Februar, Mérz) sind nicht inkludiert.
Die ,Chemischen Methoden wurden zusammengefasst wegen der geringen Strichprobenanzahl,
siehe Tabelle 1.7. Sowie ,Oxalséure - Traufeln o. Sprithen und ,Oxalsédure - Mischung” werden
gemeinsam betrachtet, eine getrennte Analyse der zwei Methoden findet sich im Unterkapitel
1.3.6.6.7 Hiveclean/Bienenwohl/Varromed.
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Abbildung 1.24: Hohe der Winterverluste von 2019/20 in Prozent (£95%CT) in Abhéngigkeit von der Behandlungs-

methode im Frithjahr. Einzelne Monate sind nach Saison zusammengefasst, siehe Abbildung 1.23.
Statistisch signifikante Ergebnisse sind mit einem Stern (*) gekennzeichnet.
(*) Hiveclean, Bienenwohl, Varromed
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Abbildung 1.25: Hohe der Winterverluste von 2019/20 in Prozent (£95%CI) in Abhéngigkeit von der Behandlungs-

40

methode im Sommer. Einzelne Monate sind nach Saison zusammengefasst, sieche Abbildung 1.23.
Statistisch signifikante Ergebnisse sind mit einem Stern (*) gekennzeichnet.

(+) Amitraz (Verdampfen und in Streifen, Apivar, Apitraz), Coumaphos (Checkmite+), Couma-
phos (Perizin), Flumethin (Bayvarol), Tau-fluvalinat (Apistan), anderes chemisches Produkt
(*) Hiveclean, Bienenwohl, Varromed
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Abbildung 1.26: Hohe der Winterverluste von 2019/20 in Prozent (£95%CI) in Abhéngigkeit von der Behandlungs-
methode im Winter. Einzelne Monate sind nach Saison zusammengefasst, siche Abbildung 1.23.
Statistisch signifikante Ergebnisse sind mit einem Stern (*) gekennzeichnet.
(*) Hiveclean, Bienenwohl, Varromed

1.3.6.6.4 Auswirkungen der Drohnenbrutentnahme auf die Winterverluste

FEine der am haufigsten angewandten Methoden zur Verringerung des Varroabefalls ist die
Drohnenbrutentnahme. Von den teilnehmenden Imkereien 2019/20 haben 54,3% diese Methode
in zumindest einem Monat angewandt. TeilnehmerInnen die diese Methode im Friihjahr eingesetzt
haben, zeigten eine statistisch signifikant niedrigere Verlustrate (11,4% (95% CI: 10,4-12,4%))
als TeilnehmerInnen die diese Methode nicht durchgefiihrt haben (13,1% (95% CI: 12,1-14,1%))
(x?=20,4, p<0,05) (Abbildung 1.24-A). Im Sommer konnte kein Unterschied zwischen den
Gruppen festgestellt werden (Ja - 12,3% (95% CI: 11,1-13,5%); Nein - 12,3% (95% CI: 11,5-
13,3%)) (Abbildung 1.25-A).

In weiterer Folge wurde der Zeitpunkt der Durchfiihrung in ,nur Friihling®, ,nur Sommer“, die
Kombination , Friihling und Sommer* sowie TeilnehmerInnern die keine Drohnenbrut entfernt
haben aufgeteilt. In Abbildung 1.27 sind die Ergebnisse grafisch dargestellt. Hier zeigt sich das
die meisten TeilnehmerInnen die eine Drohnenbrutentahme durchgefiihrt haben diese im Friihling
und Sommer gemacht haben (n = 385, 11,3% (95% CI: 10,1-12,7%)). Es konnte kein statistischer
signifikanter Unterschied beim Zeitpunkt in den Verlustraten festgestellt werden (Nur Friihling -
11,5% (95% CI: 9,9-13,2%); Nur Sommer - 15,2% (95% CI: 12,8-18,0%)). Auch im Vergleich zur
Gruppe die keine Drohnenbrutentahme durchgefiihrt hat ergibt sich kein statistischer Unterschied
(12,8% (95% CI: 11,8-14,0%)).
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Abbildung 1.27: Hohe der Winterverluste von 2019,/20 in Prozent (£95%CI) in Abhéngigkeit von der Behand-

lungsmethode , Drohnenbrutentnahme und Zeitpunkt der Durchfithrung. Einzelne Monate
zusammengefasst sieche Abbildung 1.23.

Zuséatzlich wurde die Auswirkung einer mehrfachen Drohnenbrutentnahme auf die Winterver-
luste untersucht. Das heifst ob die Anzahl der Monate, in denen eine Drohnenbrutentnahme
durchgefiihrt wurde, einen Einfluss auf den Uberwinterungserfolg hat. Dazu wurden die Ver-
lustraten der Gruppen ,0¢ (=keine Behandlung) (12,8% (95% CI: 11,8-14,0%)), ,,1-3 Monate*
(12,1% (95% CI: 11,1-13,1%)) und ,,>3 Monate* (11,5% (95% CI: 8,4-15,4%)) verglichen. Bei

dieser Untersuchung konnte kein signifikanter Unterschied aufgrund der Dauer der Behandlung
festgestellt werden (Abbildung 1.28).
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Abbildung 1.28: Hohe der Winterverluste von 2019/20 in Prozent (£95%CI) in Abhéngigkeit von der Dauer der
Drohnenbrutentnahme.

1.3.6.6.5 Ameisensaure-Behandlung

Wir haben bei unseren Analysen zwischen Kurzzeit- und Langzeitbehandlung mit Ameisensaure
unterschieden und die daraus resultierenden Verlustraten miteinander verglichen. Es ist zu
vermerken, dass bei keiner der Methoden die Konzentration der verwendeten Ameisensiure
abgefragt wurde.

Im Sommer zeigt sich fiir die Kurzzeitbehandlung kein statistischer Unterschied zwischen den Im-
kerInnen die diese Behandlung durchgefiihrt haben und denen, die sie nicht durchgefiihrt haben
(Ja - 12,8% (95% CI: 11,7-13,9%); Nein - 12,0% (95% CI: 11,1-13,0%)) (Abbildung 1.25-D). Eine
Langzeitbehandlung im Sommer fithrte zu statistisch signifikant niedrigeren Verlustraten (11,4%
(95% CI: 10,4-12,5%)) im Vergleich zur Gruppe die keine Langzeitbehandlung durchgefiihrt hat
(13,0% (95% CI: 12,1-14,1%)) (x*=17,9, p<0,05) (Abbildung 1.25-E). Eine Kurzzeitbehandlung
mit Ameisensdure hatte im Winter in den von uns definierten Monaten eine eine statistisch
signifikante negative Auswirkung auf die Verlustraten (Ja - 23,6% (95% CI: 13,5-37,9%); Nein -
12,2% (95% CI: 11,5-13,0%)) (Abbildung 1.26-A).

Betrachtet man ImkerInnen die ausschliefslich eine Kurzzeitbehandlung im Sommer durchgefiihrt
haben, zeigen sich potentiell hohere Winterverlustraten (27,0% (95% CI: 18,1-38,2%)) im Gegen-
satz zu den ImkerInnen die ausschlieflich eine Langzeitbehandlung im Sommer durchgefiihrt
haben (14,5% (95% CI: 11,0-19,0%)) Abbildung 1.31.

1.3.6.6.6 Oxalsaure

Wihrend der Wintermonate setzen viele ImkerInnen die Oxalsédure zur Bekdmpfung der Varroa-
milbe zur sogenannten Restentmilbung ein. Da Oxalséure nicht in die verdeckelte Brut wirkt,
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muss fiir eine Behandlung in der warmen Jahreszeit eine Brutfreiheit gegeben sein. Alternativ
kann auch eine mehrmalige Anwendung in kurzen Absténden, eine sogenannte Blockbehandlung,
iiber den gesamten Brutzyklus eines Bienenvolkes erfolgen.

Die Oxalsédure kann entweder durch Traufeln oder durch Verdampfen eingesetzt werden. Hi-
veclean, Bienenwohl und Varromed sind kommerziell erhéltliche Fertigmischungen aus Oxalsaure,
Zucker und anderen Stoffen, die ebenfalls getraufelt werden. Es wurde untersucht, ob sich die
Winterverlustraten bei Imkerlnnen, die eine dieser Methoden eingesetzt haben, von jenen, die
diese Methoden nicht angewandt haben, unterscheiden, siehe Tabelle 1.8.

Betriebe die im Friihjahr ,Oxalsdure durch Traufeln o. Sprithen (inkl. Fertigmischungen)“ ein-
gesetzt haben bzw. nicht eingesetzt haben, zeigten keine statistisch signifikanten Unterschiede
in den Winterverlustraten (Ja - 12,8% (95% CI: 9,0-17,8%); Nein - 12,3% (95% CI: 11,6-
13,0%)) (Abbildung 1.24-C). Auch in den anderen zwei Jahreszeiten zeigte die Methode zwischen
Anwendung und Nicht-Anwendung keinen signifikanten Unterschied: Sommer (Ja - 12,6%
(95% CI: 11,3-14,0%); Nein - 12,2% (95% CI: 11,4-13,1%)) (Abbildung 1.25-H); Winter (Ja -
13,1% (95% CI: 12,0-14,3%); Nein - 11,8% (95% CI: 10,9-12,7%)) (Abbildung 1.26-C).

Die gleiche Auswertung fiir ,Oxalsdure Verdampfen“ zeigt im Sommer keinen signifikanten
Unterschied in den Verlustraten (Ja - 11,8% (95% CI: 10,5-13,3%); Nein - 12,5% (95% CI: 11,7-
13,3%)) (Abbildung 1.25-G). Im Winter zeigt sich eine signifikant niedrigere Verlustrate fiir
das Oxalsdureverdampfen mit 11,5% (95% CI: 10,6-12,5%) als fiir TeilnehmerInnen die nicht
verdampft haben mit 13,2% (95% CI: 12,1-14,3%) (x*=18,3, p<0,05) (Abbildung 1.26-B). Eine
ausschliefliche Behandlung mit Oxalsdure durch Verdampfung wurde von n = 36 TeilnehmerIn-
nen durchgefiihrt und fiihrte zu Verlustraten die im 6sterreichischen Durchschnitt liegen (13,2%
(95% CI: 9,5-17,9%)) (Abbildung 1.31-F).

Tabelle 1.8: Stichprobenanzahl und Verlustraten (+95%CI) der Oxalsdure Anwendung. Einzelne Monate sind
nach Saison zusammengefasst, sieche Abbildung 1.23. *Oxalséure durch Traufeln o. Spriithen (inkl.
Fertigmischungen)

Anwendung Ja Nein

Oxalséure n  Verlust (95% KI) n  Verlust (95% KI)
Triiufel” - Friihjahr 31 12,8 (9,0-17,8) 1398 12,3 (11,6-13,0)
Triufel* - Sommer 363 12,6 (11,3-14,0) 1066 12,2 (11,4-13,1)
Triufel* - Winter 603 13,1 (12,0-14,3) 826 11,8 (10,9-12,7)
Verdampfen - Sommer 363 11,8 (10,5-13,3) 1066 12,5 (11,7-13,3)
Verdampfen - Winter 603 11,5 (10,6-12,5) 826 13,2 (12,1-14,3)

1.3.6.6.7 Hiveclean/Bienenwohl/Varromed

Kommerzielle Oxalsiure-Fertigmischungen mit dem Wirkstoff Oxalsdure (und weiteren Hilfsstof-
fen) werden fiir einen guten Behandlungserfolg im brutfreien Volk eingesetzt. Im Untersuchungs-
jahr 2019/20 setzten 26,9% aller befragten ImkerInnen eines dieser Produkte zur Bekdmpfung
der Varroamilbe ein. Es konnte kein signifikanter Unterschied in der Verlustrate beobachtet
werden, wenn eine Fertigmischung zur Bekdmpfung der Varroamilbe verwendet wurde mit
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12,9% (95% CI: 11,4-14,6%) oder reine Oxalsaure getraufelt wurde 12,8% (95% CI: 11,5-14,2%).
Auch wenn beides verwendet wurde (11,8% (95% CI: 9,3-14,8%)) oder keine der beiden Me-
thoden 11,8% (95% CI: 10,8-12,9%) fiihrte es zu keinen statistisch signifikanten Unterschieden
Abbildung 1.29.
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= ® ®
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8 10
[2]
=
g
5 .
n= 313 n= 441 n= 173 n= 606
Oxalsaure Mischung Oxalsaure Traufeln Beides Behandlung
(Hiveclean/Bienenwohl/  (oder Spriihen) ohne Oxalsaure Traufeln
Varromed) oder Oxalsaure Mischung

Abbildung 1.29: Hohe der Winterverluste von 2019/20 in Prozent (+95%CI) in Abhéngigkeit von der Varroabe-
kiimpfung mit einer Oxalsdure-Fertigmischung (Hiveclean, Bienenwohl, Varromed) zu reiner
Oxalsaure-Losung, in Kombination und ohne die zwei Methoden.

1.3.6.6.8 Thymol

Von 7,7% aller befragten ImkerInnen wurde angegeben, eine Behandlung mit Thymol durchge-
fithrt zu haben. Hierbei zeigt sich fiir Betriebe die im Sommer Thymol eingesetzt haben eine
statistisch signifikant hohere Verlustrate mit 18,4% (95% CI: 14,9-22,4%) als fiir die Gruppe die
kein Thymol eingesetzt hat 12,0% (95% CI: 11,3-12,7%) (Abbildung 1.25-I).

Betrachtet man die Haufigkeit der Anwendungen in Monaten im Vergleich zu den Winterver-
lusten, zeigten sich fiir ImkerInnen mit einmaliger Anwendung statistisch signifikant hohere
Verlustraten mit 22,4% (95% CI: 17,4-28,3%) im Vergleich zu keiner Thymol-Behandlung mit
12,3% (95% CI: 11,6-13%). TeilnehmerInnen die in mehr als einem Monat mit Thymol be-
handelt haben, zeigen keinen statistisch signifikanten Unterschied 13,9% (95% CI: 9,8-19,3%)
(Abbildung 1.30).
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Abbildung 1.30: Hohe der Winterverluste 2019/20 in Prozent (+95%CI) in Abhéngigkeit von der Haufigkeit der
Anwendungen in Monaten von Produkten auf Thymolbasis. Statistisch signifikante Ergebnisse
sind mit einem Stern (*) gekennzeichnet.

1.3.6.6.9 Hyperthermie

Eine Alternative zur chemischen Behandlung der Volker gegen die Varroamilbe stellt die
Hitzebehandlung (=Hyperthermie) dar. Sie beruht auf der unterschiedlichen Wérmetoleranz von
Bienen und Milben. 4,6% der ImkerInnen, 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 erhéltlichen Systemen zur Hitzebehandlung unterschieden.
Hinsichtlich der Verlustrate fanden wir keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen
Imkereien, die mit Hyperthermie behandelt haben und jenen, die nicht damit behandelt haben:
Frithjahr (Ja - 12,8% (95% CI: 8,8-18,2%); Nein - 12,3% (95% CI: 11,6-13,0%)); Sommer (Ja -
11,9% (95% CI: 9,0-15,6%); Nein - 12,3% (95% CI: 11,6-13,1%)) (Abbildung 1.24, Abbildung 1.25
- B).
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1.3.6.6.10 Andere biotechnische Methoden (ohne Hyperthermie /
Drohnenbrutentnahme)

Andere biotechnische Methoden, mit Ausnahme von Hyperthermie und Drohnenbrutentnahme,
wurden zusammengefasst abgefragt. 25,7% der befragten ImkerInnen gaben an eine solche
biotechnische Methode angewendet zu haben. Dazu zdhlen die Verwendung von Fangwaben oder
Bannwaben oder die totale Brutentnahme.

Im Untersuchungsjahr 2019/20 zeigten sich signifikant niedrigere Verlustraten bei einer Anwen-
dung dieser Methode im Sommer (Ja - 11,2% (95% CI: 10,1-12,3%); Nein - 13,0% (95% CI: 12,1-
13,9%); x?=21,1, p<0,05) (Abbildung 1.25 - C).

1.3.6.6.11 Behandlungskombinationen

Die diversen Kombinationen (Abbildung 1.31) beinhalten alle moglichen Kombinationen der
Behandlungen nach Jahreszeiten mit mindestens 15 ImkerInnen, ohne Drohnenbrutentnahme.
Eine Risikoanalyse zur Drohnenbrutentahme wurde extra angefiihrt und ausgewertet (siehe
1.3.6.6.4 Auswirkungen der Drohnenbrutentnahme auf die Winterverluste). Im Untersuchungs-
jahr 2019/20 gab es insgesamt 332 unterschiedlichen Behandlungskombinationen. Es wurden
statistisch nur die Kombinationen ausgewertet die von mindestens 15 TeilnehmerInnen durch-
gefiihrt wurden. Dieser Filter fiihrte zu 19 verschiedenen Kombinationen und ihren jeweiligen
Verlustraten (Abbildung 1.31, Tabelle 1.9). Hierbei sei bei den Kombinationen mit kleineren
Stichproben auf die breiten Konfidenzintervalle hingewiesen.

Die Kombination mit den meisten TeilnehmerInnen war die Langzeitbehandlung mit Amei-
sensdure im Sommer gefolgt von Oxalsdure mittels Tréufeln im Winter (n = 138, 10,1%
(95% CI: 8,2-12,5%), (A)) beziehungsweise Sublimation der Oxalsédure im Winter (n = 88, 11,1%
(95% CI: 8,7- 14,0%), (B)). Ein signifikante hohere Verlustrate im Vergleich zum 6sterreichischen
Durchschnitt hatten TeilnehmerInnen die nur eine Ameisensdure - Kurzzeitbehandlung im
Sommer durchgefithrt haben 27,0% (95% CI: 18,1-38,2%) (L).

Biotechnische Mafnahmen im Sommer gefolgt von Oxalsdure im Sommer und Winter zeigt ein
Potential fiir niedrigere Verlustraten gegeniiber dem &sterreichische Durchschnitt ((E) - 11,1%
(95% CI: 8,5-14,4%); (Q) - 9,2% (95% CI: 5,4-15,1%); (P) - 9,0% (95% CI: 5,6-14,3%)).
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Abbildung 1.31: Hohe der Winterverluste von 2019,/20 in Prozent (£95%CT) in Abhéngigkeit von der Behandlungs-
methodenkombination und dem Zeitpunkt der Durchfithrung. Einzelne Monate zusammengefasst
siehe Abbildung 1.23. Nur Kombinationen von Methoden mit mindestens 15 TeilnehmerInnen
wurden ausgewertet. Die Anzahl der unterschiedlichen Behandlungsmethoden ist farblich gekenn-
zeichnet (weif = 1, grau = 2, schwarz = 3). Der osterreichischer Durchschnitt (rote Linie) mit
(+£95%CI) (gestrichelte Linie) ist vertikal eingezeichnet. Abkiirzungen der Behandlungsmethoden

siehe Tabelle 1.9.

48 3. Zwischenbericht

1 (U) Wintersterblichkeit



614

YPLRqUIYISIMZ ¢

1 Yd1|qLRIsIUIAN (N) T

siehe Abbildung 1.23.

Tabelle 1.9: Verlustraten und Stichprobenanzahl der Kombinationen. W = Winter, S = Sommer, Einzelne Monate sind nach Saison zusammengefasst,

Abkiirzung Methode | n Verlust (95% CI)
(A) S-AS-LZ & W-Ox-Tréu. S Ameisenséure - Langzeit W Oxalséure - traufeln 138 10,1 (8,2-12,5)
(B) S-AS-LZ & W-Ox-Sub. S Ameisensdure - Langzeit W Oxalséure - sub. 88 11,1 (8,7-14)
(C) S-AS-KZ & W-Ox-Trau. S Ameisensiure - Kurzzeit W  Oxalséure - traufeln 61 12,1 (9,4-15,4)
(D) S-AS-LZ S Ameisensdure - Langzeit 57 14,5 (11,0-19,0)
(E) S-Biot. & S-Ox-Sub. & W-Ox-Sub. S Andere biotechnische Methode S  Oxalsaure - sub. W  Oxalsaure - sub. 53 11,1 (8,5-14,4)
(F) S-AS-KZ & S-AS-LZ & W-Ox-Trau. S Ameisenséure - Kurzzeit S Ameisensdure - Langzeit W Oxalséure - trdufeln | 46 14,5 (10,3-20,1)
(G) S-AS-KZ & W-Ox-Sub. S Ameisensiure - Kurzzeit W Oxalséure - sub. 36 16,0 (11,3-22)
(H) S-Ox-Sub. & W-Ox-Sub. S Oxalséure - sub. W Oxalséure - sub. 36 13,2 (9,5-17,9)
(I) S-AS-LZ & S-Ox-Sub. & W-Ox-Sub. S Ameisensdure - Langzeit S Oxalsdure - sub. W Oxalséure - sub. 34 13,3 (9,0-19,3)
(J) S-AS-KZ & S-AS-LZ & W-Ox-Sub. S Ameisenséure - Kurzzeit S Ameisenséure - Langzeit W Oxalséure - sub. 31 12,2 (7,7-18,8)
(K) S-AS-KZ & S-Ox-Sub. & W-Ox-Sub. S Ameisensdure - Kurzzeit S Oxalsédure - sub. W Oxalséure - sub. 27 11,7 (8,3-16,4)
(L) S-AS-KZ S Ameisensdure - Kurzzeit 23 27,0 (18,1-38,2)
(M) S-AS-LZ & S-Ox-Trau. & W-Ox-Tréu. | S Ameisensdure - Langzeit S Oxalsédure - triaufeln W Oxalsiure - traufeln | 23 12,7 (8,7-18,2)
(N) S-AS-KZ & S-Ox-Trau. & W-Ox-Trau. | S Ameisensiure - Kurzzeit S Oxalsdure - traufeln W Oxalséure - traufeln | 21 15,1 (10-22,2)
(O) S-Biot. & S-AS-LZ & W-Ox-Trau S Andere biotechnische Methode S Ameisenséure - Langzeit W Oxalséure - trdufeln | 20 13 8 (9,6-19,4)
(P) S-Biot. & S-Ox-Trau. & W-Ox-Tréu S Andere biotechnische Methode S  Oxalsdure - traufeln W Oxalséure - traufeln | 19 2 (5,4-15,1)
(Q) S-Biot. & S-Ox-Tréu. & W-Ox-Sub S Andere biotechnische Methode S  Oxalséure - triaufeln W Oxalséure - sub. 18 0 (5,6-14,3)
(R) S-AS-LZ & S-Ox-Trau. & W-Ox-Sub S Ameisensdure - Langzeit S Oxalsdure - traufeln W Oxalséure - sub. 17 13 8 (8,1-22,6)
(S) S-AS-KZ & S-Ox-Trau. & W-Ox-Sub S Ameisenséure - Kurzzeit S Oxalsédure - triaufeln W Oxalséure - sub. 16 15,1 (8,0-26,7)
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1.3.6.7 Koniginnen-Verluste

Die Winterverlustrate durch ,Unldsbare Kéniginnenprobleme® fiir ganz Osterreich lag 2019/20
bei 4,3% (95% CI: 4,1-4,6%). Der Vergleich von Bundeslindern zur dsterreichischen Gesamt-
Verlustrate zeigt keinen statistisch signifikanten Unterschied. Zwischen den Bundeslédndern zeigt
sich fiir Niederosterreich eine signifikant hohere Verlustrate mit 5,0% (95% CI: 4,5-5,6%) im
Vergleich zu Vorarlberg mit 3,1% (95% CI: 2,3-4,3%).

Die Verlustraten der anderen Bundesldnder ergeben: Burgenland 4,4% (95% CI: 2,7-7,0%);
Kérnten 3,7% (95% CI: 3,1-4,5%); Oberosterreich 4,6% (95% CI: 4,0-5,3%); Salzburg 4,4%
(95% CI: 3,2-5,9%); Steiermark 3,9% (95% CI: 3,3-4,6%); Tirol 4,0% (95% CI: 3,3-4,8%) und
Wien 4,5% (95% CI: 3,3-6,1%) Abbildung 1.32.

101

Verlustrate [%]

n= 1539 n=33 n=151 n=389 n= 285 n=78 n= 222 n= 153 n= 136 n= 92

AUT Bgld. K. NO OO Sbg. Stmk. T Vbg. W

Abbildung 1.32: Héhe der Winterverluste 2019/20 durch unlésbare Koéniginnenprobleme verursacht fiir die

einzelnen Bundeslander und Osterreich gesamt in Prozent (£95%CI).

1.3.6.7.1 Koniginnenprobleme

Die Uberlebenschance der Vélker hingt in grofem Mafe auch von der Gesundheit der Konigin
ab. Die Imkereien wurden deshalb auch tiber das Auftreten von Kéniginnenproblemen befragt
und konnten zwischen den vier Antworten ,Haufiger”, ,Normal®, ,Seltener und ,Weifs nicht (im
Vergleich zu den Vorjahren) entscheiden. Tabelle 1.10 zeigt die Angaben der TeilnehmerInnen
seit 2013/14.

TeilnehmerInnen die diese Probleme ,Haufiger beobachteten hatten signifikant hohere Verluste
durch ,Unlésbare Koniginnenprobleme* mit 6,8% (95% CI: 5,8-7,9%) im Vergleich zu den
anderen Gruppen: Normal - 4,3% (95% CI: 4,0-4,8%), Seltener - 3,7% (95% CI: 3,2-4,2%), Weik
nicht - 3,8% (95% CI: 2,8-5,0%) (Abbildung 1.33-A). Auch bei den Winterverlusten (exklusive
,Unlosbare Kéniginnenprobleme®) zeigte sich derselbe Trend mit signifikant hoheren Verlusten
fir ,Haufiger mit 11,2% (95% CI: 8,9-14,0%) im Vergleich zu den anderen Gruppen: Normal -
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7,1% (95% CI: 6,2-8,1%); Seltener - 7,4% (95% CI: 6,2-8,7%). Nur die Gruppe ,Weif nicht* zeigte
hier keinen signifikanten Unterschied mit 10,8% (95% CI: 7,9-14,5%) (Abbildung 1.33-B).

Tabelle 1.10: Relative und absolute Haufigkeit der Antworten zu den Kéniginnenproblemen von 2013/14 bis
2019/20 (Anzahl TeilnehmerInnen (n, %)).

Héaufiger ‘ Normal ‘ Seltener ‘Weifé nicht

Jahr

%

n n % | n % | on %
2013/14 | 76 8,0 | 458 481|212 222|207 21,7
2014/15 | 194 16,6 | 513 44,0 | 181 155|279 239
2015/16 | 63 5,2 {491 40,7399 33,1253 21,0
2016/17 | 160 10,2 | 743 47,4 | 396 252 | 272 17,3
2017/18 | 72 6,6 | 529 484 | 332 30,3 | 162 14,8
2018/19 | 95 6,2 | 587 38,3 | 389 254 | 463 30,2
2019/20 | 127 10,4 | 570 46,9 | 354 29,1 | 165 13,6
(A) Verlustrate nur mit Verluste durch Koniginnen Probleme
| — |
10 7 * q
g 5 [ ]
. n= .127 n= 570 n= 354 n‘: 1§5
Haufiger Normal Seltener Weil nicht
(B) Verlustrate ohne Verluste durch Kéniginnen Probleme
*
T % 1
15 T 1
glo
3 I I
2 I | |
5
0 n= .127 n= 570 n= 354 n.= 1?5
Haufiger Normal Seltener Wei3 nicht

Abbildung 1.33: Hohe der Winterverluste 2019 /20 im Zusammenhang mit den beobachteten Kéniginnenproblemen
in Prozent (£95%CT). (A) nur Verluste durch unlésbare Koniginnenprobleme. (B) Winterverluste
exklusive den Verlusten durch unlosbare Kéniginnenprobleme. Statistisch signifikante Ergebnisse
sind mit einem Stern (*) gekennzeichnet.
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1.3.6.7.2 Im Einwinterungsjahr begattete Konigin (,,junge Konigin®)

Die ImkerInnen wurden nach der Anzahl ihrer Vélker mit junger Konigin befragt, um zu sehen,
ob sich die Uberlebenschancen von Voélkern mit einer jungen, das heift im Jahr 2019 begatteten
Konigin, im Vergleich zu Voélkern mit einer dlteren Konigin unterscheiden. Hier gab sich in
unserer Umfrage ein Anteil an jungen Kéniginnen von 53,1% in Osterreich. Zur Berechnung
des Anteils an jungen Koniginnen wurden nur TeilnehmerInnen herangezogen welche die Frage
+Wie viele Threr eingewinterten Volker hatten eine im Jahr 2019 begattete (,,junge”) Konigin?«
beantwortet haben.

Beim Vergleich der Austauschraten mit Verlusten durch ,,Unlésbare Koéniginnenprobleme* zeigt
sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen: 0-25% (4,0% (95% CI: 3,1-5,1%));
26-50% (4,4% (95% CI: 3,9-4,8%)); 51-75% (4,6% (95% CI: 4,2-5,1%)) und 76-100% (3,8%
(95% CI: 3,2-4,6%)) (Abbildung 1.34 - A).

Ein signifikant positiver Effekt mit weniger Verlusten bei mehr eingesetzten jungen Koniginnen
zeigt sich aber fiir die Verlustraten exklusive ,,Unlosbare Koniginnenprobleme®. Hier zeigt
die Gruppe in der nur ,0-25%“ Koniginnen getauscht wurden statistisch signifikant hohere
Verlustraten mit 15,3% (95% CI: 12,4-18,8%) im Gegensatz zu den Gruppen in denen prozentual
mehr junge Koniginnen eingesetzt wurden ,,26-50% (8,8% (95% CI: 7,8-9,9%)); ,,51-75%* (6,0%
(95% CI: 5,1-7,0%)) und ,,76-100%* (8,0% (95% CI: 6,4-10,0%)). Zusétzlich hat die Gruppe
,26-50%" statistisch signifikant hohere Verlustraten als die Gruppe ,51-75% (Abbildung 1.34 -
B).
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Abbildung 1.34: Hohe der Winterverluste 2019/20 in Prozent (£95%CI) in Abhéngigkeit vom Prozentsatz junger
Kéniginnen pro Imkerei. (A) nur Verluste durch unlésbare Koniginnenprobleme. (B) Winter-
verluste exklusive den Verlusten durch unlésbare Koniginnenprobleme. Statistisch signifikante
Ergebnisse sind mit einem Stern (*) gekennzeichnet.

1.3.6.8 Verkriippelte Fliigel

In der Erhebung 2019/20 wurde nach dem Auftreten von Bienen mit verkriippelten Fliigeln
wahrend der Sammelsaison 2019 gefragt. Nur 2,0% der Imkereien beobachtete diese ,,Haufig®, die
Gruppe hatte aber eine statistisch signifikant hohere Verlustrate mit 19,4% (95% CI: 15,3-24,3%)
im Vergleich zur Gruppe ,Wenig" mit 12,6% (95% CI: 11,5-13,8%) sowie wenn verkriippelte Fliigel
,Uberhaupt nicht“ beobachtet wurden mit 11,5% (95% CI: 10,6-12,5%). Keinen signifikanten
Unterschied gab es zu den Gruppen ,Weifs nicht* mit 17,3% (95% CI: 12,3-23,7%) und ,keine
Angaben mit 14,0% (95% CI: 9,3-20,4%) (Abbildung 1.35).

53

3. Zwischenbericht

1 (U) Wintersterblichkeit



-

"8‘ UNIVERSITAT GRAZ
ZUKUNFT UNIVERSITY OF GRAZ o vetmeduni AGES|
BIENE L

*
I * 1
1
25+
20' .
= ®
a
8 151 °
2 —— |
2 — o
101
5.
0 n= 29 n= 431 n= 898 n= 55 n= 40
Haufig Wenig  Uberhaupt Weil keine
nicht nicht Angaben

Abbildung 1.35: Hohe der Winterverluste 2019/20 in Prozent (£95%CI) in Abhéngigkeit von der Angabe wie
héufig wihrend der Sammelsaison 2019 Bienen mit verkriippelten Fliigeln in den Vélkern bemerkt
wurden. Statistisch signifikante Ergebnisse sind mit einem Stern (*) gekennzeichnet.

1.4 Diskussion

Die Erhebung der Winterverluste von Bienenvolkern in Osterreich wird seit 2008 vom Institut
fiir Biologie (vormals: Zoologie) der Karl-Franzens-Universitit Graz durchgefiihrt. In diesem
Bericht werden die Ergebnisse des Untersuchungsjahres 2019/20 zusammengefasst und zum Teil
mit denen der Vorjahre verglichen. Die im Winter 2019/20 in Osterreich erhobene Verlustrate
von Bienenvolkern betrug 12,6% (95% CI: 11,9-13,3%), bei einer Teilnahme von 1539 Imkereien,
was einer prozentualen Beteiligung von 5,1% aller osterreichischen Imkereibetriebe entspricht.
Diese stellten insgesamt Information iiber 30.724 eingewinterte Bienenvolker zur Verfiigung,
was wiederum 7,9% aller in Osterreich gehaltenen Bienenvélker entspricht. Die Verlustrate
liegt, verglichen mit den bisherigen Ergebnissen, im mittleren Bereich. Die laufende mittlere
Verlustrate aller bisher in Osterreich erhobenen Winterverlustraten liegt bei 16,1%. Die bisher
niedrigste in dieser Erhebung gemessene Verlustrate lag bei 8,1% (95% CI: 7,4-8,8%) (im
Winter 2015/16) und die bisher hochste gemessene Verlustrate bei 28,4% (95% CI: 27,0-29,9%)
(im Winter 2014/15). Diese grofen zeitlichen Schwankungen und lokalen Unterschiede in den
Verlustraten, deren genaue Ursachen grofstenteils noch unverstanden sind, machen die grofte
Bedeutung des Bienen-Monitorings und der anschliefenden Ursachenforschung deutlich. Eine
internationale Vergleichbarkeit der erhobenen Daten wird durch die vom Forschungsnetzwerk
COLOSS festgelegten Fragen ermoglicht (van der Zee et al., 2013; Brodschneider et al., 2016,
2018c). Diese Art der Untersuchung ist ein Hilfsmittel, den Ursachen hoher Winterverluste auf
den Grund zu gehen. Die Trends und Erkenntnisse der freiwilligen Umfrage sollen zusétzlich
durch gezielte Probenentnahmen ergénzt werden (van der Zee et al., 2015).
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1.4.1 Populationsdynamik in Osterreich

Wie auch in den Jahren zuvor wird aus den Winterverlustraten und dem Volkerstand im
Friihjahr davor eine hypothetische Populationsdynamik der Bienenvélker vom Friihjahr 2013 bis
zum Frithjahr 2020 modelliert (Abbildung 1.6). Dabei zeigt sich, dass eine Vermehrung iiber
den Sommer, etwa durch eigene Nachschaffung oder Zukaufe, eine konstante, sogar steigende,
Bienenpopulation in Osterreich erméglicht.

Im Jahr 2014/15 mit sehr hohen Winterverlusten waren die ImkerInnen in der Lage die verlorenen
Bienenvolker {iber den Sommer wieder zu kompensieren. In den folgenden Jahren mit geringeren
Winterverlusten, waren die ImkerInnen in der Lage, diese Verluste im Sommer auszugleichen
und auch eine grofere Anzahl an Bienenvolkern im folgenden Herbst einzuwintern.

Unser Modell ist aber nur begrenzt giiltig — je nach Hohe der Winterverluste sind von den
ImkerInnen dementsprechend Zeit und Geld zu investieren, um eine zum Vorjahr vergleichbare
Population aufzubauen beziehungsweise zu erhalten. Die Arbeit und Kosten fiir die Nachschaffung
werden dabei vorwiegend von Kleinimkereien, welche den Grofsteil der Bienenpopulation in
Osterreich betreuen, getragen. Okonomische Abschitzungen dieser Leistungen zum Erhalt
einer starken Bienenpopulation sollten fiir eine nachhaltige Entwicklung des Imkereisektors
beriicksichtigt werden.

1.4.2 Reprasentativitat und Anonymitat

Die in diesem Bericht prasentierten Ergebnisse beruhen auf den Angaben der osterreichischen Im-
kerInnen. Um eine méglichst grofe Beteiligung der ImkerInnen zu erreichen, wurde sowohl online,
in der Fachzeitschrift ,Bienen Aktuell“, bei Veranstaltungen als auch iiber bereits bestehende
Kontakte (zum Beispiel nicht anonyme Teilnehmer vorheriger Studien) zu einer Teilnahme an
unserer Untersuchung aufgerufen. Diese liber Jahre etablierten Kontakte helfen, eine nahezu
vollstdndige 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 Grofteil der Antworten, ca. 88,5%, haben wir online erhalten, wohingegen
der Anteil derer, die den Fragebogen aus der Zeitschrift ,Bienen Aktuell“ retournieren iiber die
letzten Jahre immer geringer geworden ist. Dieses Jahr gab es jedoch im Vergleich zum Vorjahr
eine erhohte Teilnahme mittels Kurzfragebogen der Zeitschrift (+1,5%) welche in Summe 5,6%
der TeilnehmerInnen in unserer Umfrage ausmacht. Eine mogliche Erkldarung fiir die hohere
Teilnahme mittels Zeitschrift konnte ein Nebeneffekt durch die Corona-bedingte Quarantéine im
Frithjahr gewesen sein. Teilnehmer hatten vielleicht mehr Interesse und Zeit fiir die Zeitschrift
und dabei auch dem Fragebogen mehr Beachtung geschenkt.

In diesem Jahr gab erstmalig einen signifikanten Unterschied der Verlustraten zwischen den Erfas-
sungsmodi, hierbei hatten TeilnehmerInnen mittels Kurzfragebogen aus der Zeitung eine erhohte
Wabhrscheinlichkeit mehr Winterverluste zu erfahren verglichen mit den Online-Teilnehmern. Da
wir mit dem Umfragebogen in der Zeitschrift auch Personengruppen ohne Internetzugang an-
sprechen wollen, kénnte dies auf ein Problem in der Repréasentativitdt hindeuten. Die langjiahrige
Erfahrung und auch Stichprobenuntersuchungen von anderen Studien, die auch Winterverluste
erhoben haben, zeigen aber, dass unsere jahrlichen Verlustanalysen mit dem gewéhlten Konfidenz-
intervall bis dato immer reprasentativ waren. Wir werden weiterhin den verkiirzten Fragebogen
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in der Zeitschrift beibehalten, dennoch werden wir im Auge behalten ob dieser Unterschied auch
in den folgenden Untersuchungen zu finden ist.

Die Verlustraten zwischen anonymer und nicht-anonymer Teilnahme war wie auch im Vorjahr
ohne signifikanten Unterschied. Im Untersuchungsjahr 2019/20 haben 67,3% der TeilnehmerInnen
freiwillig eine Kontaktmoglichkeit genannt, was zum einen von Vertrauen in die Untersuchung
zeugt, uns aber auch die Moglichkeit gibt bei Unklarheiten nachzufragen.

Die durchschnittliche Vélkeranzahl der an dieser Erhebung teilnehmenden Imkereien lag 2019/20
bei 20 eingewinterten Volkern, was etwas mehr ist als der in Osterreich aufgrund der Anga-
ben der Biene Osterreich erwartete Mittelwert (13 Vélker /Imkerei). Dazu trigt die Teilnahme
von 19 groflen Imkereien mit jeweils iiber 150 eingewinterten Volkern bei. Der Median der
eingewinterten Volkerzahlen liegt jedoch bei 10 eingewinterten Volkern, was der erwarteten
osterreichischen Imkerei-Demographie durchaus entspricht. Auch daraus und durch die Vertei-
lung der teilnehmenden Imkereien iiber ganz Osterreich (Abbildung 1.4) folgern wir, dass die
dieser Auswertung zugrundeliegenden Daten einer durchmischten und anndhernd reprasentativen
Gruppe der Osterreichischen Imkereien entstammen.

1.4.3 Bundeslander und Bezirke

Wie auch die Jahre davor sind die Winterverluste in Osterreich nicht gleich verteilt. Dieses
Jahr wurde besonders in Wien eine signifikant hohere Verlustrate beobachtet als in den anderen
Bundesléandern (Abbildung 1.7). Diese Variation zwischen den Bundesldndern konnte auch in
vorherigen Winterverlust-Analysen festgestellt werden (Brodschneider et al., 2018b; Crailsheim
et al., 2018; Brodschneider et al., 2019b; Oberreiter und Brodschneider, 2020). Hierbei handelt
es sich nicht um ein 6sterreichisches Phanomen es findet sich auch in anderen Landern wie
Tschechien oder den USA wieder, wo verschiedene Regionen abweichende Verlustraten zeigen
(vanEngelsdorp et al., 2008, 2010; Brodschneider et al., 2019a). Eine mogliche Erklarung hierfiir
zeigen zwei Osterreichischen Studien in denen ein Zusammenhang zwischen Wetter (Switanek
et al., 2017) bzw. Landnutzung (Kuchling et al., 2018) und Winterverlusten festgestellt wurde.
Die Landnutzung betreffend wurde festgestellt, dass semi-natiirliche Regionen, Weiden und
Nadelwilder einen positiven Effekt auf die Uberlebenswahrscheinlichkeit der Bienenvolker hatte.
Die osterreichweite Gesamtverlustrate von 12,6% (95% CI: 11,9-13,3%) im Jahr 2019/20 liegt
unter dem langjahrigen Durchschnitt und spiegelt sich groftenteils auch in den Bezirksergebnis-
sen wider.

Durch die Analyse der unterschiedlichen Bezirke zeigen sich teilweise aber auch Gebiete mit
potentiell sehr hohen Winterverlusten (Abbildung 1.9). Aus Griinden des Datenschutzes und
der Représentativitdt werden nur jene Bezirke aufgelistet, bei denen mindestens Daten von
fiinf Imkereien zur Verfiigung stehen. Hierbei zeigten sich besonders hohe Verluste mit einer
Verlustwahrscheinlichkeit von iiber 20% fiir Wien (20,07%, n = 92), Neunkirchen (NO) (29,22%,
n = 16), Wels-Land (OO) (21,43%, n = 14) und Lienz (Tirol) (23,48%, n = 9). Niedrige
Verlustwahrscheinlichkeiten von unter 10% konnten in 18 Bezirken festgestellt werden, von denen
die Bezirke Salzburg (5,88%, n = 5), Hartberg-Fiirstenfeld (Stmk) (5,96%, n = 16) und Villach
(Kérnten) (6,08%, n = 9) die geringsten Verluste aufwiesen.

Die Bezirksergebnisse sollten aber mit Vorsicht angesehen werden, da durch die geringe Stich-
probenanzahl auch die Konfidenzintervalle sehr breit werden und unser Modell zur Berechnung
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hierfiir nicht optimal ist. Anhand der Bezirkkarte (Abbildung 1.9) kann man aber Regionen
erkennen in denen mehrere angrenzende Bezirke hohe beziehungsweise niedrige Verluste er-
fahren hatten. Dies konnte, wie bereits oben angefiihrt, unter anderem durch unterschiedliche
Landnutzung erkliart werden (Kuchling et al., 2018).

1.4.3.1 Seehohe

Ein weiterer Faktor der die Verlustraten in den unterschiedlichen Regionen widerspiegeln
konnte, ist die Seehohe. Hier konnte dieses Jahr wieder ein epidemiologischer Zusammen-
hang zwischen dem Uberwinterungserfolg von Bienenvélkern und der Seehéhe des Haupt-
Uberwinterungsbienenstandes nachgewiesen werden, wie ebenfalls im Jahr zuvor (Oberreiter
und Brodschneider, 2020). Es zeigten sich signifikant hohere Verlustwahrscheinlichkeiten fiir
TeilnehmerInnen im Bereich zwischen 201-400m verglichen mit ImkerInnen zwischen 401-600m
und ImkerInnen die {iber 800m tiberwintert haben (Abbildung 1.12).

Ein Moglicher Grund konnten die klimatischen Unterschiede sein, wie auch eine 6sterreichische
Studie aufgezeigt hat, bei der geringere Uberwinterungsverluste zu erkennen waren je kilter die
mittleren Temperaturen im September waren (Switanek et al., 2017). Kéltere Temperaturen
und Klima haben Auswirkungen auf die Vegetation und machen sich in héheren Lagen durch
einen verspateten Brutbeginn und fritherer Brutfreiheit bemerkbar. Dadurch verkiirzt sich die
Zeitspanne, in der sich die Varroamilbe in der Brut vermehren kann. Weitere Griinde kénnten
die unterschiedliche Landnutzung sein (Kuchling et al., 2018) und die geringere Dichte an
Bienenvolkern, was wiederum zu einer geringeren Verbreitung von Krankheitserregern fiihrt
(Fries und Camazine, 2001; Seeley und Smith, 2015; Forfert et al., 2016; Dynes et al., 2019).

1.4.4 Symptome

Einen wichtigen Teil der Winterverlusterhebungen bildet die Auswertung der Symptome der
in Osterreich verstorbenen Bienenvélker, iiber die wir anhand dieser Untersuchung detaillierte
Informationen erhalten haben. Durch diese Daten kénnen die Ursachen fiir 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 erleich-
tern. Auch bei demselben Schadbild kénnen noch immer unterschiedliche Griinde hinter einem
Volkerverlust stecken. Aufserdem gilt es zu berticksichtigen, dass zwischen dem Auftreten des
Verlustes und der Symptombeschreibung durch ImkerInnen ein betrachtlicher Zeitraum liegen
kann, in dem Spuren, wie tote Bienen vor dem Volk, verschwinden kénnen und daher nicht mehr
eindeutig zuordenbar sind.

Im Untersuchungsjahr 2019/20, sowie in den Jahren zuvor, war das hiufigste gemeldete Sym-
ptom ,keine oder nur wenige tote Bienen im oder vor dem Volk“ (Brodschneider et al., 2018b;
Crailsheim et al., 2018; Brodschneider et al., 2019b). Dieses Symptom ist relativ unspezifisch,
und kann unterschiedlichste Ursachen haben. Dieses Schadbild wurde auch als charakteristisch
fiir CCD beschrieben und in den USA aber auch in Europa (Dainat et al., 2012) in den letzten
Jahren héaufig beobachtet (vanEngelsdorp et al., 2008, 2009; Williams et al., 2010; Steinhauer et
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al., 2014).

Eines der relativ eindeutig einer Ursache zuordenbare Symptom 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 erwahnte Futtermangel,
zum anderen aber auch noch verbliebene Futterreserven, die den Bienen von der Wintertraube
aus, wegen widrigen Umsténden, nicht zuganglich ist. Dieser auch als Futterabriss bezeichnete
Winterverlust wurde 2019/20 fast doppelt so hiufig gemeldet als das Verhungern. Die voran-
gegangen Untersuchungen von uns zeigen dhnliche Ergebnisse und die relative Haufigkeit des
Symptomes fiir Verhungern anhand von Futtermangel liegt {iber die Jahre konstant zwischen
5-10% (Brodschneider et al., 2018b; Crailsheim et al., 2018; Brodschneider et al., 2019b).
Nicht zuordenbare oder unbekannte Symptome wurden im Untersuchungsjahr 2019/20 und in
den Jahren davor nur selten gemeldet (Brodschneider et al., 2018b; Crailsheim et al., 2018;
Brodschneider et al., 2019b). Dadurch kénnen wir erkennen, dass unser einfach gestaltete Sym-
ptomkatalog die meisten Fille abdeckt und TeilnehmerInnen die Symptome leicht erkennen bzw.
zuordnen konnen.

1.4.5 Betriebsgrolie

Der Grofsteil der ImkerInnen betreibt die Imkerei als reines Hobby mit durchschnittlich 1-50
Volkern. Es gibt aber auch eine geringe Anzahl an professionellen Betrieben die einen grofsen
Anteil der Volker in Osterreich besitzen (Abbildung 1.3), was sich auch in unserer Untersuchung
in der Verteilung der Betriebsgréfien widerspiegelt. Der Faktor Betriebsgrofe in der Risikoanalyse
ist als Sammelfaktor zu verstehen, der unterschiedlichste, im Detail nicht ndher abgefragte,
Parameter wie Professionalitat, Erfahrung in der Imkerei etc. beinhaltet. Dieses Ergebnis spiegelt
sich auch in einer anderen Studie aus Osterreich wieder (Morawetz et al., 2019a).

Wie auch in den Jahren zuvor zeigen kleinere Betriebe mit weniger als 50 Volker eine Wahrschein-
lichkeit fiir signifikant hohere Verlustraten (Abbildung 1.13) als grofere Betriebe mit mehr als 50
Volkern. Hierbei handelt es sich mittlerweile um konstante, wiederholt aufgetretene Ergebnisse
in Osterreich wie auch im internationalen Vergleich (van der Zee et al., 2014; Brodschneider
et al., 2016, 2018c; Crailsheim et al., 2018; Gray et al., 2020; Oberreiter und Brodschneider,
2020). International, zum Beispiel in den USA, sind in bestimmten aber nicht allen Untersu-
chungsjahren bei steigender Betriebsgrofe 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 Voélker). Als Ursache fiir die Unterschiede in den
Verlustraten werden mehrere Faktoren diskutiert. Es wird zum Beispiel ein Einfluss der Betriebs-
grofe auf die Betreuungsqualitdt der Volker angenommen: ,Commercial beekeepers* zeigen oft
mehr technisches Wissen in der Krankheits- und Schédlingsbekdmpfung — insbesondere bei
der Bekdmpfung der Varroamilbe — als ,backyard beekeepers®, welche die Bienenhaltung nicht
gewerbsmaéfig betreiben (Lee et al., 2015). Auch die Wahl der Methode und die Qualitéat der
verwendeten Bekdmpfungsmafknahmen kénnte in Abhéngigkeit von der Betriebsgrofse eine andere
sein (Thoms et al., 2019; Underwood et al., 2019). Diese Argumente lassen sich moglicherweise
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eingeschrankt auch auf die osterreichischen Imkereien iibertragen, auch wenn hier Betriebe mit
iiber 500 Volkern eher die Ausnahme bilden.

1.4.6 Betriebsweisen

Seit 2016/17 wird auch der Einfluss der verschiedenen Betriebsweisen (zum Beispiel: Bio-Imkerei,
kleine Brutzellen, Beutenisolierung) auf die Winterverlustrate getestet. Die hochste Anzahl an
,Unsicher und ,keine Angaben“ gab es bei der Frage ,Kleine Brutzellen (5,1mm oder weniger)®.
Am ausgeglichensten zwischen , Ja* und ,Nein“ waren die Fragen ,Offener Gitterboden im Winter
und ,Kaufe Wachs zu (kein eigener Wachskreislauf)* (Abbildung 1.14).

1.4.6.1 Wanderimker

In diesem Jahr hatten ImkerInnen die mit ihren Vélkern zu Trachtangeboten wanderten signifikant
geringere Verluste im Winter (Abbildung 1.15-B). Dieses Phédnomen ist nicht jedes Jahr zu sehen,
wurde aber dennoch schon 6fters beobachtet, auch im internationalen Vergleich (Brodschneider et
al., 2010, 2018¢; Crailsheim et al., 2018; Gray et al., 2020; Oberreiter und Brodschneider, 2020).
Der geringere Verlust konnte mit der besseren Erfahrung der WanderimkerInnen im Gegensatz
zu StandimkerInnen erklart werden. Aber auch durch eine verbesserte Nahrungsversorgung
iiber das Jahr oder bei Trachtliicken, obwohl der Transport von Bienenvilkern durchaus Stress
fiir die Bienen bedeuten kénnte (van der Zee et al., 2014). Da dieser Faktor nicht jedes Jahr
einen statistischen Unterschied ausmacht, wére es denkbar, dass hier auch andere Faktoren in
Kombination mit Wanderimkerei eine Wirkung zeigen.

1.4.6.2 Fremdwachs und Naturwabenbau

Wie auch bereits im vorigen Winter zeigten Imkererein die Wachs zukauften signifikant hohere
Winterverluste als Imkererein mit einem eigenen Wachskreislauf (Abbildung 1.15-G) (Ober-
reiter und Brodschneider, 2020). Die Durchfiihrung eines eigenen Wachskreislaufes kann fiir
Professionalitéit des Imkereibetriebes sprechen. Zusétzlich ermoglicht das Verfahren aber auch
eine bessere Kontrolle iiber Inhaltsstoffe des Wachses wie zum Beispiel Pestizidriickstdnde,
welche in eingelagerte Pollen gelangen koénnen und so wiederum einen negativen Einfluss auf
die Uberlebenswahrscheinlichkeit des Bienenvolkes haben koénnen, da Wachs die am hochsten
belastete Matrix im Bienenstock ist (Harriet et al., 2017; Calatayud-Vernich et al., 2018; El
Agrebi et al., 2020). Versuche mit kiinstlich kontaminiertem Bienenwachs fithrten aber zu keiner
erhohten Sterblichkeitsrate in den Bienenvolkern (Payne et al., 2019). Dennoch kénnte es in
Kombination mit anderen Faktoren zu negativen Auswirkungen fiihren. Ein weiteres Problem
beim Zukauf konnte verfialschtes Bienenwachs sein. Alkassab et al., 2020 zeigen eine verzogerte
Annahme, atypische Brutzyklen sowie geringere Populationgréfen von Kunstschwéirmen auf
Wachsmittelwénden die mit 20% Stearin verfilscht waren.

Hierbei ist zu erwéhnen, dass zwischen ImkerInnen die Naturwabenbau eingesetzt haben oder
jenen die das nicht machten kein signifikanter Unterschied auftrat (Abbildung 1.15-H).
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1.4.6.3 Varroatoleranz und kleine Brutzellen

In diesem Jahr zeigten ImkerInnen mit Koniginnen aus einer ,Zucht auf Varroa-Toleranz" eine
Wahrscheinlichkeit fiir signifikant niedrigere Verlustraten im Vergleich zur Gruppe die in dieser
Frage ,,Unsicher” war. Dieser positive Effekt konnte in den vorherigen Umfragen noch nicht
festgestellt werden. Der Vergleich zwischen ,Ja* und ,Unsicher hat aber nur eine bedingte
Aussagekraft (Abbildung 1.15-C).

Natiirliche Abwehrmechanismen von westlichen Honighienen gegen die parasitierende Varroa-
milbe wurden bereits sehr frith gefunden (Ruttner et al., 1984). Mondet et al., 2020 konnten in
einer europaischen Studie an 414 Bienenvolkern, verteilt auf 13 Landern, im Jahr 2015 und 2016
bei mehreren Volkern eine verringerte Reproduktionsrate der Varroamilben finden. Besonders
ausgepragt war dieses Phénomen, was auch als SMR (Suppressed Mite Reproduction) bezeichnet
wird, bei Vélkern die selektiv auf VSH (Varroa Sensitive Hygiene) geziichtet wurden. Erfolgreiche
Feldversuche von solchen Zuchtlinien zeigen die Moglichkeit der selektiven Ziichtung auf dieses
Verhalten (Ibrahim et al., 2007; Mondet et al., 2020). Der grofe Erfolg ist aber bis jetzt ausgeblie-
ben, was mit einer komplizierten und mitunter unbekannten Ausbildung und Vererbung dieses
Verhaltens, Populationsdynamiken und einer Interaktion mit 6kologischen Umgebungsfaktoren
sowie anderen noch unerforschte Faktoren zusammenhéngen kénnte (Fanny et al., 2020; Mondet
et al., 2020). Kontraproduktiv in diesem Zusammenhang ist die in Europa héufig hohe Dichte
an Bienenvolkern auf einzelnen Stdnden und in einzelnen Regionen, welche wahrscheinlich zu
einer erhohten Ubertragung von Krankheiten und Varroa fiihrt (Fries und Camazine, 2001;
Seeley und Smith, 2015; Forfert et al., 2016; Dynes et al., 2019). Um das fehlende Gleichgewicht
zwischen Wirt und Parasit herzustellen, wie es unter natiirlichen Umsténden und in unberiihrten
Regionen herrscht (Seeley, 2007), wird von verschiedenen Autoren ein darwinistisches Prinzip
propagiert, um eine natiirliche gerichtete Selektion wieder in den Vordergrund riicken zu lassen
(Locke, 2016; Neumann und Blacquiére, 2017; Biichler et al., 2020). Dieses Konzept muss aber
je nach Region und Bedingungen angepasst werden um erfolgreich zu sein. Mondet et al., 2020
zeigen in ihrer Studie, dass es in Europa bereits mehrere Honigbienen-Populationen gibt die
durch ihr Verhalten die Varroamilbe in ihrer Entwicklung aktiv behindern.

Interessanterweise zeigten TeilnehmerInnen die Angaben ,kleine Brutzellen“ verwendet zu haben
eine Wahrscheinlichkeit signifikant weniger Winterverluste zu erfahren (Abbildung 1.15-I). Sollte
dieser Betriebsfaktor auch in Zukunft wieder einen Unterschied machen, wére hier eine genauere
Analyse dieser zwei Gruppen wahrscheinlich sinnvoll.

1.4.6.4 Bauart des Bienenstockes

Die Ausfithrung des Bienenstockes (Kunststoff-Beuten, Isolierte Beuten im Winter, offener
Gitterboden im Winter) hatte keinen statistisch signifikanten Einfluss auf die Winterverluste
(Abbildung 1.15-D,E,F). Die gleichen Ergebnisse sind auch in vorangegangen Umfragen zustande
gekommen (Crailsheim et al., 2018; Oberreiter und Brodschneider, 2020).
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1.4.6.5 Zertifizierte Bio-lmkerei

Ob ein Imkereibetrieb in unserer Umfrage eine ,Zertifizierter Bio-Imkerei“ war oder nicht hatte
keinen statistischen Einfluss auf den Uberwinterungserfolg. Im ersten Untersuchungsjahr 2016/17,
in welchem diese Frage gestellt wurde, hatten zertifizierte Imkereien eine Wahrscheinlichkeit
signifikant weniger Volker iiber den Winter zu verlieren (Crailsheim et al., 2018). In den Folgejah-
ren konnte aber kein Unterschied zwischen den Gruppen mehr festgestellt werden (Brodschneider
et al., 2018b; Oberreiter und Brodschneider, 2020).

Als ,Zertifizierte Bio-Imkerei“ verstehen wir Imkereien die zumindest laut den Mindeststandards
der EU (European Organic Regulation, EC No. 834,/2007, 889/2008) fiir Biokontrollstellen zerti-
fiziert sind. Die Hauptunterschiede fiir Bio-Imkereien sind die Verpflichtung nur bio-zertifizierten
Zucker/Sirup zum Fiittern einzusetzen, das Verbot des Einsatzes von synthetischen Mitteln
zur Schadlingsbekdmpfung (zum Beispiel Varroamilbe) sowie die Verpflichtung zum Einsatz
von bio-zertifiziertem Wachs (Thrasyvoulou et al., 2015). Die Umwelt und Landnutzung im
Einzugsgebiet der Bienenstinde konnte, wie bereits im Punkt Bundesldnder und Bezirke erwahnt,
einen Einfluss auf die Winterverluste haben (Kuchling et al., 2018). Diese Vorgabe ist aber nur
unzureichend in der Regulierung ausgefiihrt und kann von den Biokontrollstellen unterschiedlich
interpretiert werden. Das gleiche gilt fiir Kontamination von Wachs (Thrasyvoulou et al., 2015).
Anhand dieser Ausfithrungen, und da nur ein geringer Teil an TeilnehmerInnen angegeben hat
synthetische Mittel gegen die Varroamilbe einzusetzen (Tabelle 1.7), konnen wir schlussfolgern,
dass der Hauptunterschied zwischen ,Zertifizierter Bio-Imkerei“ und ,Imkerei ohne Zertifikat“ in
unserer Umfrage die Fiitterung und die Qualitdt des Wachses betrifftt. Was jedoch keinen signifi-
kanten Unterschied auf die Winterverlustraten in unserer Untersuchung zeigte, ausgenommen
das Fremdwachs, wie bereits vorher diskutiert.

1.4.6.6 Vereinigung von Volkern

Eine neue Betriebsweisen-Frage in unserer Umfrage 2019/20 war die Frage ob weiselrichtige
aber schwache Volker bereits vor dem Winter vereinigt wurden. Insgesamt haben 13,7% der
TeilnehmerInnen diese Praxis durchgefiihrt. Sie fiihrte aber zu keinen statistisch signifikanten
Unterschieden in den Winterverlustraten (Abbildung 1.15-J). Diese Praxis schiitzt demzufol-
ge nicht vor Volkerverlusten im Winter, stellt aber durch die Reduktion der Volker, einen
,vorweggenommenen Verlust dar.

1.4.7 Wabenhygiene

Die relative Anzahl an ausgetauschten Waben zeigte, wie bereits in einigen der vergangenen Jahre,
keinen signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen. Ingesamt iiber alle Untersuchungsjahre
zeigt sich hier aber kein klares Bild (Crailsheim et al., 2018; Oberreiter und Brodschneider,
2020).

Berry und Delaplane, 2001 konnten zeigen, dass das Alter der Waben Einfluss auf das Wachstum
und die Uberlebensrate eines Bienenvolkes haben kann: Vélker mit neuen Waben produzierten
im Durchschnitt grofsere Bereiche mit Brut, grofere Bereiche mit eingedeckelter Brut sowie
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Jungbienen mit hoherem Individualgewicht. Die Uberlebensrate der Brut war in diesen Ver-
suchen allerdings in Volkern mit dlteren Waben signifikant hoher, was an der Regulation des
Mikroklimas in der Zelle liegen konnte. Koenig et al., 1986 zeigten in ihrer Arbeit den Einfluss
von verschiedenen Brutwabentypen auf das Vorkommen von Kalkbrut in Honigbienenvolkern,
wobei hier alte Brutwaben die Entwicklung von Kalkbrut im Volk forderten.

Generell kénnen Ansammlungen von Pestizidriickstédnden, wie auch von Krankheitserregern
im Wachs, die Uberlebensrate von Bienenvolkern vermindern, diese Riickstinde werden durch
einschmelzen der Altwaben aber nicht entfernt (Calatayud-Vernich et al., 2018). Eine voll-
stdndige Riickstandsfreiheit des neuen Wabenmaterials kann in unserer Untersuchung mangels
Uberpriifung allerdings nicht als gegeben angenommen werden.

1.4.8 Trachtangebot

Rapstracht im Friihjahr 2019 zeigte einen negativen Einfluss auf die Uberlebenswahrscheinlichkeit
im folgenden Winter (Abbildung 1.17-A). In vorherigen und internationalen Studien finden sich
zu Raps in Zusammenhang mit den Winterverlusten widerspriichliche Ergebnisse (van der Zee
et al., 2014; Gray et al., 2019; Oberreiter und Brodschneider, 2020), da in verschiedenen Lénder
sowohl positive wie auch negative Effekte beobachtet worden sind. Raps (Brassica napus) liefert
Nektar und Pollen in sehr hohen Mengen, aber potentiell vorkommende Pflanzenschutzmittel
konnten einen negativen Effekt auf die Entwicklung der Honigbienenvilker haben (Goulson et
al., 2015; Rundlof et al., 2015; Rolke et al., 2016). Da die Rapstracht allgemein sehr friih in
der Honigsaison stattfindet, konnten neben der Tracht noch andere Faktoren fiir den negativen
Effekt verantwortlich sein. Als weitere Ursache fiir hohe Winterverluste in Zusammenhang mit
Trachtpflanzen wird eine einseitige Erndhrung durch mangelndes Trachtangebot, welches durch
Monokulturen zustande kommt, angenommen (Brodschneider und Crailsheim, 2013; Requier et
al., 2017).

Diesen Winter hatte die Trachtpflanze Mais (Zea mays) wieder einen negativen Effekt auf die
Winterverlustrate (Abbildung 1.17-B). Obwohl Mais keinen Nektar produziert, kann der Pollen
von Honigbienen gesammelt werden. Auch in Osterreich zeigten Untersuchungen, dass der Pollen
aktiv von Bienen gesammelt wurde (Brodschneider et al., 2019¢). Es ist aber keine bevorzugte
Quelle fiir Bienen (Hocherl et al., 2012; Urbanowicz et al., 2019). Als Ursachen fiir die negativen
Auswirkungen werden der Einsatz von Pflanzenschutzmitteln und eine einseitige Erndhrung
diskutiert (Brodschneider und Crailsheim, 2013; van der Zee et al., 2014; Di Pasquale et al.,
2016). Hocherl et al., 2012 konnten zeigen, dass im Pollen von Maispflanzen zwar nur sehr geringe
Mengen Histidin vorhanden sind, jedoch alle anderen essentiellen Aminosauren in groferer Menge
als in gemischten Pollen vorkommen. Dennoch hatten in dieser Studie Bienen, die mit einer
ausschliefslichen Mais-Pollen Diat gefiittert wurden, eine auffillig niedrigere Lebenserwartung
als Bienen, die mit einem Pollengemisch gefiittert wurden. Bienen kénnten auch indirekt iiber
Guttationswasser mogliche Pestizide aufnehmen, was negative Auswirkungen auf das gesamte
Volk haben kénnte (Schmolke et al., 2018). Die Auswirkungen von Pestiziden sind aber nicht
immer leicht zu untersuchen und eine Langzeitstudie aus Spanien an Sonnenblumenkulturen mit
aus Neonicotinoiden behandelten Samen zeigt keine negativen Langzeitfolgen auf die Entwicklung
und das Uberleben der Bienenvolker, aber es wurden geringe Riicksténde im Bienenbrot gefunden
(Flores et al., 2020). Rundlof et al., 2015 zeigen in ihrer Studie aus Schweden negative Effekte
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von mit Neonicotinoiden behandelten Kulturen auf Wildbienen (solitdre Bienen, Hummeln).
Die Untersuchung konnte aber auch keinen signifikanten Einfluss auf die Uberwinterung von
Honigbienenvélkern nachweisen. Ein solcher Beweis wurde von Woodcock et al., 2017 in einer
grof angelegten Feldstudie zumindest teilweise erbracht.

Eine Sonnenblumentracht und spétblithende Zwischenfriichte (zum Beispiel Olrettich, Phace-
lia und Senf) zeigten dieses Jahr keine negativen Auswirkungen (Abbildung 1.17-C,D). Die
spatblithenden Zwischenfriichte befinden sich seit 2018 im COLOSS Fragebogen. Hier zeigt
sich im Uberwinterungsjahr 2017/18 (Gray et al., 2019) ebenfalls kein signifikanter Unterschied
in Osterreich. Im Jahr 2018/20 hatten ImkerInnen mit spétblithenden Zwischenfriichten eine
Wahrscheinlichkeit fiir signifikant héhere Winterverluste (Oberreiter und Brodschneider, 2020).
Bei der Waldtracht gibt es dieses Jahr ein sehr interessantes Ergebnis. Hier zeigt sich bei Vorhan-
densein dieser Tracht eine Wahrscheinlichkeit fiir signifikant niedrigere Uberwinterungverluste
(Abbildung 1.17). Bei der Waldtracht mit Melezitose (sogenannter Zementhonig), welcher die
Brut- und Honigwaben mit schwerverdaulichem, kristallinem Honig fiillt (Pechhacker et al.,
1990), wurde hingegen kein statistischer Unterschied festgestellt. Der Grund hierfiir kénnte der
Zeitpunkt der Tracht sein. Eine friithe Waldtracht mit Melezitose konnte wahrscheinlich weniger
Einfluss auf das Volk haben als eine Tracht sp#t im Bienenjahr, da eine Uberwinterung auf
Melezitose zur Ruhr und erhohter Sterblichkeit in den Vélkern fiihren kann (Imdorf et al., 1985;
Seeburger et al., 2020).

Aus epidemiologischer Sicht konnen wir also einen signifikanten Zusammenhang mit bestimmten
Trachtquellen festhalten, wobei diese Trachtquellen auch stellvertretend fiir andere (nicht abge-
fragte oder bisher unbekannte) abtrégliche Standortverhéltnisse stehen konnen. Es konnen keine
kausalen Griinde fiir die erhohten Verluste beim Vorhandensein bestimmter Trachten genannt
werden. Diese Trachten konnen aber als Indikator von fiir Bienenvélker nicht idealen Standorten
gesehen werden, wie auch in der Untersuchung zum Einfluss der Landnutzung auf die Winter-
sterblichkeit des Vorlduferprojekts diskutiert wird (Kuchling et al., 2018). Die Auswirkungen
und Erforschung von Pflanzenschutzmitteln auf Bienenvolkern ist noch immer ein sehr aktuelles
Thema und Bienenvolker sind durch ihre Sammelaktivitat ein wichtiger Bioindikator fiir die
Umwelt was durch neue Methoden immer besser erforscht werden kann (Murcia-Morales et al.,
2020).

1.4.9 Bekampfung der Varroamilbe

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 grofen Einfluss auf den
Uberwinterungserfolg von Bienenvélkern (Dahle, 2010), insbesondere auch dadurch, dass die
Milbe als Vektor fiir andere Pathogene, wie Viren, dient (Rosenkranz et al., 2010; Noél et al.,
2020). Deshalb waren nicht nur die Erhebungen tiber die verschiedenen Behandlungsmethoden,
sondern auch iiber die Haufigkeit und den Zeitpunkt der Behandlungen wichtiger Bestandteil
unserer Untersuchungen.
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1.4.9.1 Bestimmung des Varroabefalls

Der Grofsteil der teilnehmenden ImkerInnen (91%) hat eine Varroabefallskontrolle durchgefiihrt
und am héufigsten war die Kontrolle in den Monaten Juli, August und September (Abbil-
dung 1.21). Gruppiert nach Jahreszeit hat der Grofteil im Sommer und Winter kontrolliert
(Abbildung 1.22). Dieses Jahr konnte kein signifikanter Unterschied in den Winterverlustraten
festgestellt werden zwischen ImkerInnen die eine Bestimmung durchgefiihrt haben und denen, die
keine durchfiihrten (Abbildung 1.19). Auch die anspruchsvollere Auswertung auf Zeit und Dauer
zeigt keine Unterschiede (Abbildungen 1.20 und 1.22). Im Vergleich zum Winter 2018/19 zeigten
TeilnehmerInnen die eine Bestimmung durchgefiihrt haben, eine Wahrscheinlichkeit signifikant
weniger Volker iiber den Winter zu verlieren (Oberreiter und Brodschneider, 2020). Obwohl die
Kontrolle auf die Varroamilbe diese nicht vermindert, ldsst sich dieser Effekt moglicherweise
dadurch erklédren, dass ImkerInnen die iiber den Varroabefall ihrer Volker Bescheid wissen
einerseits besser iiber den Gesundheitszustand ihrer Volker informiert sind, andererseits auch
dementsprechend besser auf den Befall reagieren konnen. Die Befallskontrolle ist daher ein grund-
legender Bestandteil einer erfolgreichen integrierten Schadlingsbekdmpfung, im Englischen auch
als ,Integrated pest management (IPM)“ bezeichnet (Roth et al., 2020). Deswegen sollte diese
Praxis, welche bereits von der grofsen Mehrheit in unserer Umfrage praktiziert wird, weiterhin
beworben werden.

1.4.9.2 Behandlungsmethoden

In Osterreich sind im internationalen Vergleich verhiltnismé#fig nur wenige Akarizide zugelassen
(Brodschneider et al., 2019a). In unserer Umfrage folgt der Grofsteil der Empfehlung der AGES
(Moosbeckhofer et al., 2015) (Tabelle 1.7). Die Empfehlung ist eine Verdunstung von Ameisen-
sdure im Sommer und eine Nachbehandlung im Winter bei Brutfreiheit mit Oxalsédure. Aber
auch die Drohnenbrutentnahme als biotechnische Mafsnahme ist noch immer eine weitverbreitete
Methode. Um die Effektivitdat und Unterschiede zwischen den Behandlungsmethoden besser zu
veranschaulichen wurden die Behandlungsmethoden zuerst zum Zeitpunkt ihrer Anwendung in
die Gruppen ,Friihling, Sommer, Winter“ eingeteilt (Abbildung 1.23).

Die einzelnen Methoden und auch die Kombinationen dieser werden in weiterer Folge ndher
betrachtet. Auf synthetische Behandlungsmethoden und den Einsatz von Milchsdure wird nicht
ndher eingegangen, weil die Stichproben in diesen Gruppen fiir eine sinnvolle, statistische
Auswertung zu klein waren.

1.4.9.2.1 Biotechnische MaRnahmen

Die Hyperthermie beruht auf dem Prinzip der unterschiedlichen Temperaturtoleranzen von
V. destructor und der Honigbienenbrut. Verdeckelte Brutwaben werden aus dem Bienenvolk
entnommen und einer Warmebehandlung unterzogen. Es konnte in diesem Untersuchungsjahr
und auch in den letzten kein statistisch signifikanter Unterschied festgestellt werden wenn diese
Methode verwendet wurde (Crailsheim et al., 2018; Oberreiter und Brodschneider, 2020) (Abbil-
dungen 1.24 und 1.25-B). Hierbei sei aber auf die relativ geringe Anzahl der TeilnehmerInnen,
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welche die Methode verwendet haben, hingewiesen.

Drohnenbrutentnahme war die im Frithjahr am héufigsten eingesetzte Methode (Abbildung 1.24-
A). Hier zeigt sich fiir TeilnehmerInnen die diese Methode angewandt haben eine Wahrscheinlich-
keit signifikant weniger Volker iiber den Winter zu verlieren. Wenn man nur die Drohnenbrut-
entnahme und alle moglichen Kombinationen betrachtet, erkennt man einen Trend fiir weniger
Verluste wenn diese Methode im Sommer und Friihling eingesetzt wurde im Gegensatz zu nur
im Sommer. Dies zeigt aber keinen statistischen Unterschied (Abbildung 1.27). Die Haufigkeit
der Anwendung hatte auch keinen statistischen Einfluss auf die Uberlebenswahrscheinlichkeit
der Vélker iiber den Winter (Abbildung 1.28). Vorangegangene Untersuchungen haben gezeigt,
dass sich eine Drohnenbrutentnahme im Friihjahr positiv auf den Uberwinterungserfolg auswirkt
(Brodschneider und Crailsheim, 2013; Crailsheim et al., 2018; Oberreiter und Brodschneider,
2020). Feldexperimente in den USA, mehrmaligen Entfernen der Drohnenbrut, und der Schweiz,
mit einmaligen Entfernen im Friihjahr, haben eine Verminderung der Varroabelastung gezeigt
ohne Einfluss auf Volksstérke und Honigertrag (Charriére et al., 1998; Calderone, 2005). Da die
Drohnenbrutentnahme keine alleinige Behandlungsmethode darstellt, sei an dieser Stelle auf
die oftmalige Verwendung mehrerer unterschiedlicher Bekdmpfungsmafnahmen in Kombination
hingewiesen. Dieser Effekt wird durch den oben angefiihrten signifikanten positiven Effekt im
Friihjahr sichtbar. Hierbei handelt es sich wahrscheinlich um TeilnehmerInnen die eine Drohnen-
brutentnahme im Friihjahr mit einer weiteren erfolgreichen Strategie verbunden haben.
Wurde eine ,andere biotechnische Mafnahme* (exklusive Hyperthermie und Drohnenbrut-
entnahme) im Sommer durchgefiihrt, zeigte sich eine Wahrscheinlichkeit signifikant weniger
Winterverluste zu erleiden (Abbildung 1.25-C). Solche biotechnische Mafnahmen zeigten bereits
in den Wintern mit hohen Verlusten positive Effekte (Crailsheim et al., 2018). Auch im letzten
Jahr 2018/19 konnte ein signifikanter Unterschied festgestellt werden (Oberreiter und Brodschnei-
der, 2020). Hierbei handelt es sich aber oft um sehr arbeitsaufwendige Methoden (Rosenkranz
et al., 2010; Biichler et al., 2020). Eine zweijahrige Feldstudie in Europa mit biotechnischen
Mafsnahmen im Sommer zur Brutunterbrechung sowie in Kombination mit Oxalsdure zeigt eine
hohe Effektivitat gegen die Varroamilbe (Biichler et al., 2020). Auch eine Untersuchung aus
Italien (Reggio Emilia, Po-Ebene) zeigt, dass solche Methoden ebenso im Friihjahr zu einer
Verminderung der Varroabelastung fithren ohne negativen Einfluss auf die Honigernte zu haben
(Lodesani et al., 2019). Besonders in Hinsicht auf die immer hiufiger werdenden warmen Winter
und somit verlangerte Brutperioden sind solche Methoden interessant und kénnten auch in
Osterreich zu positiven Ergebnissen fithren. Dies kénnte auch fiir ImkerInnen die spite Trachten
anstreben, welche sie ansonsten wegen zu starker Varroabelastung nicht ausniitzen konnten,
interessant sein.

1.4.9.2.2 Ameisensaure

Ameisensdure ist die meistverbreitete Behandlungsmethode in unserer Umfrage. Die Vorteile
beim Einsatz der Ameisensidure (und anderer organischer Sduren) ist das geringe Risiko von
Resistenzbildung, das geringere Risiko der Belastung mit Riickstdnden und eine bewiesene
Effektivitit gegen die Varroamilbe (Rosenkranz et al., 2010; Noél et al., 2020).

Dieses Jahr hatten TeilnehmerInnen die im Sommer eine Langzeitbehandlung mit Ameisensaure
durchgefiihrt haben, eine Wahrscheinlichkeit signifikant weniger Winterverluste zu erleiden
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(Abbildung 1.25-E). Bei der Kurzzeitbehandlung konnte kein Unterschied festgestellt werden.
Betrachtet man TeilnehmerInnen die nur eine Kurzzeitbehandlung im Sommer durchgefiihrt
haben, erkennt man eine signifikant hohere Verlustrate als der osterreichische Durchschnitt
(Abbildung 1.31-L). Hier sei aber das durch die geringe Stichprobenanzahl und mdogliche gro-
e Schwankungen der einzeln Verlustraten verursachte, breite Konfidenzintervall zu beachten.
Diverse Kombinationen und die alleinige Anwendung von Ameisenséure in Kurzzeitbehand-
lung zeigten auch in der Untersuchung von 2018/19 potentiell hohere Verlustraten (Oberreiter
und Brodschneider, 2020). Ein direkter Vergleich der Verlustraten zwischen Langzeitbehand-
lung und Kurzzeitbehandlung bei alleiniger Anwendung zeigt keinen signifikanten Unterschied
(Abbildung 1.31-D,L).

1.4.9.2.3 Oxalsaure

Unsere Untersuchung hat gezeigt, dass ein Grofteil der teilnehmenden ImkerInnen eine Form
der Oxalséurebehandlung im Winter zur sogenannten Restentmilbung eingesetzt haben (Abbil-
dung 1.26-B,C). Dabei kann die Oxalséure verdampft, getraufelt, gespriiht oder als Fertigmischung
(Hive-clean/Bienenwohl /Varromed) eingesetzt werden. Zwischen den Methoden getraufelt, ge-
spritht oder Fertigmischung hat es keinen signifikanten Unterschied gegeben und es wurde
deswegen in der Auswertung als ,Oxalsdure - Traufeln“ zusammengefasst (Abbildung 1.29).
Als Winterbehandlung zeigt sich fiir die TeilnehmerInnen, welche Oxalsdure sublimiert haben,
eine Wahrscheinlichkeit signifikant weniger Winterverluste zu erfahren (Abbildung 1.26-B). Beim
direkten Vergleich der Verlustraten zwischen Traufeln und Sublimieren zeigt sich aber kein
statistischer Unterschied (Abbildung 1.26-B,C). Eine Studie aus England zeigt, dass Verdampfen
bereits bei einer geringen Menge an Oxalsdure auflerst effektiv gegen die Varroamilbe ist und im
Frithjahr zeigten diese Bienenvolker auch grofere Brutnester im Gegensatz zur Oxalsdurebehand-
lung mittels Traufeln oder Spriithen und auch im Vergleich zur Kontrolle (keine Behandlung)
(Al Toufailia et al., 2015).

Durch die geringe Auswahl an Behandlungsmethoden im Winter gibt es keine verléssliche Kon-
trollgruppe von Imkereien, die nicht mit Oxalsdure arbeiten. Das unterstreicht die Bedeutung
der Oxalsdure und die derzeitige Alternativlosigkeit in der Winterbehandlung. Oxalsdure wirkt
ausschlieklich auf die auf Bienen sitzenden Varroamilben, und ist damit nur bei Brutfreiheit der
Volker effektiv (Rosenkranz et al., 2010). Uber das tatsiichliche Vorherrschen von Brutfreiheit bei
Anwendung der Oxalsdure kann im Rahmen dieser Untersuchung keine Aussage getroffen werden.
Zusatzlich zielt eine Behandlung mit Oxalsdure auf eine Reduktion der Milbenpopulation fiir das
Folgejahr ab. Deswegen ist eine direkte Auswirkung auf die Winterverluste im Umfragejahr nur
bedingt zu erklaren, da wir auch nicht wissen ob TeilnehmerInnen die zum Beispiel Verdampfen
wahlten, diese Methode auch im letzten Jahr eingesetzt haben.

1.4.9.2.4 Thymol

TeilnehmerInnen die im Sommer Thymol angewandt haben, zeigten eine Wahrscheinlichkeit fiir
signifikant hohere Winterverluste (Abbildung 1.25-1). Hier zeigt eine néhere Betrachtung der
Frequenz der Anwendung, dass ImkerInnen die nur in einem Monat eine Thymolbehandlung
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durchgefiihrt hatten eine signifikant héhere Wahrscheinlichkeit fiir Verluste als die Gruppe
ohne Thymolbehandlung. Bei ImkerInnen die in mehreren Monaten Thymol eingesetzt haben
ist kein statistisch signifikanter Unterschied mehr zu erkennen (Abbildung 1.30). Es sei hier
angemerkt, dass es sich nicht zwangsweise um eine alleinige Behandlung mit Thymol handelt,
sondern diese wahrscheinlich mit anderen Behandlungsmethoden kombiniert wurde. Die Gruppe
an TeilnehmerInnen, welche ausschlieflich Thymol als Behandlungsstrategie eingesetzt hat ist
zu klein um eine statisch sinnvolle Analyse durchzufiihren.

Eine australische Studie die sich mit der Thymolbehandlung néher beschéftigt hat zeigt teilweise
einen vorteilhaften Effekt auf das Hygiene-Verhalten der Bienen (T. Colin et al., 2019). Vermutlich
spielen fiir den erfolgreichen Einsatz von Thymol zusétzlich noch andere Faktoren eine Rolle,
wie zum Beispiel verschiedene Umweltbedingungen und genetische Unterschiede.

1.4.9.2.5 Kombinationen

Um einen besseren Einblick in die angewandten Behandlungsmethoden in Kombination zu
geben, haben wir zusétzlich verschiedene Behandlungskonzepte in Kombination direkt verglichen
(Abbildung 1.31). Durch die Aufteilung ergeben sich sehr viele unterschiedliche Gruppen wobei
hier nur Kombinationen mit mindestens 15 TeilnehmerInnen analysiert wurden. Durch diese
geringe Stichprobenanzahl und unterschiedliche Verlustergebnisse ergibt sich ein hohes Konfi-
denzintervall. Um die Stichprobenanzahl weiter zu erh6hen wurde die Drohnenbrutentnahme
in dieser Auswertung nicht berticksichtigt, dh. TeilnehmerInnen kénnten noch zusétzlich eine
Drohnenbrutentnahme gemacht haben.

Die mit Abstand am meisten genutzte Kombination in unserer Umfrage war eine Ameisensiure-
Langzeitbehandlung im Sommer gefolgt von Oxalsdure-Tréufeln oder Sublimieren im Winter
(Abbildung 1.31-A,B). Ein statistischer Unterschied zwischen den zwei Kombinationen konnte
nicht festgestellt werden. Die selben Ergebnisse wurden auch letztes Jahr beobachtet (Oberreiter
und Brodschneider, 2020).

Kombinationen mit biotechnischen Methoden (exklusive Hyperthermie und Drohnenbrutentnah-
me) und Oxalsdurebehandlung im Sommer, gefolgt von einer Oxalsdurebehandlung im Winter
zeigten Potenzial fiir geringere Winterverluste (Abbildung 1.31-E,P,Q). Eine Brutunterbrechung
und Oxalsédurebehandlung im Sommer zeigt in einer europaweiten Feldstudie in den Jahren
2016/17 und 2017/18 hohe Effektivitidt gegen die Varroamilbe (Biichler et al., 2020). Durch
die geringe Anzahl an Stichproben und die verschiedenen Moglichkeiten der biotechnischen
Methoden ist eine genauere Analyse hier aber nicht moglich.

Eine Anwendung einer Ameisensaure-Kurzzeitbehandlung im Sommer fiihrte zu einer Wahr-
scheinlichkeit fiir hohere Winterverluste im Vergleich zum 6sterreichischen Durchschnitt (Abbil-
dung 1.31-L). Dieser negative Effekt wurde im Abschnitt 1.4.9.2.2 Ameisensidure diskutiert.

1.4.10 Koniginnen-Verluste

Wie auch in den letzten Jahren ist die Verlustrate an Bienenvolkern iiber den Winter durch
,unlosbare Koniginnenprobleme* unter 5% (Abbildung 1.32) und scheint stabil sowohl in Oster-
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reich als auch International zwischen ca. 3-5% zu liegen (Brodschneider et al., 2019a; Gray et
al., 2019, 2020; Oberreiter und Brodschneider, 2020).

1.4.10.1 Koniginnenprobleme

Insgesamt gaben 10,4% der TeilnehmerInnen an, dass sie ,,Haufiger Koniginnenprobleme im Vor-
jahr beobachten konnten. Diese Gruppe hatte, im Vergleich zur Gruppe ,,Normal“ und ,Seltener”,
eine signifikant hohere Wahrscheinlichkeit Bienenvélker durch unlésbare Koniginnenprobleme
sowie auch ohne Kéniginnenprobleme die Volker iiber den Winter zu verlieren (Abbildung 1.33).
Dieser Faktor hatte auch in der Umfrage 2018/19 einen negativen Einfluss (Oberreiter und
Brodschneider, 2020) und auch internationale Untersuchungen kamen zum selben Schluss (van
der Zee et al., 2014). Koniginnenprobleme sind auch in den USA ein signifikanter negativer
Faktor fiir das Uberleben der Bienenvolker (vanEngelsdorp et al., 2013).

1.4.10.2 Im Einwinterungsjahr begattete Konigin (,,junge Konigin')

Etwas mehr als die Hélfte der eingewinterten Volker haben in unserer Umfrage eine junge
Konigin (53,1%), vergleichbare Ergebnisse konnten auch bereits im Untersuchungsjahr 2018/19
festgestellt werden mit 52,3% (Oberreiter und Brodschneider, 2020). Eine Langzeitstudie von
1980 bis 2018 aus Polen zeigt, dass der Anteil an ausgewechselten Koniginnen relativ stabil iiber
die Jahre bei 50% liegt aber die Anzahl der ImkerInnen die Koniginnen zukauften ist von 50%
auf 66,3% gestiegen (Bienkowska et al., 2020).

Zudem stellten mehrere Studien fest, dass junge Koniginnen, genauer das heiftt im Vorjahr
begattete Kéniginnen, einen positiven Einfluss auf die Uberlebenswahrscheinlichkeit der Vélker
haben (Genersch et al., 2010; van der Zee et al., 2014; Giacobino et al., 2016; Morawetz et al.,
2019a). Diesen Effekt konnen wir dieses Jahr wieder bestétigen. Es zeigt sich eine Wahrschein-
lichkeit fiir signifikant geringere Verlustraten (exklusive Verluste durch Koéniginnenprobleme)
wenn der Imkereibetrieb mehr als 25% der alten Koniginnen vor dem Winter ausgewechselt
hat. Interessanterweise hatte es aber keinen statistischen Einfluss auf Verlustraten durch Ko-
niginnenprobleme (Abbildung 1.34). Der positive Effekt auf die Uberlebenswahrscheinlichkeit
der Bienenvélker iiber den Winter durch junge Kéniginnen konnte fiir Osterreich und weitere
Lénder in 2018/19 anhand einer internationalen Studie, sowie in der Osterreichischen Erhebung
fiir 2019/20 beobachtet werden (Gray et al., 2020; Oberreiter und Brodschneider, 2020).

Die Ergebnisse zeigen die Wichtigkeit einer gesunden und jungen Koénigin fiir ein erfolgreiches
Uberwintern des Bienenvolkes. Als Grund fiir die positiven Auswirkungen wird unter anderem
die grokere Menge an Brut angenommen. Genauere Ursachen fiir den gesteigerten Uberwinte-
rungserfolg konnten jedoch noch nicht gefunden werden (Genersch et al., 2010; Amiri et al.,
2017; Ricigliano et al., 2018). Eine weitere Ursache fiir einen verminderten Uberwinterungserfolg
von Volkern mit einer dlteren Konigin konnte in der gesundheitlichen Beeintréchtigung dieser
Konigin aufgrund von Neonicotinoiden (Williams et al., 2015) oder Viren (Amiri et al., 2020)
liegen. Dass die Qualitdt von Koniginnen wichtig ist und die Temperatur auch eine Rolle spielt
zeigte sich in Untersuchungen bei denen héhere Temperaturen, zum Beispiel beim Versand von
Koniginnen, zu Problemen fiithrten (Withrow et al., 2019; Rousseau et al., 2020).
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1.4.11 Verkriippelte Fliigel

Bienenviren stehen im Fokus des Projektes ,Zukunft Biene 2¢. Wir haben deshalb nach einem
Merkmal gefragt, das mit dem Fliigeldeformationsvirus (DWV = deformed wing virus) in
Zusammenhang steht (siche Modul A). Hierfiir wurde das Auftreten von Arbeitsbienen mit
verkriippelten Fliigeln abgefragt, dieses Symptom kann durch Kalteschaden aber auch durch
die angefiithrte Virenschéadigung entstehen. Folgende Kategorien standen zur Auswahl: ,Haufig®,
Wenig*, . Uberhaupt nicht* und ,Weif nicht.

Insgesamt haben 29 Imkereien angegeben, solche verkriippelten Fliigel wihrend der Bienensaison
2019 ,Haufig* beobachtet zu haben. Diese Betriebe hatten auch eine signifikant héhere Verlustrate
an Bienenvolkern als die Gruppen ,Wenig" und ,Weif nicht“ (Abbildung 1.35). Die gleichen
Ergebnisse konnten auch in der Untersuchung 2018/19 festgestellt werden (Oberreiter und
Brodschneider, 2020). Daraus kann man schlussfolgern, dass ein vermehrtes Vorkommen von
Bienen mit verkriippelten Fliigeln als Alarmsignal fiir hohe Winterverluste betrachtet werden
kann (Morawetz et al., 2019a).

1.4.12 Zusammenfassung

Zusammenfassend zeigt sich, dass hohe Winterverluste von Bienenvilkern, wie sie 2014/15
aufgetreten sind, zumindest in einem bestimmten Ausmafl durch eine zeitgeméfe Bekdmpfung
der Varroamilbe, wie zum Beispiel mit Hilfe biotechnischer Methoden, reduziert werden konnen.
Im Winter 2019/20 sind die Winterverluste im Vergleich zu den letzten Jahren eher als gering
zu betrachten, obwohl es signifikante Unterschiede zwischen Bundeslédndern gibt. Die héchsten
Winterverluste wurden beispielsweise in Wien verzeichnet. Bei den Betriebsweisen zeigten sich
bereits bekannte Effekte vom Vorjahr, wie geringere Verluste fiir Wanderimker und der negative
Effekt bei Verwendung von Fremdwachs. Es zeigte sich auch wieder, dass grofiere Betriebe eine
geringere Wahrscheinlichkeit fiir Winterverluste haben.

Geringe Koniginnenprobleme und junge Koniginnen hatten auch wieder einen positiven Einfluss
auf die Winterverluste. Des Weiteren konnten epidemiologisch auch Griinde die von aufsen wirken
fiir hohere Verluste identifiziert werden, beispielsweise signifikante Einfliisse der Seehohe des
Bienenstands und der von Bienen laut ImkerInnen genutzten Trachtpflanzen.

Weiterhin nicht vollstandig geklért bleibt die Frage, warum in manchen Jahren sehr viele und
in anderen Jahren sehr wenige Bienenvolker den Winter nicht {iberleben. In Ansétzen scheinen
betriebsweisenunabhéngige Faktoren wie das Wetter (Switanek et al., 2017) oder, eingeschrénkt,
weil weniger stark schwankend, die Landnutzung (Kuchling et al., 2018) fiir diesen Effekt verant-
wortlich zu sein.

Die Belastung der Bienenvélker variiert von Jahr zu Jahr, wobei es in manchen Jahren schwieriger
ist, die Volker erfolgreich zu iiberwintern als in anderen. Gerade aus Wintern mit hohen Verlustra-
ten konnen wir wissenschaftlich belegte Empfehlungen {iber Anpassungen der Betriebsweisen
(inklusive Varroa-Bekampfungsstrategien) 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 iiberregional auftretenden Mehrjahresdynamiken, der noch weiterer
Untersuchungen bedarf.
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Unsere Studie zeigt wie divers die einzelnen Faktoren, welche die Volkerverluste beeinflussen,
sind. Es zeigt sich auch wie schwierig es ist nur anhand eines einzelnen Faktors einen mogli-
chen Riickschluss zu ziehen. Deswegen ist es wichtig diese Studien jéhrlich zu wiederholen um
Trends zu erkennen und diese auch mit Zahlen zu belegen. Diese Trends sollten dabei helfen
ImkerInnen zu unterstiitzten gewisse Entscheidungen auf der Grundlage von erhobenen Citizen
Science-Daten zu treffen und aus langjéhrigen Trends zu lernen. Ein immer deutlicherer Trend
ist, dass mutmafkliche ,professionellere Imkereien“ eine statistisch signifikante Wahrscheinlichkeit
haben weniger Volker iiber den Winter zu verlieren.

1.5 Anhang

Tabelle 1.11: Burgenland - Jahresvergleich der Verlustraten in den Bezirken. Verlustrate in %, (TeilnehmerInnen;
eingewinterte Volker). -: weniger als fiinf TeilnehmerInnen.

Burgenland - Verlustrate % (Teilnehmer, eingewinterte Volker)
Jahre Eisenstadt Eisenstadt-Umgebung Giissing Jennersdorf Mattersburg
2013,/24 - - - - -
2014/15 - 40,30% (6; 67) | 42,24% (13; 161) | 42,71% (8; 96) -
2015/16 - - - 23,563% (5; 85) -
2016/17 - - 31,46%  (6; 89) - 28,93% (9; 121)
2017/18 - - - - 9,49% (8; 137)
2018/19 - - - - 16,30% (8; 135)
2019/20 - - - - 8,06%  (5; 87)
Jahre Neusiedl am See Oberpullendorf Oberwart Rust
2013/14 - - 31,82% (5; 88) -
2014/15 | 24,72% (7; 178) | 53,72% (12; 376) | 30,08% (17; 256) -
2015/16 | 3,55% (5; 169) | 20,51% (7;78) | 4,17% (9;144) -
2016/17 | 12,22% (8; 311) | 20,95% (12; 253) | 27,57% (15; 185) -
2017/18 | 6,45%  (5; 62) | 5,00% (5; 60) | 11,96% (75 92) -
2018/19 | 8,16% (7; 147) - 5,58%  (9; 269) -
2019/20 - 15,09% (7;53) | 13,11%  (10;183) -

Tabelle 1.12: Kérnten - Jahresvergleich der Verlustraten in den Bezirken. Verlustrate in %, (TeilnehmerInnen;
eingewinterte Volker). -: weniger als fiinf TeilnehmerInnen.

Karnten - Verlustrate % (Teilnehmer, eingewinterte Volker)

Jahre Feldkirchen Hermagor Klagenfurt am Worthersee Klagenfurt-Land Sankt Veit an der Glan
2013/14 | 11,39% (7;202) | 5,48% (20; 365) | 12,66% (5;79) | 6,76%  (10; 281) | 15,32% (15; 385)
2014/15 | 32,46% (6; 191) | 56,41% (11; 195) | 54,55% (10; 77) | 34,55%  (18; 330) | 26,45% (25; 881)
2015/16 | 3,86% (5;233) | 5,93% (17; 337) | 12,10% (9; 124) | 4,98%  (15; 301) | 7,28% (125 604)
2016/17 | 40,11% (7; 187) | 19,95% (19; 436) | 52,43% (9; 103) | 15,34%  (10; 189) | 41,05% (16; 592)
2017/18 | 13,99% (5; 193) | 14,51% (22; 448) | 25,79% (8 159) | 6,16% (95 276) | 20,48% (165 420)
2018/19 | 7,06% (6; 354) | 12,03% (18; 316) | 13,54% (10; 192) | 11,22%  (16; 401) | 7,22% (165 568)
2019/20 | 8,81% (8; 318) | 11,24% (20; 436) | 8,86% (5; 79) | 13,52%  (21; 355) | 18,58% (13; 366)

Jahre | Spittal an der Drau Villach Villach-Land Volkermarkt Wolfsberg
2013/14 | 7,09%  (35; 705) | 12,32% (14; 138) - 7,47%  (13; 482) -

2014/15 | 28,75%  (33; 574) | 25,84% (13; 178) | 32,36% (50; 615) | 21,78%  (20; 652) -
2015/16 | 5,81% (56; 1445) | 11,32%  (5; 106) | 5,60% (30; 393) | 6,60%  (12; 303) -
2016/17 | 17,34% (67; 1632) | 19,05% (5; 63) | 20,64% (225 344) | 11,76%  (13; 561) | 8,37% (9; 203)
2017/18 | 12,11%  (35; 950) | 12,82% (5; 78) | 15,12% (25;324) | 6,51%  (15; 538) -
2018/19 | 11,96%  (36; 836) | 12,17%  (9; 115) | 23,28% (20; 262) | 12,32%  (11; 682) -
2019/20 | 17,54%  (25; 593) | 6,08%  (9; 148) | 15,38% (28; 364) | 10,25% (17; 1015) -
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Tabelle 1.13: Niederosterreich - Jahresvergleich der Verlustraten in den Bezirken. Verlustrate in %, (Teilneh-
merlnnen; eingewinterte Volker). -: weniger als fiinf TeilnehmerInnen. **: Bezirksauflosung Wien-

Umgebung 2017.

Niederosterreich - Verlustrate % (Teilnehmer, eingewinterte Volker)

Jahre Amstetten Baden Bruck an der Leitha Géanserndorf Gmiind
2013/24 | 15,75% (22; 419 7,92% (8; 101) - 27,78% (20; 198) | 7,66% (29; 444)
2014/15 | 19,76% (24; 506) | 31,63% (12; 98) | 47,78% (8;90) | 28,33% (23; 300) | 26,32% (6; 133)
2015/16 | 9,35% (38; 631 0,00% (6; 54) - 16,83% (23; 208) | 14,24% (24; 316)
2016/17 | 37,09% (47; 647) | 16,36% (6; 55) | 8,86% (8; 158) | 19,53% (13; 379) | 21,04% (22; 461)
2017/18 | 13,86% (39; 635) - 16,42% (10; 67) | 17,48% (25; 286) | 21,45% (18; 275)
2018/19 | 24,74% (44; 663) | 8,43% (8; 83) | 18,42% (7; 76) | 10,84% (27; 821) | 11,43% (17; 420)
2019/20 | 25,59% (35; 590) | 15,15% (7; 66) | 13,59% (11; 103) | 11,52%  (21; 903) | 11,62% (11; 198)

Jahre Hollabrunn Horn Korneuburg Krems an der Donau Krems-Land
2013/14 | 33,46% (7; 254) | 18,15%  (17; 325) | 14,06% (14; 192) - -

2014/15 | 31,07% (12; 280) | 34,38%  (17; 349) | 43,64% (19; 236) - 25,19% (9, 135)
2015/16 | 12;00% (8; 200 8,32%  (17; 505) | 8,42% (17; 95) - 2,13% (7; 47)
2016,/17 | 12,05% (8;83) | 14,57%  (22; 597) | 21,77% (22; 372) - 13,41% (9; 179)
2017/18 | 5,45% (8; 110) | 19,07%  (19; 708) | 16,47% (18; 334) - 15,97% (12; 119)
2018/19 | 28,69% (7, 237) | 13,44%  (13;491) | 11,95% (20; 728) - 14,59% (13; 233)
2019/20 | 8,26% (13; 121) | 13,12% (55; 1151) | 14,62% (16; 513) - 19,71% (15; 279)

Jahre Lilienfeld Melk Mistelbach Modling Neunkirchen
2013/14 | 14,89% (5;47) | 7,64%  (16; 157) | 17,85% (43; 521) | 16,56% (14; 151) | 11,34% (9; 97)
2014/15 | 10,58% (5; 104) | 32,53% (265 332) | 22,35% (27; 671) | 29,08% (17; 141) | 44,83% (14; 145)
2015/16 - 15,17%  (34; 422) | 9,47% (29; 581) | 15,15% (9; 66) | 29,38% (13; 160)
2016/17 | 6,13% (15; 212) | 29,30%  (19; 314) | 26,84% (38; 991) | 25,23% (13; 107) | 25,41% (17; 303)
2017/18 | 10,98% (11; 246) | 12,29%  (21; 301) | 11,58% (41; 1408) | 14,50%  (18; 262) | 10,19% (14; 157)
2018,/19 | 13,25% (15; 166) | 17,89%  (33; 598) | 15,63% (26; 416) | 15,24%  (11; 164) | 17,24% (17; 174)
2019/20 | 13,64% (9; 132) | 16,32%  (13; 190) | 15,20% (19; 454) | 16,18% (12; 136) | 29,22% (165 154)

Jahre Scheibbs St. Polten St. Polten-Land Tulln Waidhofen an der Ybbs
2013/14 | 7,74% (18; 594 - 12,15% (32; 288) | 18,71% (9; 465) -

2014/15 | 14,48% (41; 808 - 24,62% (21; 260) | 12,63%  (13; 372) -
2015,/16 | 10,46% (29; 526 - . 7,53% (5; 93) -
2016/17 | 44,31% (42; 686 - 25,55% (26; 274) | 13,07% (20; 153) -
2017/18 | 8,38% (37; 752 - 13,38% (25; 284) | 13,83% (10; 94) -
2018/19 | 19,65% (27; 692 - 8,14% (25; 258) | 20,86% (13; 465) | 65,33% (7; 150)
2019/20 | 9,2% (21; 424 y 12,95% (34;533) | 12,71%  (14; 118) .

Jahre | Waidhofen an der Thaya | Wiener Neustadt | Wiener Neustadt-Land Wien-Umgebung Zwettl
2013/14 | 19,61% (20; 311) - 10,08% (8; 129) | 20,63% (14; 160) | 2,17% (7; 138)
2014/15 - - 46,37% (125 317) | 31,99% (205 372) | 20,93% (9; 172)
2015/16 | 13,45% (36; 394) - 17,93% (9; 184) | 28,99% (14; 69) | 8,77% (11; 171)
2016/17 | 28,21% (34; 560) - 13,66% (10, 205) ** 30,96% (15; 239)
2017/18 | 21,39% (35; 561) - 12,36% (11; 259) ok 16,51% (9; 109)
2018/19 | 11,82% (8; 330) - 11,49% (14; 348) *x 17,97% (115 217)
2019/20 | 12,50% (10; 192) - 12,73% (13; 330) Hok 13,04% (14; 514)
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Tabelle 1.14: Oberdsterreich - Jahresvergleich der Verlustraten in den Bezirken. Verlustrate in %, (TeilnehmerIn-
nen; eingewinterte Volker). -: weniger als fiinf TeilnehmerInnen.
Oberosterreich - Verlustrate % (Teilnehmer, eingewinterte Volker)

Jahre Braunau am Inn Eferding Freistadt Gmunden Grieskirchen
2013/14 | 10,31% ( ) - 3,97% (11; 151) | 5,21%  (6; 96) | 6,85%  (5; 219)
2014/15 | 13,72% ( ) - 34,72% (10; 144) | 32,14% (10; 168) | 44,79%  (8; 96)
2015/16 | 10,68% ( ) - 3,79% (13;211) | 5,88%  (7;85) | 5,77% (8 104)
2016/17 | 13,21% (24; 613) | 19,64%  (5; 168) | 27,13% (21; 328) | 16,88% (17; 154) | 34,85%  (T; 66)

( ) ) )
( ) ) )
) ) )

2017/18 | 7,17% 13,33%  (6;75) | 8,11% (19;296) | 6,80%  (8; 103) | 10,30%  (9; 165)
2018/19 | 8,09% 16,13% (12; 155) | 23,95%  (8; 167)
2019/20 | 7,08% (21; 466 10,89% (21; 202) | 13,33% (13; 300)

- 7,28% (
17,86%  (9; 112) | 9,59% (17; 271

Jahre | Kirchdorf an der Krems Linz Linz-Land Perg Ried im Innkreis
2013/14 - - 13,31% (24; 248) | 7,29% (8; 96) -
2014/15 | 34,74% (7; 95) - 25,37% (12; 205) | 39,39% (7, 66) | 21,43%  (6; 182)
2015/16 | 6,94% (10; 620) | 5,26% (5;38) | 8,04% (24;311) | 4,75% (14; 316) | 5,80% (10; 207)
2016/17 | 18,27% (10; 646) | 21,93% (12; 114) | 23,72% (21; 253) | 15,79% (17; 288) | 8,99% (11; 278)
2017/18 | 9,16% (9; 262) | 11,81% (13; 127) | 7,56% (26; 344) | 9,00% (14; 289) | 7,24%  (7; 152)
2018/19 | 36,36% (8; 627) | 10,10%  (7; 99) | 20,60% (21; 267) | 18,08% (22; 448) | 10,86% (13; 359)
2019/20 | 10,40% (9; 202) | 11,54% (6; 52) | 19,09% (25; 309) | 14,38% (18; 452) | 12,63% (11; 293)

Jahre Rohrbach Scharding Steyr Steyr-Land Urfahr-Umgebung
2013/14 | 10,16% (23; 256) | 15,84% (13; 202) N 8,33% (20; 252) | 26,20% (18; 251)
2014/15 -1 26,44% (145 174) - 22,56% (15; 266) | 14,70% (165 279)
2015/16 | 8,48% (16; 165) | 2,48% (26; 807) - 7,73% (13; 233) | 5,18% (21; 560)
2016/17 | 19,25% (10; 187) | 14,95% (15; 388) - 20,13% (18; 313) | 19,48% (31; 775)
2017/18 - 14,21% (17; 570) - 18,22% (14; 236) | 9,88% (46; 688)
2018/19 | 7,43% (6; 202) | 17,82% (28; 606) - 15,19% (13; 283) | 19,40% (37; 866)
2019/20 | 7,48% (12; 254) | 6,26% (22; 591) - 11,29% (165 248) | 14,37%  (28; 494)

Jahre Vocklabruck Wels Wels-Land
2013/14 | 8,57% (14; 245 - 9,47% (8 190

2014/15 | 32,67%
2015/16 | 5,68%
2016/17 | 21,39%

( . 45,07%  (9; 213
(
(
2017/18 | 7,14% (25; 350
(
(

) )
) )
) - 21,14% (11; 246)
34; 631) - 24,10%  (8; 83)
) - 19,80% (11; 202)
) - 19,08% (15; 325)
) - 21,43% (14; 308)

2018/19 | 12,28%
2019/20 | 11,52%

Tabelle 1.15: Salzburg - Jahresvergleich der Verlustraten in den Bezirken. Verlustrate in %, (TeilnehmerInnen;
eingewinterte Volker). -: weniger als fiinf TeilnehmerInnen.

Salzburg - Verlustrate % (Teilnehmer, eingewinterte Volker)

Jahre Hallein Salzburg Salzburg:- Sz.mkt Johann Tamsweg Zell am See
Umgebung im Pongau
2013/14 - - 24,62% (12; 260) | 17,48% (15; 143 6,35% (5;63) | 11,89% (11; 143
2014/15 | 55,77% (6; 407) | 13,64%  (5; 44) | 24,51% (17; 408) | 37,80% (12; 127) | 24,00%  (6; 100) | 17,46% (18; 252
2015/16 - - 13,52% (16; 244 6,07% (15; 428 2,55% (105 157 2,74% (22; 402
2016/17 | 8,01% (6; 287 - 32,89% ( ;

30,26%  (9; 228
8,18% (12; 159
12,84% (14; 257

0,00% (6; 75) | 12,26%
10,74% (10; 121 8,03%

) ) )
| | |
20; 152) | 31,31% (18; 198) | 18,64%  (7; 118) | 9,98%
) ) )
) ) )
) ) )

( (
( (
) ( (

2017/18 | 10,16% (5; 256) - 8,61% (20; 267 9,43%  (6;53) | 6,09% (15; 345
2018/19 | 5,16% (5; 252) | 48,94% (7; 235) | 12,53% ( (
) ( (

2019/20 | 13,10%  (6;84) | 5,88%  (5; 68) | 16,06%
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Tabelle 1.16: Steiermark - Jahresvergleich der Verlustraten in den Bezirken. Verlustrate in %, (TeilnehmerInnen;
eingewinterte Volker). -: weniger als fiinf TeilnehmerInnen. *: Bezirksfusionen in der Steiermark
2013 (Bruck und Miirzzuschlag -> Bruck-Miirzzuschlag, Fiirstenfeld und Hartberg -> Hartberg-
Fiirstenfeld, Feldbach und Radkersburg -> Stidoststeiermark).

Steiermark - Verlustrate % (Teilnehmer, eingewinterte Volker)

Jahre Bruck Bruck-Miirzzuschlag | Deutschlandsberg Feldbach Firstenfeld
2013/14 | 3,97% (12; 126) * 13,46% (5;52) | 7,57% (125 383) - -
2014/15 * 21,23% (25; 405) | 14,15%  (9; 205) * *

2015/16 * 12,93% (21; 263) | 9,09%  (8; 154) * *
2016/17 * 24,94% (23; 405) | 24,70% (12; 247) * *
2017/18 * 10,95% (20; 210) | 4,99% (13; 341) * *
2018/19 * 13,59% (19; 390) | 17,60% (20; 392) * *
2019/20 * 11,63% (25; 301) | 9,47% (10; 169) * *

Jahre Graz Graz-Umgebung Hartberg Hartberg-Fiirstenfeld Leibnitz
2013/14 | 23,81% (8; 42) | 10,06% (19; 318) | 10,44% (65 249) * 10,18% (14; 285)
2014/15 | 18,97% (11; 195) | 29,59% (22; 365) * 43,97% (11; 614) | 27,04% (18; 196)
2015/16 | 22,41%  (11; 58) | 6,61% (28; 363) * 5,92% (16; 608) | 11,28% (23; 390)
2016/17 | 20,69% (13; 145) | 21,73% (41; 543) * 13,51% (13; 259) | 17,52% (21; 314)
2017/18 | 10,61% (16; 179) | 9,47% (32; 486) * 8,33% (12; 396) | 10,93% (24; 549)
2018/19 | 5,34%  (6; 131) | 6,65% (34; 722) * 6,42% (12; 654) | 14,85% (17; 303)
2019/20 | 16,67% (12; 168) | 14,69% (32; 708) * 5,96% (16; 923) | 9,14% (21; 339)

Jahre Leoben Liezen Murau Murtal Miirzzuschlag
2013/14 - 16,30% (7; 184) | 6,19% (17; 452) - 5,48% (65 73)
2014/15 - 10,59% (9; 255) | 10,36%  (8; 193) | 8,40% (10; 119) *

2015/16 - 9,41% (18; 372) | 5,96% (105 235) | 6,25% (6; 64) *
2016/17 | 26,98%  (8; 441) | 16,45%  (24; 614) | 13,14%  (8; 312) | 8,82%  (11; 170) *
2017/18 | 5,09%  (7;216) | 7,69% (16; 351) | 6,50%  (9; 323) | 13,07% (11; 176) *
2018/19 | 18,84% (10; 207) | 14,37% (21; 508) | 22,48% (14; 347) | 22,90% (5; 131) *
2019/20 | 12,09%  (7; 273) | 10,86% (26; 534) | 11,16%  (7; 251) | 9,77% (9; 133) *
Jahre Radkersburg Siidoststmk. Voitsberg Weiz
2013/14 - * - 7,47% (17; 522)
2014/15 * 19,60% (17; 352) - 28,42% (15; 366)
2015/16 * 15,71% (18; 350) - 3,89% (13; 386)
2016/17 * 12,95% (23; 448) | 38,97% (10; 195) | 13,65% (18; 740)
2017/18 * 8,22% (15; 304) | 12,00%  (7; 150) | 7,50% (19; 533)
2018/19 * 12,04% (20; 382) | 10,00% (10; 190) | 8,56% (23; 841)
2019/20 * 16,63% (24; 457) | 6,92% (10; 159) | 11,68% (21; 334)

Tabelle 1.17: Tirol - Jahresvergleich der Verlustraten in den Bezirken. Verlustrate in %, (TeilnehmerInnen;
eingewinterte Volker). -: weniger als fiinf TeilnehmerInnen.
Tirol - Verlustrate % (Teilnehmer, eingewinterte Volker)

Jahre Imst Innsbruck Innsbruck Land Kitzbiihel Kufstein
2013/14 - 17,24% (5; 29) 7,81% (205 320) 5,76%  (9; 243) | 22,26% (27; 539)
2014/15 - 24,53% (7; 53) | 28,07% (17; 171) | 24,00% (5;75) | 40,30% (265 335)
2015/16 | 5,43% (10; 184) | 5,07% (16;296) | 6,10% (31; 426) 2,88% (14; 208) 3,85% (14; 260)
2016/17 | 40,58% (9, 313) - 17,85% (33; 521) | 10,26% (18; 273) | 31,85% (12; 248)
2017/18 | 9,84%  (9; 244) | 6,29%  (7; 159) | 12,27% (35; 481) | 6,55% (13; 168) 5,58% (15; 215)
2018/19 | 4,87%  (7; 226) 7,79% (8 77) | 13,67% (34; 490) | 8,15% (21; 270) | 13,81% (20; 572)
2019/20 | 9,52% (13; 420) | 8,54%  (11; 82) | 10,17% (38; 885) 7,16% (16; 447) | 17,99% (22; 289)

Jahre Landeck Lienz Reutte Schwaz

2013/14 . 3,06%  (7; 262) - 21,07%  (7; 261)
2014/15 | 20,62%  (7; 97) | 19,56% (12; 409) - 32,10% (17; 486)
2015/16 | 5,08% (125 177) | 4,62%  (9; 238) | 9,56% (20; 272) | 3,80% (22; 526)
2016/17 | 11,43% (10; 175) | 9,42% (12; 276) | 23,29% (13; 249) | 46,85% (18; 444)
2017/18 | 18,87%  (8; 106) | 15,98%  (8; 338) | 14,38% (14; 313) | 10,36% (11; 251)
2018/19 | 19,69% (10; 127) | 11,33% (11; 450) | 8,62% (14; 290) | 10,86% (15; 442)
2019/20 | 15,83%  (6; 120) | 23,48%  (9; 328) | 15,03% (20; 386) | 11,05% (18; 742)
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Tabelle 1.18: Vorarlberg - Jahresvergleich der Verlustraten in den Bezirken. Verlustrate in %, (TeilnehmerInnen;

eingewinterte Volker). -: weniger als fiinf TeilnehmerInnen.
Vorarlberg - Verlustrate % (Teilnehmer, eingewinterte Volker)

Jahre Bludenz Bregenz Dornbirn Feldkirch
2013/14 | 9,42%  (9; 138) | 16,16% (205 359) | 31,52% (6; 92) | 23,44% (14; 128)
2014/15 | 20,65% ( ) | 20,35% (27; 285) | 39,62%  (9; 106) | 40,37% (19; 161)
2015/16 | 6,80% ( )| 4,86% (14; 288) | 3,39% (8;59) | 857% (12; 105)
2016/17 | 30,13% (62; 707) | 22,01% (69; 977) | 61,92% (23; 239) | 48,07% (52; 491)

( ) (
( ) (
( ) (

2017/18 | 4,24% 11,54% (38; 797) | 12,10% (14; 124) | 12,86% (24; 280)
2018/19 | 16,39% 17,86% (69; 980) | 23,20% (22; 250) | 16,71% (37; 431)
2019/20 | 10,73% 8,35% (39; 491) | 10,74% (13; 121) | 9,39% (30; 309)

Tabelle 1.19: Wien - Jahresvergleich der Verlustraten. Verlustrate in %, (TeilnehmerInnen; eingewinterte Volker).
-: weniger als fiinf TeilnehmerInnen.

Jahre Wien - Verlustrate %

(Teilnehmer, eingewinterte Volker)
2013/14 | 19,18% (32; 318)
2014/15 | 51,53% (66; 458)
2015/16 | 11,48% (41; 479)
2016/17 | 24,76% (70; 832)
2017/18 | 12,59% (59; 945)
2018/19 | 19,58% (78; 1.083)
2019/20 | 20,07% (92; 1.196)

(A) Raps (B) Mais

Verlustrate [%] Meldungen(n) + 1 e 10 @ 25
0

Abbildung 1.36: Die Karte zeigt die grobe Position der Hauptiiberwinterungsstinde der ImkerInnen mit der
jeweiligen Tracht (ohne WanderimkerInnen). Hintergrundfarbe ist die mittlere Verlustrate der
Bezirke, weifse Bezirke haben weniger als 5 Meldungen.
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2 (A) Virenmonitoring

2.1 Einleitung

Bienenviren gelten gemeinsam mit der Varroamilbe ( Varroa destructor) als wichtige Faktoren fiir
das Absterben von Bienenvolkern iiber den Winter (Norman L. Carreck et al., 2010; Genersch et
al., 2010; Dainat et al., 2012). Vor allem die Viren ABPV (Akute Bienenparalyse-Virus), DWV
(Fliigeldeformationsvirus) 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 iibertragt die Viren auf Bienen
und Bienenbrut (Bowen-Walker et al., 1999; Y. P. Chen et al., 2004). Dadurch werden die
Bienen doppelt geschéidigt; sowohl direkt durch die Saugtétigkeit 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 wéhrend des Jahres kénnen Virusinfektionen zu
Austillen und Schwichungen von Bienenvélkern fithren. In diesem Zusammenhang sind vor
allem CBPV (Chronische Bienenparalyse-Virus), BQCV (Schwarzes Koéniginnenzellen-Virus)
oder SBV (Sackbrutvirus) zu nennen (Y. P. Chen und Siede, 2007; Ribiére et al., 2010; Roy et
al., 2015).

Zahlreiche internationale Studien zeigen, dass es beziiglich der Prévalenz von Bienenviren
zwischen den Regionen und den Erhebungsjahren betrichtliche 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 fiir die Bienengesundheit ist iiber 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 Vélkern und von Vélkern mit Vergiftungssymptomen (Berényi et al., 2006;
Koglberger et al., 2009; Girsch und Rudolf Moosbeckhofer, 2012; Rudolf Moosbeckhofer und
Mayr, 2014). In toten, geschwéichten und erkrankten Volkern ist jedoch mit einem anderen
Virenspektrum zu rechnen als in gesunden Vélkern (Amiri et al., 2015; Morawetz et al., 2018). Die
Ergebnisse der Vorprojekte erlauben somit keine gesicherten Aussagen zur generellen Privalenz
der untersuchten Bienenviren in Osterreich. Auch kann mit den vorhandenen Daten nicht
unterschieden werden, welche Viren allgemein héufig in Bienenvolkern auftreten und welche
tendenziell bei Volkern mit Problemen zu finden sind.

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

Die Bienenviren ABPV, BQCV, CBPV, DWV und SBV wurden regelmaéssig in Gsterreichischen
Bienenviren nachgewiesen (Berényi et al., 2006; Koglberger et al., 2009; Girsch und Rudolf Moos-
beckhofer, 2012; Morawetz et al., 2018). IAPV und KBV wurden nur in wenigen Einzelvolkern
nachgewiesen (Girsch und Rudolf Moosbeckhofer, 2012).

Priméres Ziel des Virenmonitorings im Projekt ,Zukunft Biene 2° ist die Kldrung folgender
Fragen beziiglich der Virenpréavalenz:

e Wie hoch ist die Prévalenz der acht genannten Bienenviren in Osterreich?
e Gibt es Schwankungen in der Virusprévalenz zwischen den drei Untersuchungsjahren?

Das sekundére Ziel ist es, den méglichen Einfluss der in den Bienenvolkern nachgewiesenen Viren
in Bezug auf Winterverluste zu untersuchen. Dabei kénnen mit dem zu erwartenden Datensatz
folgende Fragen behandelt werden:

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

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

Die zu erwartenden Gesamtergebnisse werden es moglich machen abzuschétzen, welche der
untersuchten Bienenviren fiir die Bienengesundheit — und damit fiir 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 Bienenvélker haben.

2.2 Material und Methoden

2.2.1 Zeitablauf

Im Modul A — ,Virenmonitoring* wird im September die Prévalenz von acht Bienenviren in drei
aufeinander folgenden Jahren erhoben (2018-2020). Der September wurde als Beprobungsmonat
gewihlt, weil die meisten Viren zu diesem Zeitpunkt die hochste Prévalenz aufweisen (De Miranda
et al., 2013). Die dreijéhrige Laufzeit erlaubt es, die Privalenz der Viren zwischen den Jahren zu
vergleichen. Vor Beginn des ersten Versuchsjahres wurden interessierte Imkerinnen und Imker fiir
eine Teilnahme gewonnen (Februar - Mai 2018, Abschnitt 2.2.2). Aus diesen wurden mittels einer
stratifizierten Zufallsauswahl die 200 Teilnehmerinnen und Teilnehmer fiir die Studie ausgesucht
und ihre Teilnahme fixiert (Abbildung 2.1, Abschnitt 2.2.3). Es ist geplant, dass diese iiber den
gesamten Zeitraum an dem Projekt teilnehmen. Eventuelle Ausfille werden im Frithsommer des
jeweiligen Jahres durch Interessentinnen und Interessenten von der Warteliste ersetzt.
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Das Virenmonitoring lduft in allen drei Jahren ident ab (Abbildung 2.1). Ende August wer-
den die Materialien zur Durchfithrung der Probenahme von der Abteilung Bienenkunde und
Bienenschutz (BIEN) an die Teilnehmerinnen und Teilnehmer verschickt. In den ersten Septem-
berwochen fiihren die Teilnehmerinnen und Teilnehmer die Probenahme geméfs der beigelegten
Arbeitsanleitung durch (siche Abschnitt 2.2.4) und verschicken die Bienen danach lebend in
Ko6niginnenversandkéfigen an die Abteilung BIEN. Sofort nach Eintreffen werden die Proben bei
-18°C tiefgekiihlt und gelagert (siehe Abschnitt 2.2.5). Im weiteren Verlauf werden die Proben
dann fiir die Virusanalytik vorbereitet.

Die Probenanalyse auf die acht zu untersuchenden Bienenviren wird an der AGES, Abteilung
Molekularbiologie (MOBI) des Instituts fiir veterindrmedizinische Untersuchungen Médling
(IVet-Modling), mittels quantitativer real time RT-PCR im jeweils der Probenahme folgenden
Winter durchgefiihrt (sieche Abschnitt 2.2.7). Die Teilnehmerinnen und Teilnehmer werden
jedes Jahr voraussichtlich im auf die Probenahme folgenden Februar iiber die Ergebnisse der
Virusanalyse informiert. Im darauffolgenden Friihling melden die teilnehmenden Imkerinnen und
Imker die Uberwinterungsergebnisse fiir die Probenvélker sowie fiir den gesamten beprobten
Bienenstand an die Abteilung BIEN zurtick (siche Abschnitt 2.2.6). Diese Daten werden fiir die
Priifung méglicher statistischer Zusammenhénge zwischen der Viruspravalenz / der Hohe der
Virusbelastung (Virustiter) und Winterausféllen verwendet.

Probenahme ) Bekanntgabe
Uberwinterungs-
Zustimmung e
zur Teilnahme

(1. Jahr)

—

Juni | Juli | Aug | Sept| Okt | Nov | Dez | Jan | Feb |Mé&rz | April | Juni

IMKERINNEN- und
IMKER-Aktivitaten

\ ) \ J
! Y
Auswahl oder Proben-
Nachbesetzung analyse
TeilnehmerInnen Bekanntgabe
Material- Untersuchungs-
Versand ergebnisse

Abbildung 2.1: Schematischer Ablauf des Virenmonitorings pro Versuchsjahr.
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2.2.2 Anwerbung und Auswahl der Teilnehmerinnen

Eine Stichprobe sollte reprasentativ fiir die Grundgesamtheit sein, damit ihre Ergebnisse deren
Eigenschaften wahrheitsgeméfs wiedergeben. Eine représentative Stichprobe lésst sich unter
anderem dadurch erstellen, dass die Elemente der Stichprobe zuféllig aus der Grundgesamtheit
ausgewahlt werden (van der Zee et al., 2013). Dies hiefse im Falle des Virenmonitorings, dass
die teilnehmenden Bienenstinde zufillig aus einer Liste aller in Osterreich vorhandenen Bie-
nenstinde gezogen werden. Ein solches Bienenstandregister liegt in Osterreich seit dem Jahr
2017 im Rahmen des Veterindrinformationssystems (VIS) vor. Diese VIS-Aufzeichnungen diirfen
jedoch ausschlieflich zum Zwecke der Uberwachung und Bekidmpfung 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 fiir die Teilnahme am ,Virenmonitoring” geworben.

ph

BIENEN.
VIREN-CHECK

ZUKUNFT @

BIENE

\¥ AGES - Osterreichische Agentur n
fur Gesundheit und
Ernahrungssicherheit

AGES - Osterreichische Agentur n
fur Gesundheit und \-/ AGES - Osterreichische Agentur n
Ernahrungssicherheit \|  fur Gesundheit und

Y
\

Wir machen den #Viren-Check bei unseren
#Bienen, "weil es uns wichtig ist, unsere

Bienenvolker durch zielgerichtete Manahmen zu
schitzen und schonend einzugreifen" - & R
Rumpler, B, E. & H. Tobler, E. Wallner - Foto
Imkerinnengruppe aus NO - Bezirk Neunkirchen
Imkerinnen kénnen sich noch bis 31. Mai zum
kostenlosen Viren-Check anmelden https://bit.ly
2joq0oY

Wir machen den #Viren-Check bei unseren
#Bienen, "weil ich in der Zusammenarbeit mit
Zukunft Biene immer Erstaunliches uber meine
Bienen erfahre und Neues lerne." - Ingeborg
Hirsch, Imkerin aus Wien. & Imkerinnen konnen
sich noch bis 31. Mai zum kostenlosen
Viren-Check anmelden https:/bit ly/2joq0oY

Ernahrungssicherheit

Wir machen den #Viren-Check bei unseren
#Bienen. "Ich unterstitze gerne das
Virenmonitoring weil mir gesunde Bienenvolker
ein Anliegen sind" - Erich Landner, Imker aus der
Steiermark, Bezirk Leoben. & Imkerinnen
konnen sich noch bis 31. Mai zum kostenlosen

Viren-#Check anmelden https://bit.ly/2joq0oY

Abbildung 2.2: Beispiele der Werbung fiir das Virenmonitoring auf Facebook und Twitter.

Bei der Teilnehmerwerbung wurde eine Vielzahl an Informationskanélen verwendet, um eine
moglichst weite Bandbreite an Imkerinnen und Imkern zu erreichen und einen systematischen
Auswahlfehler zu vermeiden. Wir informierten die Imkerinnen und Imker {iber die Méglichkeit
zur Teilnahme sowohl tiber die Verbandstrukturen (Werbung auf Jahreshauptversammlungen,
E-Mail-Aufruf an die Landesverbénde, etc.) und die 6sterreichische Imkerzeitschrift ,Bienen
aktuell“ als auch iiber alternative Kanile wie den AGES Facebook- und Twitter-Account
(Tabelle 2.1, Abbildung 2.2). Dabei wurden zur Verstiarkung der Botschaft ,Wir machen den
Viren-Check® auch Imker und Imkerinnen, die sich dazu bereit erklart hatten, als aktive Vorbilder
préasentiert. Auferdem wurden Teilnehmerinnen und Teilnehmer aus der Beobachtungsstudie
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und der COLOSS-Studie des Vorprojektes ,Zukunft Biene®, die einer weiteren Kontaktaufnahme
schriftlich zugestimmt hatten, gezielt angeschrieben. Die Anmeldung zur Teilnahme erfolgte
sowohl iiber ein Online-Formular als auch per Papierformular, das in der Imkerzeitschrift ,Bienen
aktuell“ abgedruckt war, sowie auf Imkerveranstaltungen ausgelegt wurde.

Tabelle 2.1: Maffnahmen zur TeilnehmerInnenwerbung fiir das Virenmonitoring im Zeitraum Februar bis Mai

2018
Internet
Februar 2018 Aufruf auf www.zukunft-biene.at
Februar 2018 Aufruf auf www.imkerbund.at
Februar 2018 Aufruf auf www.biene-oesterreich.at
Mai 2018 Facebook und Twitter Kampagne (6 Postings)

Bienen aktuell

Marz 2018 Artikel in ,Bienen aktuell®

Mai 2018 Erinnerung in ,Bienen aktuell*

Vortrag/Werbung

27.Janner 2018 Jahreshauptversammlung des Imkervereins Oberes Feistritztal

17.Feburar 2018 | Jahreshauptversammlung des Wiener Landesverbandes fiir Bienenzucht
24.Feburar 2018 | Osterreichische Erwerbsimkertagung

24.Marz 2018 Jahreshauptversammlung des NO Landesverbandes fiir Bienenzucht
21.April 2018 Bundesversammlung des Osterreichischen Imkerbundes
25.April 2018 Gesundheitsreferententagung

E-Mail- Aufrufe

Marz, April 2018 | E-Mail-Aufrufe an die Landesverbénde mit der Bitte, auf den Generalver-
sammlungen fiir die Teilnahme zu werben (sofern kein Vortrag iiber das
Projekt Zukunft Biene 2 stattfand)

Februar 2018 E-Mail-Aufruf an 91 TeilnehmerInnen der Beobachtungsstudie von Zu-
kunft Biene, die einer weiteren Kontaktaufnahme zugestimmt hatten
Marz 2018 E-Mail-Aufrufe an ca. 1.500 6sterreichische ImkerInnen der COLOSS-

Studie, die einer weiteren Kontaktaufnahme zugestimmt hatten

April, Mai 2018 | Zweiter E-Mailaufruf mit der Bitte um TeilnehmerInnen-Werbung an die
Landesverbande der Bundeslénder Kérnten, Salzburg, Oberdsterreich und
Vorarlberg aufgrund unterdurchschnittlicher Meldungsfrequenz in diesen
Bundeslandern

2.2.3 StichprobengroBe und Auswahl der Teilnehmerlnnen

Als Stichprobengrofe fiir das Virenmonitoring wurde die Anzahl von 200 Stdnden gewéhlt.
Bei einer Stichprobe dieser Hohe konnen wir davon ausgehen, dass die Prévalenz eines Vi-
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rusaufkommens innerhalb eines 95% Konfidenzintervalls angegeben werden kann, das in etwa
+7% Schwankungsbreite besitzt (Abbildung 2.3). Dies heifst, dass Préavalenzunterschiede von
14% zwischen den Versuchsjahren bei einer Stichprobengrofe von 200 als signifikant erkannt
werden konnen. Um die Sensitivitat des Monitorings derart zu erhéhen um Pravalenzunterschiede
zwischen den Versuchsjahren von 10% erkennen zu kénnen (Schwankungsbreite £5%), miisste
die Stichprobengrofe auf fast das Doppelte erhtht werden (Abbildung 2.3) und wére daher mit
einem unverhéltnisméfigen Aufwand an Kosten verbunden. Im vorliegenden Monitoring wird
pro Stand eine Sammelprobe von fiinf Volkern ausgewertet. Das erhoht die Wahrscheinlichkeit
eines positiven Virusnachweises, da nur eines von fiinf Volkern infiziert sein muss, um ein
positives Ergebnis zu erhalten. Es ist daher zu erwarten, dass auf Standniveau tendenziell héhere
Prévalenzen auftreten werden als dies bei der Auswertung von Einzelvolkern der Fall wére.

Konfidenzintervall +-5% Konfidenzintervall +-6% Konfidenzintervall +-7%

100%

90% 1

80% 1

70% 7

60%

50%

40%

Erwartete Pravalenz des Virus

30%

20% 1

10%- -

0 100 200 300 400 0 100 200 300 400 0 100 200 300 40C
notwendige Anzahl an Stichproben (=\olker)

Abbildung 2.3: Berechnung der notwendigen Stichprobengréfse, um bei einer binomialen Verteilung der unter-
schiedlichen zu erwartenden Préivalenzen ein 95% 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 Core Team, 2020) mit dem package ,binomSamSize* (Hohle, 2017).
Die gewihlte Stichprobengréfie von 200 Stinden ist als rote Linie eingezeichnet. Uberschreitet
der graue Balken die rote Linie, wére eine hohere Anzahl an Stichproben als die gewéhlten 200
notwendig um die gewiinschte Schwankungsbreite des Konfidenzintervalls zu erreichen (fast immer
bei +5%, nie bei £7%).
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Vor Durchfithrung der Auswahl wurde der Interessenten-Datensatz von Mehrfachmeldungen
bereinigt (insgesamt 297 Interessenten meldeten 339 Standorte). Dies gewéhrleistete, dass
Imkerinnen und Imker mit Einfachmeldungen eine gleich grofte Chance hatten ausgewéhlt zu
werden, wie jene, die mit mehreren Standorten im Datensatz vertreten waren. Die Auswahl
der Teilnehmerinnen und Teilnehmer erfolgte nach einer stratifizierten Zufallsauswahl. Die
Stratifizierung betraf die geografische Verteilung der ausgewihlten Bienenstinde iiber Osterreich.
Das heifst, dass jedes Bundesland anteilig in dem Ausmals vertreten war, der dem Anteil der
im VIS gemeldeten Bienenstdnden des Bundeslandes an der Gesamtanzahl der osterreichischen
Bienensténde entsprach (Tabelle 2.2).

Fiir das hier berichtete zweite Probenjahr 2019 wurden insgesamt fiinf Imkerinnen und Imker
nachbesetzt, die wihrend und nach dem ersten Probenjahr aus der Studie ausgeschieden sind.
Die neuen Teilnehmerinnen und Teilnehmer wurden mittels beschriebener Zufallsauswahl aus
dem Interessenten-Datensatz ausgewahlt.

Tabelle 2.2: VIS-Angaben zur Verteilung der Bienenstinde (Bienenst.) iiber die dsterreichischen Bundesldnder
(Quelle: BMASGK, Stichtag: 31.10.2017), sowie die Anzahl der freiwilligen Meldungen zur Projektteil-
nahme (Interessenten), der teilnehmenden Bienensténde und erhaltenen Proben im Monitoringjahr
2019. Fiir die Berechnungen anhand der VIS-Daten wurde nur auf Bienenstédnde zuriickgegriffen, die
mit mindestens einem Volk im VIS registriert waren.

, i o i Bienenst. 201 Proben 201
Bundeslinder Blenenfs)‘;.oz(z}icterrelch Int%ﬁisael?lten Anzeahel (slgroger?t) Anza%lfe(Pr(())ze%lt)
Burgenland 3% 13 6 (3,0%) 6 (3,1%)
Kérnten 12% 38 23 (11.5%) 22 (11,4%)
NO 20% 64 39 (19,5%) 35 (18,1%)
00 22% 60 43 (21,5%) 42 (21,8%)
Salzburg % 21 14 (7,0%) 14 (7,3%)
Steiermark 18% 37 37 (18,5%) 35 (18,1%)
Tirol 10% 30 20 (10,0%) 20 (10,4%)
Vorarlberg 6% 16 11 (5,5%) 10 (5,2%)
Wien 3% 18 7 (3,5%) 9 (4,7%)
Gesamt | 100% 207 200 (100%) 193 (100%)

2.2.4 Durchfithrung der Probenahme

Die Probenahme wird jeweils im September der drei Versuchsjahre von den Imkerinnen und
Imkern selbst durchgefiihrt (Abbildung 2.4). Dafiir werden sie von der Abteilung BIEN per Post
mit allen notwendigen Materialien zur Durchfithrung ausgestattet (eine ausfiihrliche bebilderte
Arbeitsanleitung, Fragebogen, Plastiketiketten, Kéniginnenkéfige samt Futterteig, frankiertes
Riicksendekuvert). Die Arbeitsanleitung zur Probenahme ist im Anhang I (Abschnitt 2.5.1) zu
finden, der Fragebogen im Anhang IT (Abschnitt 2.5.2).

81 3. Zwischenbericht 2 (A) Virenmonitoring



q&( UNIVERSITAT GRAZ . o
ZUKUNFT UNIVERSITY OF GRAZ o vetmedun! @) AGES}}
BIENE 3

Im ersten Versuchsjahr wahlten die Imkerinnen und Imker die fiinf Versuchsvolker nach einem
vorgegebenen Schema aus und markierten sie mit Plastiketiketten. Sie wurden angewiesen,
diese Etiketten die ganze Versuchsdauer an den jeweiligen Volkern zu belassen, um die Volker
zweifelsfrei wihrend der gesamten Studiendauer identifizieren zu kénnen. 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
aus der Zarge des Bienensitzes, falls keine Brut vorhanden ist. Sie wird auf jener brutfrei-
en Wabe genommen, die an die duferste Brutwabe anschliefst (Abbildung 2.4a). Falls keine
Brut vorhanden ist, wird die Probe von einer duleren Wabe des Bienensitzes genommen. Pro
Probenvolk wird ein Koéniginnenversandkéifig mit zehn Bienen gefiillt (Abbildung 2.4b). Als
optionale Zusatzaufgabe bitten wir die Imkerinnen und Imker ihre Volker auf folgende fiinf
Krankheitssymptome durchzusehen, die mit Virenbefall in Verbindung stehen koénnen: erhéhter
Bienentotenfall vor dem Volk, Varroamilben auf Bienen, Bienen mit verkriippelten Fliigeln,
schwarz gldnzende Bienen, Sackbrutsymptome in der Brut. Diese Aufgaben sind optional, da zur
Durchfiihrung die bienenbesetzen Waben des gesamten Bienenvolks iiberpriift werden miissen,
was sehr zeitaufwéndig ist.

Abbildung 2.4: Ablauf der Probenahme. Die teilnehmenden Imkerinnen und Imker (a) identifizieren die Wabe zur
Probenahme (hier: Wabe angrenzend an das Brutnest) und (b) fiillen einen Kéniginnenversandkifig
mit zehn Bienen. (¢) Kéfige und Fragebogen werden in ein vorfrankiertes und adressiertes Kuvert
gefiillt und schnellstmoglich an die AGES geschickt. Fotos aus der bebilderten Arbeitsanleitung.

Die fiinf gefiillten Koniginnenversandkafige werden gemeinsam mit dem ausgefiillten Fragebogen
in das vorfrankierte Riicksende-Kuvert gegeben (Abbildung 2.4c¢). Das Kuvert ist entsprechend
dem PRIO-Tarif der dsterreichischen Post fiir Packchen frankiert, der einen raschen Versand mit
Zustellung am néchsten Tag verspricht. 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 iiber das Wochenende
ablauft und damit unnotig verlangert wird. Sofort nach Eintreffen der Kuverts in der AGES
werden diese auf -18°C gekiihlt und die Bienen somit schnell abgetotet.

Zusatzlich werden die Teilnehmerinnen und Teilnehmer ersucht den beigelegten Fragebogen aus
zehn Fragen zu beantworten (Abschnitt 2.5.2). Dieser enthélt allgemeine Fragen zu Imkerbetrieb
und Bienenstand, sowie Fragen zu Hygienemaftnahmen und Volksgesundheit. Zusétzlich wird
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abgefragt, bei wie vielen der Probenvolker die definierten Krankheitssymptome beobachtet
wurden (optional).

2.2.5 Probenbearbeitung

Nachdem die geschlossenen Proben-Kuverts mit den Bienenproben mindestens 24 Stunden bei
—18°C gelagert worden waren, wurden sie weiterbearbeitet. Der Fragebogen wurde entnommen,
auf Angabe des Probenahmedatums iiberpriift und mit einem Etikett des Laborinformations-
systems LISA versehen. Aus jedem der fiinf Bienenkifige wurden zehn Arbeiterinnen in ein
JExtracting Bag® (BIOREBA AG) tberfiihrt und 15 mL DEPC-behandeltem Wasser (Ambion)
dazupipettiert (3 mL pro 10 Bienen). Eventuell vorhandene Drohnen wurden aussortiert. Im Jahr
2019 waren bei 39 Proben zu wenige Arbeiterinnen in den Kéfigen (durchschnittliche Anzahl
Bienen: 49,5 + 1,4 Standardabweichung; minimale Anzahl Bienen: 39). Dies wurde vermerkt und
die Menge an DEPC-Wasser angepasst. Vier Einsendungen enthielten vier anstatt fiinf Kéfige;
in diesen Féllen wurden 40 Bienen entnommen und ebenfalls die Menge des DEPC-Wassers an-
gepasst. Die Bienen wurden mit Hilfe eines Homogenisators (HOMEX 6, Bioreba) homogenisiert.
Das Homogenat wurde bis zur Weiterverwendung bei —18 °C gelagert.

2.2.6 Abfrage Winterverluste

Es wurden die Winterverluste sowohl fiir die fiinf Probenvolker als auch fiir den gesamten
Bienenstand, auf dem das Monitoring durchgefiihrt wurde, abgefragt. Es wurde die Anzahl
der eingewinterten Volker sowie die Anzahl der Vélker, die am Ende des Winters abgestorben
waren (tote Volker, leere Beuten), erhoben. Zusétzlich wurde abgefragt, wie viele der bei der
Auswinterung lebenden Volker weisellos oder drohnenbriitig waren. Derartige Volker werden
in der COLOSS-Studie ebenfalls zu den Winterverlusten gezéhlt und wurden erfasst, um eine
Vergleichbarkeit zu erzielen (Brodschneider et al., 2016, 2018¢c, 2019b). Die Winterverluste
wurden bei den meisten TeilnehmerInnen online durch einen an die TeilnehmerInnen per E-Mail
verschickten Link abgefragt. Auf Wunsch wurde auch ein Fragebogen auf Papier ausgeschickt.
In Ausnahmeféllen erfolgte die Abfrage per Telefon.

2.2.7 Virusanalytik

Die Bienenproben wurden an der AGES, Abteilung fiir Molekularbiologie (MOBI), des Instituts
fiir veterindrmedizinische Untersuchungen Médling (IVet-Médling), mittels quantitativer real
time RT-PCR (RT-qPCR) auf acht Bienenviren untersucht (ABPV, BQCV, CBPV, DWV-A,
DWV-B, TAPV, KBV, SBV). Fiir die Analyse wurden die Bienen aller fiinf Bienenproben
eines Standes zu einer Sammelprobe vereint. Dies hat den Vorteil, dass mit einer einzigen
Probe kostengiinstig ein Uberblick iiber die vorkommenden Viren und die Virusbelastung am
Bienenstand moglich ist. Allerdings ist als Folge der Sammelprobenbildung eine statistische
Priifung auf mogliche Korrelationen mit Winterverlusten ausschlieflich auf der Ebene der
Sammelprobe und nicht auf der Ebene des Einzelvolks mdglich.
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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 Verfiigung gestellte Plasmide.

Virus Plasmid, Grofe in
Bezeichnung EU-RL  Basenpaaren (bp)
ABPV pB2 4371
BQCV pNC14 3716
CBPV pAbl 3815
DWV-A pC1 4393
DWV-B (VDV-1) pFabl 4651
SBV pD1 4442

Tabelle 2.4: Vom EU-RL zu Validierungs- und Ringversuchszwecken zum Nachweis von ABPV, BQCV, CBPV,
DWV-A und SBV (ABCDS) zur Verfiigung gestellte Bienenhomogenate.

Probennummer MOBI Probenbezeichnung Vi

(Jahr des Probeneingangs) EU-RL 1rus

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

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

2.2.7.1 Plasmide und Bienenhomogenate zur Methodenetablierung und Validierung

Vom EU-Referenzlabor (EU-RL) fiir Bienengesundheit in Frankreich (Anses Sophia Antipolis)
wurden die in der Tabelle 2.3 aufgelisteten Plasmide als Standards zur Methodenetablierung und
zur absoluten Quantifizierung der entsprechenden Bienenviren zur Verfiigung gestellt. Die fiinf
Viren ABPV, BQCV, CBPV, DWV und SBV werden in Folge mit ABCDS abgekiirzt, wobei bei
DWYV die beiden Genotypen DWV-A und DWV-B; letzteres auch bekannt als Varroa destructor
virus-1 (VDV-1), unterschieden werden. Alle Plasmide standen nur in sehr begrenzter Menge zur
Verfiigung, jeweils 12 pL. der G9 Verdiinnung (0,2x10? Kopien/uL). Zudem wurden sechzehn
Bienenhomogenate vom EU-RL zur Methodenetablierung und im Rahmen eines Ringversuches
fir CBPV zur Verfiigung gestellt (Tabelle 2.4).

Von der Abteilung BIEN wurden zehn Proben (Bienenhomogenate, Nukleinsédureextrakte, cDNA
bzw. Plasmide) fiir die Etablierung der Reverse Transkriptase quantitative PCR, (RT-qPCR) fiir
APV und KBV zur Verfiigung gestellt (Tabelle 2.5).
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Tabelle 2.5: : Von der Abteilung BIEN zu Etablierungs-, und Validierungszwecken zum Nachweis von TAPV
und KBV zur Verfiigung gestellte Proben, Virusnachweis erfolgte in der Abteilung BIEN mittels
quantitativer RT-PCR. Zitate geben iiber die Arbeiten Auskunft, im Rahmen derer die jeweiligen

Proben gewonnen worden waren.

Probennr. Bezeichnung Virus-Nachweis
MOBI BIEN Probenart Abteilung BIEN
856-1 (2018)  IT-1/730 RNA-Extrakt (verdiinnt SBV, IAPV
1:30), 20 uL
856-2 (2018)  IT-2/730 Bienenhomogenat, 500 nL SBV, IAPV
856-3 (2018)  1T-3/733 Bienenhomogenat, 500 pL BQCV, DWV, SBV,
IAPV
856-4 (2018)  IT-4/IAPV- Plasmidischer Klon pTB- IAPV
Plasmid 47 der publizierten
Sequenz EF219380 aus
Israel; ca. 2mL
856-5 (2018)  IT-5/ TAPV- Plasmidischer Klon A5 APV
Plasmid (Blanchard et al., 2008)
ca. 100 nL
856-6 (2018)  IT- TAPV- ¢DNA  ¢DNA aus Isolat 57-2 IAPV

856-7 (2018)  KT-1/1125
856-8 (2018)  KT-2/1125
856-9 (2018)  KT-3/1126

(Blanchard et al., 2008)
ca. 40 pL

RNA-Extrakt, 20 pL
Bienenhomogenat, 500 L
Bienenhomogenat, 500 L

BQCV, SBV, KBV
BQCYV, SBV, KBV
BQCYV, SBV, KBV

856-10 (2018) KT-4/KBV-cDNA c¢DNA (Siede et al., 2005) KBV

aus Deutschland, ca. 100 pL

Da die vom EU-RL bereitgestellten ABCDS Plasmide nur in sehr begrenztem Umfang zur
Verfiigung standen, wurden diese nach Riicksprache mit dem EU-RL vermehrt. Dazu wurden
Verdiinnungen (1:10 in Wasser) dieser Plasmide in chemisch kompetente Escherichia coli Bakte-
rien transformiert (MAX Efficiency® DH5a™ Competent Cells; Invitrogen), auf Agarplatten
mit Ampicillin (imMedia™ Growth Medium, agar, ampicillin, X-gal/IPTG; ThermoFisher) aus-
plattiert und entsprechende Kolonien selektiert und in Liquid Broth plus Ampicillin (50 pg/mL)
kultiviert. Aus diesen Fliissigkulturen 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.
Zusitzlich wurde die DNA-Menge noch mit Fluorimetrie (Qubit 3 Fluorometer und Qubit
dsDNA BR Assay Kit; ThermoFisher) bestimmt. Samtliche Plasmide zeigten eine hohe Reinheit
(OD260/280 Ratio >1,7). Die beiden Quantifizierungsmethoden stimmten sehr gut iiberein
(maximale Abweichung 25%).
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Die Kopienanzahl wurde aus der bekannten Plasmidgrofse (Tabelle 2.3) und der mittels Fluori-
metrie bestimmten DNA-Konzentration der Plasmidlésung (cpiasmidissung) mit folgender Formel
berechnet:

DNA-Konzentration
Molekulargewicht des Plasmids

(2.1)

CPlasmidlésung —

Anzahl Kopien
nL

= CPlasmidlssung * 6, 02 * 1023 (22)

Entsprechende Verdiinnungsreihen im Konzentrationsbereich von 10'-10® Kopien /5 pl. wurden
fiir alle sechs Plasmide (Tabelle 2.3) in nukleasefreiem Wasser unter Zusatz von 30 ng/ul. tRNA
angefertigt. Ein mittels qPCR 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 EU-RL 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 sdmtliche 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 wéren 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 {ibereinstimmende Werte fiir alle sechs Bienenviren.
Dementsprechend konnten die neu hergestellten Plasmide, die nun in ausreichender Menge
vorlagen, fiir die Quantifizierung von ABPV, BQCV, CBPV, DWV-A, DWV-B und SBV im

Rahmen dieses Projektes verwendet werden.

2.2.7.2 Nukleinsdureextraktion 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 Nukleinsédure wurde in 80 nL. Puffer eluiert und bis zur
Analyse bei —20°C (Langzeitlagerung bei —80°C) gelagert. Zu Vergleichszwecken wurden
ausgewdhlte Bienenhomogenatproben manuell mit dem QIAamp 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 nL. Homogenat und die gereinigte Nukleinsdure wurde in 60 nL. Puffer
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eluiert. Beim NucleoSpin® 96 Virus Core Kit erfolgte die Extraktion aus 100 nL. Homogenat und
die Elution in 100 pLL Puffer. Diese unterschiedlichen Verhéltnisse im Proben- zu Eluatvolumen
wurden bei der Berechnung der Viruskopienanzahl/mL berticksichtigt.

2.2.7.3 Methodenetablierung und -validierung zum Nachweis und zur Quantifizierung
von ABPV, BQCV, CBPV, DWV-A, DWV-B und SBV

Fiir den Nachweis und die Quantifizierung von ABPV, BQCV, DWV-A, DWV-B und SBV
mittels RT-qPCR existiert eine Standard operating procedure (SOP), die vom EU-Referenzlabor
(EU-RL) fiir Bienengesundheit in Frankreich (Anses Sophia Antipolis) zur Verfiigung gestellt
wurde. Die in der SOP beschriebene ABPV RT-qPCR basiert auf der Quantifizierung der
Kapsidprotein-Gensequenz (Jamnikar Ciglenecki und Toplak, 2012); die BQCV RT-qPCR auf
dem C-terminalen Bereich der Polyprotein Gen-Sequenz (Chantawannakul et al., 2006); die DWV-
A und DWV-B RT-qPCR 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). Fiir den Nachweis und die Quantifizierung
von CBPV stand eine weitere SOP zur Verfiigung. 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 fiir 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 Bienen-
virus RNAs als two-step RT-qPCR (=Reverse Transkription-qPCR) mit getrennter Reverser
Transkription und darauffolgender qPCR Amplifikation der im Reverse Transkriptions-Schritt
erzeugten cDNA. Demgegeniiber erfolgte die RT-qPCR im Rahmen dieses Arbeitspaketes als
one-step RT-qPCR, wobei RT und qPCR hintereinander im selben Reaktionsgefafs stattfin-
den. Hauptvorteil der one-step RT-qPCR ist, dass die Anzahl an Pipettierschritten und damit
mogliche Fehlerquellen reduziert werden. Zudem wird weniger Zeit fiir das Probenhandling
benotigt, was die one-step RT-qPCR besonders fiir einen hoheren 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 durchgefiihrt wurde. Im Gegensatz dazu wurde die Abwesenheit von
PCR-Inhibitoren im Rahmen dieses Projektes durch den gesondert durchgefiithrten Nachweis der
Apis-Actin mRNA in allen Proben bestétigt.

Die 25 nLL Reaktionsmixes fiir die ABCDS one-step RT-qPCRs bestanden aus 12,5 uL. 2x RT-PCR
buffer, 1L 25x RT-PCR enzyme mix (AgPath-ID One-step RT-PCR kit, ThermoFisher), 5 pL
Nukleinsdureextrakt und den jeweils spezifischen Primern und fluoreszenzmarkierten TaqMan-
Sonden, sowie nukleasefreiem Wasser. Die Konzentrationen der verwendeten Primer und Sonden
entsprachen den in den beiden EU-RL SOPs angegebenen Werten. Demnach wurden fiir die
ABPV RT-qPCR die Primer ABPV1 und ABPVRn (je 800 nmol), sowie die Sonde ABPVnTaq
(100 nmol) verwendet (Jamnikar Ciglenecki und Toplak, 2012). Fiir die BQCV RT-qPCR wurden
die Primer BQV8195F und BQV8265R (je 320 nmol), sowie die Sonde BQCV8217T (200 nmol)
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eingesetzt (Chantawannakul et al., 2006). Fur die CBPV RT-qPCR wurden die Primer qCBPV 9
und qCBPV 10 (je 500 nmol), sowie die Sonde CBPV 2 probe (200 nmol) verwendet (Blanchard
et al., 2007). Fiir die DWV-A RT-qPCR wurden die Primer F-DWV 4250 und R-DWV 4321
(je 400 nmol), sowie die Sonde Pr-DWV 4293 (100 nmol) verwendet, fiir die DWV-B RT-qPCR
wurden die Primer F-VDV1 4218 und R-VDV1 4290 (je 1200 nmol), sowie die Sonde Pr-
VDV1 4266 (400 nmol) eingesetzt (Schurr et al., 2019). Fiir die SBV RT-qPCR wurden die
Primer SBV-F434 und SBV-R503 (je 320 nmol), sowie die Sonde SBV-P460 (200 nmol) eingesetzt
(Blanchard et al., 2014).

Zum Nachweis der erfolgreichen Nukleinsdureextraktion aus den Bienenhomogenaten, respek-
tive zum Nachweis der Abwesenheit PCR-inhibitorischer Substanzen, wurde — wie schon im
Vorgéangerprojekt ,Zukunft Biene“ — die Apis-Actin mRNA in den Bienenhomogenatproben
semiquantitativ (d.h. ohne entsprechender Eichkurve) bestimmt (Morawetz et al., 2018). Fiir
die Apis-Actin RT-qPCR wurden die Primer Apis-S-actin-F und Apis-S-actin-R (je 400 nmol),
sowie die Sonde Apis-f-actin-Probe (200 nmol) verwendet (Y. P. Chen et al., 2005).

Das Temperaturprofil fiir 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 Taq-Polymerase und 42 Zyklen mit jeweils Denaturierung bei 95°C/10s
und Annealing/Extension bei 60 °C/1 min. Die RT-qPCRs wurden auf dem 7500 Fast Real-time
PCR System (ThermoFisher) oder auf dem Mx3005P (Agilent) durchgefiihrt, 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-qPCR Parameter, wie Limit of detection (LODpcgr), Linearitdt der Quantifizierung, PCR-
Effizienz und Limit of quantification (LOQpcr ), erhoben. Im zweiten Schritt wurde die komplette
Methode von der Nukleinsdureextraktion bis zur RNA-Quantifizierung anhand der Erhebung
von LODyethoa tnd LOQyiethoa €valuiert. Fiir beide Schritte hatte das EU-RL anhand einer
Franzosischen Norm (AFNOR, 2015) Referenzwerte definiert, anhand derer die Konformitét der
Methode mit den EU-RL Standards iiberpriift werden konnte.

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

Bei der Uberpriifung der kompletten Methode von der Nukleinséureextraktion bis zur RNA-
Quantifizierung konnten hinsichtlich DWV-B keine Aussagen getroffen werden, da kein entspre-
chender Standard vom EU-RL verfiighar war. Die iibrigen fiinf Methoden waren im Hinblick auf
das LODyetnoa €benfalls konform mit den EU-RL Standards. Beim LOQyethoq 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 Konformitét wurde fiir CBPV, DWV-A
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und SBV erreicht. Bei ABPV und BQCV lagen die Viruslasten/Biene aber um einen Faktor von
durchschnittlich 1,78 (ABPV) bzw. 2,14 logl0 (BQCV) iiber den EU-RL Referenzwerten. Diese
Uberschétzung der Viruslast bei den beiden genannten Bienenviren zeigte sich bei beiden verwen-
deten 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 Uberschiitzung der ABPV und BQCV
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 SBV
Viruslasten wurde bei unseren Untersuchungen nicht gesehen.

2.2.7.4 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 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 Sensitivitét, Spezifitit, Préizision
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 logl0 Stufe richtig quantifiziert.

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

Fiir diese beiden RNA-Bienenviren standen keine Empfehlungen oder SOPs vom EU-RL fiir
Bienengesundheit zur Verfiigung. Die Methodenauswahl wurde daher anhand verfiigharer Lite-
raturstellen (Stoltz et al., 1995; Chantawannakul et al., 2006; Cox-Foster et al., 2007; Maori
et al., 2007; Palacios et al., 2008; De Miranda et al., 2010) 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-qPCR syn-
thetisiert (ThermoFisher). Zusétzlich wurden auch die Primer KBV 5425F /5800R (Stoltz et al.,
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1995) und TAPV 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 mdoglicherweise nicht erfasst wiirden. 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 Groken
erhalten, die sich bei Sequenzierung (BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit und 3130xl
Genetic Analyzer; Thermo Fisher) und anschlieflender BLAST-Analyse zuerst als APV und
KBV bestitigen lieken. In der Folge wurden zwei aus Gsterreichischen Bienenproben stammende
IAPV- 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 Abschnitt 2.2.7.1
bereits beschriebenen Methodik in E. coli vermehrt, die Plasmid-DNA daraus préapariert 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 Gsterreichischen
Proben erhaltenen TAPV Sequenzen moglicherweise als Resultat einer Kreuzkontamination
zu betrachten sind, wéhrend es sich bei den mittels RT-PCR nach Stoltz et al. (1995) aus
osterreichischen Proben erhaltenen Sequenzen nach phylogenetischer Analyse nicht um KBV,
sondern um ein verwandtes, allerdings weder ABPV, IAPV oder KBV zuzuordnendes Virus
handeln diirfte. In derselben phylogenetischen Analyse wurde gezeigt, dass die Proben 856-6
(2018) und 856-10 (2018) tatséchlich als IAPV bzw. KBV anzusprechen sind (Tabelle 2.5). Beide
Proben wurden aus dem Ausland (Frankreich bzw. Deutschland) bezogen (Siede et al., 2005;
Blanchard et al., 2008). Somit bestétigte sich die Darstellung von De Miranda et al. (2010),
wonach die RT-PCR nach Stoltz et al. (1995) als nicht spezifisch fiir KBV anzusehen ist. In
der Folge wurde daher beschlossen, in Abwesenheit anderer als geeignet erscheinender RT-PCR
Protokolle fiir 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 TAPV 6792R handelt es sich um denselben Primer, der zu Vereinfachungszwecken hier auf
KBV-TAPV-R umbenannt wurde.

Fiir die KBV, beziehungsweise die IAPV RT-qPCR, wurden somit jeweils die Primer KBV
6639F /) KBV-IAPV-R, beziechungsweise die Primer IAPV 6627F /KBV-IAPV-R (je 450 nmol),
zusammen mit 1x POWER SYBR Green Master Mix und 1x RT Enzyme Mix (ThermoFisher),
sowie nukleasefreiem Wasser und 5 ul. 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 Taq-Polymerase und 40
Zyklen mit jeweils Denaturierung bei 95°C/10s, Annealing bei 58 °C/30s und Extension bei
72°C/30s. Auf die Amplifizierung folgte hier noch eine Schmelzkurvenanalyse, bei der die
Schmelztemperatur (TM) der gebildeten RT-qPCR Produkte bestimmt wurde. Zur absoluten
Quantifizierung wurden die aus den Proben 856-6 und 856-10 (2018) amplifizierten RT-qPCR
Produkte auf einem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt und nach Ausschneiden der Banden
und Aufreinigung der DNA (QIAquick Gel Extraction Kit; Qiagen) fluorimetrisch quantifiziert
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(Qubit 3 Fluorometer und Qubit dsDNA BR Assay Kit; ThermoFisher). Die Berechnung der
Kopienanzahl erfolgte nach der unter Abschnitt 2.2.7.1 angegebenen Formel. RT-qPCRs wurden
auf dem 7500Fast Real-time PCR System (ThermoFisher) oder auf dem CFX96 Touch Real-
Time PCR System (Bio-Rad) durchgefiihrt, die Auswertung erfolgte mit der 7500 Software
v2.3 (ThermoFisher), bzw. CFX Maestro 1.1 Software (Bio-Rad). Auf beiden Geréten lagen die
Schmelztemperaturen fiir die IAPV bzw. KBV Amplifikationsprodukte bei ca. 79-80°C.

2.2.7.6 Testung und Quantifizierung der Projektproben

Zuséatzlich zu den 193 Projektproben wurden wéihrend der Homogenisierung der Proben in
der Abteilung BIEN elf Wasserproben als Prozesskontrollen mitgefiihrt. Zudem wurde bei der
Nukleinsdureextraktion in jeder zweiten Spalte einer 96-well Platte (also pro 14 Proben) ei-
ne PBS-Negativextraktionskontrolle zur Erkennung von Kreuzkontaminationen wahrend der
Extraktion mitgefiihrt. Alle Proben, Prozesskontrollen und Extraktionskontrollen wurden wie
unter Abschnitt 2.2.7.2 beschrieben mit dem LSI MagVet™ Universal Isolation Kit auf dem
KingFisher™ Flex (beides ThermoFisher) extrahiert und in der Folge im Einzelansatz auf Apis-
Actin mRNA, sowie auf RNA der Viren ABPV, BQCV, CBPV, DWV-A, DWV-B, SBV, APV
und KBV getestet. Alle im Erstansatz positiven Proben wurden dann erneut extrahiert und unter
Zuhilfenahme von externen Standardverdiinnungsreihen mit bekannter Konzentration im Doppel-
ansatz 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-qPCR Ansatz ein qualitativ und/oder semiquantitativ deutlich
abweichendes Ergebnis wurde zur Verifikation erneut extrahiert und im Doppelansatz quanti-
fiziert. Die Angabe der finalen Kopienanzahl fiir jedes Virus pro mL Bienenhomogenat ergab
sich aus der Formel: Kopienanzahl/Reaktion (Mittelwert aus zwei Replikaten) x 160. Wahrend
der Extraktion ist es teilweise zu geringgradigen Verschleppungen von viruspositivem Material
gekommen (positive Ergebnisse bei den Negativextraktionskontrollen, siehe Abschnitt 2.3.3.2).
In allen Fillen 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 bewer-
teten Proben definiert, um falsch-positive Ergebnisse aufgrund von geringen Verunreinigungen
weitgehend auszuschliefsen.

2.2.8 Statistik

2.2.8.1 Zusammenhang zwischen Pravalenz bzw. Virustiter und Standort- bzw.
Volksfaktoren

Die folgenden Auswertungen wurden mit dem Statistikprogramm R Version 3.5.2. durchgefiihrt
(R Core Team, 2020). Alle Abbildungen wurden mit R erstellt (package ,,ggplot2: Wickham, 2016).
Die 95% Konfidenzintervalle der Viruspravalenz wurden unter Verwendung der Wilson-Methode
errechnet (package ,binom®; Dorai-Raj, 2014). Auf Unterschiede zwischen den verschiedenen
Gruppen (Bundeslinder, Seehohe, etc.) wurde mittels y2-Test getestet. Diese Berechnung des
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Konfidenzintervalls unterscheidet sich von der Berechnungsmethode im ersten Zwischenbericht,
in dem ein General Linear Model mit einer quasibinomialen Verteilung berechnet wurde (van
der Zee et al., 2013). Das frither verwendete Modell hatte Probleme, wenn eine sogenannte
Lbotal separation” auftrat, also wenn entweder alle Félle positiv oder negativ waren. Bei derart
verteilten Daten konnte kein aussagekriftiges Konfidenzintervall berechnet werden. Da eine ,total
separation” in unserem Datensatz haufig auftritt, wurde die Berechnungsmethode geéndert.

Zur Auswertung moglicher Zusammenhénge 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, wihrend die andere Halfte der Werte dariiber 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.

Fir die Winterverluste wurde auf die bewahrte Berechnung der 95% Konfidenzintervalle mittels
General Linear Model mit einer quasibinomialen Verteilung zuriickgegriffen (van der Zee et al.,
2013).

2.2.8.2 Einflussfaktoren auf die Winterverluste

Ziel war es, die Winterverlustrate an den Bienenstéinden anhand verschiedener Einflussgrofien
vorherzusagen. Um das ideale Verfahren fiir die Datenlage auszuwahlen, wurden vier verschiedene
statistische Verfahren getestet und in ihrer Eignung miteinander verglichen. Die Prinzipien der
einzelnen Verfahren werden in der Folge kurz erlautert.

Fiir alle statistischen Verfahren wurde der selbe Datensatz mit den Daten aus den Versuchsjahren
2018 und 2019 verwendet (2018: n=198; 2019: n=192; fiir 2019 fehlte eine Riickmeldung zu
den Winterverlusten). Als potenzielle Pradiktoren (=Einflussvariablen) wurden die Virustiter
der nachgewiesenen Viren und acht weitere Kenngrofen der Volkergesundheit und des Betriebs
ausgewahlt. Die Ergebnisse von DWV-A wurden nicht miteinbezogen, da die Haufigkeit des
Auftretens zu gering fiir eine statistische Aussage war (2018: zwei positive Falle, 2019: ein
positiver Fall). Die weiteren Kenngrofen waren das Auftreten der Symptome ,deformierte
Fliigel bei Bienen und ,Varroamilben auf Bienen“, das Untersuchungsjahr, die Anzahl der als
schwach klassifizierten Monitoringvolker, die Seehohe des Bienenstandes, die Jahre an imkerlicher
Erfahrung, das Vorhandensein einer Bio-Zertifizierung und die Gesamtanzahl der Bienenvolker
in der Imkerei.

Der Virustiter in den Stichproben hatte einen Wertebereich von 10* bis 10! RNA-Kopien/mL
Homogenat. Diese grofse Spannweite und die sehr hohen Werte machen bei klassischen statis-
tischen Modellen Probleme. Daher wurden auch Modelle aus dem Bereich des maschinellen
Lernens herangezogen, die alternative Ansétze bieten. Samtliche Auswertungen wurden mit dem
Statistikprogramm R Version 4.0.2 (R Core Team, 2020) durchgefiihrt.
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Logistische Regression

Es wurde eine logistische Regression mit quasibinomialer Verteilung verwendet. Die logistische
Regression verwendet als Zielgrofie den Anteil an abgestorbenen Monitoringvolkern pro Bie-
nenstand. Da die hohen Werte des Virustiters fiir klassische parametrische Modelle schwer zu
handhaben sind, wurden sie in vier Kategorien eingeteilt. Die Kategorien wurden wie folgt
festgelegt: ,negativ®, ,geringe Konzentration“ (unter 10" RNA-Kopien/mL Homogenat), ,mittlere
Konzentration* (107 — 10? RNA-Kopien/mL Homogenat) und ,hohe Konzentration* (iiber 10°
RNA-Kopien/mL Homogenat). Zur Selektion relevanter Pradiktoren wurde eine Vorwértsse-
lektion durchgefiihrt. Dabei geht man von einem Grundmodell ohne Prédiktoren aus und fiigt
Schritt fiir Schritt relevante Pradiktoren hinzu, bis das Modell statistisch nicht mehr signifikant
verbessert werden kann.

Regression Tree

Die Methodik der Regression Trees fillt in die umfangreiche Methodenklasse des maschinellen
Lernens und ist ein Spezialfall der Decision Trees. Ziel ist es, mit Variablen (sogenannten
Features) das Ergebnis (=Outcome) eines Zufallsereignisses vorherzusagen. Im vorliegenden Fall
ist die Wintersterblichkeitsrate der Outcome und die gemessenen Virustiter sowie die anderen
im vorigen Abschnitt erwdhnten Pradiktoren 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 beziiglich des Outcomes ist. Dabei
sollen diese sogenannten Splits, also die Unterteilungen in zwei Gruppen, immer anhand der
Werte der Features durchgefiihrt werden. In diesem konkreten Fall kénnte das bedeuten, dass die
beobachteten Bienensténde eingeteilt werden in Bienenstiande mit hohem und in Bienenstédnde
mit niedrigem Titer beziiglich 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 eine tendenziell niedrigere Sterblichkeitsrate aufweisen und Bienensténde iiber dieser
Grenze eine tendenziell hohere 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. Ein detailliertes
Beispiel eines Regression Trees wird in dem Kapitel 2.3.8.2 des 2. Zwischenbericht vorgestellt
(Brodschneider et al., 2019b).

Regression Trees weisen eine hohe Varianz auf, da im Algorithmus Zufallselemente vorhanden
sind. Fiihrt man den Algorithmus mehrmals hintereinander aus, so erhélt man jedes Mal
unterschiedliche Ergebnisse. Diese Varianz ist je nach Datensatz mehr oder weniger hoch. Dies
ist einer der grofsten Nachteile dieser Methode (Breiman et al., 1984).

Fiir die Berechnung des Regression Trees wurde das package ,rpart* verwendet (Therneau
und Atkinson, 2019). Fiir die grafische Darstellung des Regression Trees wurde das package
Jrpart.plot verwendet (Milborrow, 2020).
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Random Forest

Random Forest-Modelle gehoren zu den sogenannten Ensemble Methoden. Das sind Methoden,
die verschiedene Basismodelle kombinieren, um eine bessere Vorhersage zu erhalten als die Ein-
zelmodelle (Smolyakov, 2017). Bei den Random Forest-Modellen werden verschiedene Regression
Trees kombiniert. Ziel dabei ist es, moglichst verschiedene unkorrelierte Baume zu kombinieren,
damit die hohe Varianz der Regression Trees reduziert werden kann. Fiir die Berechnung des
Random Forest-Modells wurde das package ,ranger verwendet (Wright und Ziegler, 2017).

Random Forest-Modelle reduzieren die Varianz von einzelnen Regression Trees, haben aber den
Nachteil, dass das Endmodell nicht mehr so klar und tibersichtlich darstellbar ist, wie bei den
Regression Trees. Um dennoch zu bewerten, welche Features relevant fiir die Vorhersage der
Wintersterblichkeit sind, kénnen sogenannte Variable-Importance-Plots erstellt werden. Diese
kénnen entweder anhand des Total Decrease in Node Impurity oder anhand des Mean Decrease
Accuracy berechnet werden. Beide Werte werden hier nicht ndher diskutiert. Generell gilt, je
hoher die Werte, desto relevanter war die Variable fiir die Verbesserung der Vorhersagegiite
des Modells. Diese Kenngrofsen sagen jedoch nichts dariiber aus, von welcher Art der Einfluss
auf die Wintersterblichkeit ist, d.h. ob der Pradiktor eher zu einer hohen oder einer geringeren
Wintersterblichkeit beitragt.

Fiir die Berechnung der Kennwerte fiir die Bewertung der Variable Importance und deren
grafische Darstellung wurden die packages ,yvip* und ,gridExtra“ verwendet (Auguie, 2017;
Greenwell et al., 2020).

Stacking

Das Stacking Verfahren gehort wie auch der Random Forest zu den Ensemble Methoden. Stacking
kann jedoch beliebige Modelle, sowohl klassische statistische Modelle als auch Modelle aus dem
Bereich des maschinellen Lernens, miteinander kombinieren. Dazu wird ein sogenannter Meta-
Learner benutzt, ein Algorithmus, der die optimale Kombination der Modelle finden soll, um
so die Vorhersage zu verbessern (Breiman, 1996). Im Rahmen der vorliegenden Analyse wurde
ein Random Forest-Modell mit einer logistischen Regression gestackt. Es wurde sowohl ein
Modell mit dem Meta-Learner nach Breiman als auch dem Meta-Learner Ridge Regression with
positivity constraints berechnet. Fiir die Erstellung der Stacking Modelle wurden die packages
spenalized* und ,,quadprog” verwendet (Goeman, 2010; Turlach und Weingessel, 2019).

Bewertung der Modell Performance

Um die Vorhersagekraft der einzelnen Modelle zu bewerten, wurde eine Kreuzvalidierung mit
dem package ,caret” durchgefiihrt (Kuhn, 2020). Dazu werden nur 75% (zufillig ausgewéahlter
,Trainingsdatensatz*) der Stichprobe fiir die Anpassung der Modelle herangezogen, die restlichen
25% (,, Testdatensatz*) werden dafiir verwendet, die Vorhersagekraft der Modelle zu testen. Als
Vergleichsmodell wurde das Basismodell festgelegt. Das ist jenes Modell, das pauschal unabhéngig
von jeglichen Einflussgréfsen die durchschnittliche Wintersterblichkeit fiir alle Bienenstédnde
vorhersagt. Um die Vorhersagegiite der einzelnen Modelle zu vergleichen, wird der RMSE
(Root-Mean-Square Error) einerseits fiir den Trainings- andererseits auch fiir den Testdatensatz
berechnet. Dafiir werden die Differenzen der vorhergesagten und tatsédchlich beobachteten
Wintersterblichkeitsrate fiir jeden Bienenstand aus dem Trainings- bzw. Testdatensatz berechnet,
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quadriert und aufsummiert. Aus dieser Summe wird dann noch die Wurzel gezogen. Somit erhalt
man eine Art durchschnittlichen Vorhersagefehler. Je geringer der RMSE fiir ein Modell ist, desto
akkurater konnte das Modell die Wintersterblichkeitsrate fiir die Bienensténde vorhersagen.

2.3 Ergebnisse

2.3.1 Projektfortschritt
2.3.1.1 Kontakt mit den Projektteilnehmerinnen

Probenahme 2019

Im Jahr 2019 schickten 193 teilnehmende Imkerinnen und Imker ihre Proben ein (97% der
200 ausgeschickten Probensets, Tabelle 2.2). Die Griinde der Ausfélle waren unterschiedlich:
Krankheitsfélle (2 ImkerInnen), unerwartet auftretende Bienengiftallergie (1 ImkerIn), keine
Bienen mehr (1 ImkerIn) und unerklértes Ausbleiben der Proben (3 ImkerInnen). Wie in 2018
kam es zu einer geringfiigigen Verschiebung der Anteile der Bundesldnder, da einige Imkerinnen
und Imker einen Bienenstand in einem anderen Bundesland als dem urspriinglich angegebenen
Bundesland gewéhlt hatten (Tabelle 2.2: Vergleich ,,Anzahl ausgewéhlter Bienensténde®, ,Anzahl
erhaltener Proben").

Die Proben wurden zwischen 28. August 2019 und 13. Oktober 2019 genommen, wobei 165 der
TeilnehmerInnen (85%) die Proben im anvisierten Zeitfenster zwischen 31. August und 15. Sep-
tember 2019 genommen haben. Weitere 25 Proben trafen in den restlichen zwei Septemberwochen
ein und zwei Proben im Oktober 2019.

Vier der ImkerInnen haben nur von vier Volkern - statt wie geplant von fiinf Vélkern - Proben
eingeschickt. Dies lag daran, dass alle genau fiinf Volker an dem Probenahme-Bienenstand
aufgestellt hatten und eines dieser Volker kurz vor der Probenahme abgestorben war. Wir haben
entschieden, diese vier Proben in die Analyse aufzunehmen, um die Messreihe der drei Jahre
nicht zu unterbrechen.

Die Fragebogen wurden von allen Teilnehmerinnen und Teilnehmern ausgefiillt. Bei etwa ei-
nem Drittel der Fragebégen wurde aufgrund unlogischer oder fehlender Angaben seitens der
TeilnehmerInnen noch bei den TeilnehmerInnen riickgefragt und die Angaben gegebenenfalls
korrigiert. Die optionale Zusatzaufgabe einer Durchsicht auf ausgewédhlte Krankheitssymptome
wurde von 161 der Imkerinnen und Imker vollstdndig durchgefiihrt (83,4% von 193). Weitere
10 ImkerInnen gaben zu einem Teil der Symptome Beobachtungen an. 22 ImkerInnen fiihrten
zum Probenahmezeitpunkt keine Volkerdurchsicht auf die ausgewéahlten Krankheitssymptome
durch.

Mitteilung der Ergebnisse der Probenahme 2019

Die teilnehmenden ImkerInnen erhielten Anfang Mérz 2019 die individualisierten Ergebnisse
der Virusuntersuchungen ihrer Sammelprobe per E-Mail oder per Brief (Abschnitt 2.5.3). Die
Ergebnismitteilung enthielt folgende Information iiber die acht untersuchten Viren: den Nachweis
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(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).

Allen fiinf ImkerInnen, die im Jahr 2019 das erste Mal an der Probenahme teilgenommen haben,
wurde das Informationsdokument vom Vorjahr mit Basiswissen zu den untersuchten Bienenviren
zugeschickt (Abschnitt 2.5.4).

Abfrage Winterverluste 2019/20

Die Umfrage zu den Winterverlusten 2019/20 wurde allen 193 ImkerInnen, die im September
2019 Proben eingeschickt hatten, Anfang April 2020 per E-Mail-Link oder Brief zugeschickt.
ImkerInnen, die noch keine Winterverluste gemeldet hatten, wurden im Monats-Rhythmus per
E-Mail oder Telefon daran erinnert, uns die Daten zukommen zu lassen. Mit 13. Juli 2020 hatten
192 TeilnehmerInnen ihre Uberwinterungsergebnisse gemeldet. Ein Imker/einer Imkerin hat
keine Daten zu den Winterverlusten geliefert. Da diese Person nicht mehr per Telefon oder
E-Mail erreichbar war, wurde sie aus dem Projekt ausgeschieden.

2.3.1.2 Datenauswertung

Fiir das Monitoringjahr 2019 wurden die Viruspravalenz und die Virustiter der acht gemes-
senen Bienenviren fiir Gesamtosterreich und die neun Bundesldnder ausgewertet. Zusétzlich
wurden Korrelation zwischen Virusauftreten und Seehohe bzw. Virussymptomatik erstellt. Der
Zusammenhang zwischen den Winterverlusten der Probenvolker und den Virustitern sowie acht
weiteren Risikofaktoren wurde berechnet.

2.3.2 Kennwerte der teilnehmenden Imkereibetriebe

Die Betriebsgrofe der im Jahr 2019 teilnehmenden Imkereibetriebe bewegte sich zwischen
fiinf und 350 Volkern pro Betrieb. Im Mittel besaft ein teilnehmender Betrieb 38,1 Voélker
(Standardabweichung: £50,2 Vélker). Die Stichprobe bestand aus 84 Betrieben mit bis zu 20
Volkern, 79 Betrieben mit 21 bis 50 Volkern und 30 Betrieben mit tiber 50 Volkern (43,5%;
40,9% und 15,6% der 193 teilnehmenden Betriebe).

Die im Jahr 2019 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: £15,1 Jahre). Der Anteil der ImkerInnen mit wenigen Erfahrungsjahren
iiberwog: 54,4% der ImkerInnen hatten bis zu 10 Erfahrungsjahre (105 von 193 Teilnehme-
rlnnen), weitere 26,9% zwischen 11 und 30 Jahre (52 von 193) und die restlichen 18,7% der
TeilnehmerInnen imkerten schon iiber 30 Jahre (36 von 193).
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Die TeilnehmerInnen der Probenahme 2019 betrieben zu 71,5% konventionelle Imkerei (138
Betriebe) und zu 24,9% imkerten sie mit einem Bio-Zertifikat (48 Betriebe). 3,6% der kon-
ventionellen Betriebe wurden unter ,in Umstellung” gefithrt (7 Betriebe), da sie angaben in
Umstellung zum Biobetrieb zu sein. Sie konnten daher eventuell im néchsten Jahr in die Gruppe
der bio-zertifizierten Betriebe eingereiht werden.

2.3.3 Ergebnisse Virusdiagnostik
2.3.3.1 Prozesskontrollen

Im Zuge der Probenaufarbeitung wurden elf Wasserproben als Prozesskontrollen mitgefiihrt.
Alle Prozesskontrollen waren negativ auf Apis-Actin mRNA, sowie auf alle getesteten viralen
Erreger. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass es wihrend der Homogenisation der Proben
zu keinen Verschleppungen viruspositiven Materials zwischen den Proben gekommen ist.

2.3.3.2 Negativextraktionskontrollen

Bei einem gewissen Anteil der Negativextraktionskontrollen (n=14) wurden je nach Virus
geringe Anteile an positiven Virusnachweisen beobachtet. Diese betrafen bei ABPV 14% und bei
DWV-B 7% der Negativextraktionskontrollen. In allen Féllen blieben diese Nachweise in einem
sehr niedrigen Konzentrationsbereich, unterhalb des LOQpcgr. Die anderen getesteten Viren
(BQCV, CBPV, DWV-A, SBV, IAPV, KBV) waren in keiner der Negativextraktionskontrollen
nachweisbar. 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 Ausmafs
an Kreuzkontaminationen ist trotz sorgfiltiger Aufarbeitung bei den im Rahmen dieses Projektes
beobachteten Anteilen an viruspositiven Proben und den teilweise sehr hohen Viruslasten zu
erwarten.

2.3.3.3 Semi-quantitativer Nachweis der Apis-Actin mRNA
Die Apis-Actin mRNA war in allen 193 Projektproben eindeutig mit Ct-Werten von 16 bis 24

nachweisbar, was auf eine erfolgreiche Nukleinsaureextraktion und die Abwesenheit nennenswerter
Anteile an inhibitorischen Substanzen in den Nukleinsédureextrakten hinweist.

2.3.4 Viruspravalenz und Viruskonzentration

Im September 2019 wurden sechs der acht untersuchten Viren in den 193 untersuchten Proben
gefunden (Abbildung 2.5). IAPV und KBV wurden in keiner Probe gefunden. Drei Viren traten
in iiber 80% der Proben auf (BQCV, DWV-B, SBV) und waren damit sehr héufig. Die anderen
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drei Viren traten in weniger als einem Drittel der Proben auf und waren damit eher selten
(ABPV, CBPV, DWV-A).

BQCV war am haufigsten und trat mit einer Privalenz von 99,0% (95% CI: 96,3-99,7%) auf
(Abbildung 2.5). DWV-B hatte mit 88,6% (95% CI: 83,3-92,4%) das zweithochste und SBV
mit 80,8% (95% CI: 74,7-85,8%) das dritthochste Auftreten. ABPV kam mit einer Préivalenz
von 33,7% (95% CI: 27,4-40,6%) deutlich seltener vor. CBPV hatte eine Prévalenz von 7,3%
(95% CI: 4,4-11,8%). DWV-A kam in nur einer von 193 Proben vor und hatte daher eine
Prévalenz von 0,5% (95% CI: 0,1-2,9%). Die beiden nicht nachgewiesenen Viren KBV und IAPV
hatten die idente Préavalenz von 0,0% (95% CI: 0,0-2,0%).

100%

80%

60%

40% 1

Pravalenz Standlevel [+/-95%ClI]

20%

0% A

ABPV BQCV CBPY  DWV-A  DWV-B IAPV KBV SBV

Abbildung 2.5: Privalenz der acht untersuchten Viren in Bienenproben vom Herbst 2019 (£95%CT). Stichpro-
benumfang: 193 Proben.

In 99% der untersuchten Proben wurde zumindest ein Virus gefunden (191 von 193 Proben). Die
maximale Anzahl an gemessenen Viren pro Probe waren fiinf (2% der Proben). In den meisten
Proben wurden entweder drei Viren (49% der Proben) oder vier Viren (30%) nachgewiesen.
In 17% der Proben wurden zwei Viren nachgewiesen, sehr selten nur ein einziger Virus (2%
der Proben). Im Mittel wurden 3,1 Viren (Standardabweichung: + 0,85 SD) in einer Probe
gefunden.

Der Virustiter der positiven Proben variierte bei allen gemessenen Viren um mehrere Zehnerpo-
tenzen. Der minimal gemessene Titer lag bei allen Viren zwischen 10* und 108 RNA-Kopien/mL
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Homogenat. Der maximal gemessene Wert lag zwischen 107 und 10" RNA-Kopien/mL Ho-
mogenat (Tabelle 2.6, Abbildung 2.5). Anders ausgedriickt, wurden in den Proben zwischen
Zehntausenden und Hundert Millionen RNA-Kopien/mL Homogenat gemessen. Die drei Viren
ABPV, BQCV und SBV hatten die geringsten Titer (Median unter 10°). Bei diesen drei Vi-
rusarten wurden jedoch auch Werte von iiber 10° RNA-Kopien/mL Homogenat gemessen. Bei
CBPV lag der Median um eine Zehnerpotenz héher bei 8,8 x 106 RNA-Kopien/mL Homogenat.
Der mediane Virustiter von DWV-B lag bei etwa 10* RNA-Kopien/mL Homogenat und war mit
Abstand am hochsten. Entsprechend hatten auch etwa 25% der positiven Proben von CBPV und
DWV-B einen Virustiter iiber 10° RNA-Kopien/mL Homogenat. Die statistischen Angaben zum
Virus DWV-A sind aufgrund der geringen Stichprobenanzahl von nur einer positiven Proben
nicht aussagekraftig.

Tabelle 2.6: Virustiter der sechs in den 193 untersuchten Proben nachgewiesenen Viren im Herbst 2019. Anzahl =
Anzahl positiver Proben.

Virus  Anzahl  Median  unteres Quartil oberes Quartil Minimum Maximum
ABPV 65 4,46 x 10° 3,43 x 10* 2,24 x 108 1,63 x 10* 2,73 x 10'°
BQCV 191 6,30 x 10° 2,72 x 10° 2,23 x 10° 1,80 x 10* 3,09 x 10°
CBPV 14 8,81 x 10° 1,40 x 10° 9,27 x 10® 2,46 x 10* 2,56 x 10*°
DWV-A 1 3,30 x 107
DWV-B 171 1,03 x 108 4,76 x 10° 5,81 x 108 1,76 x 10* 2,18 x 10'°
SBV 156 4,19 x 10° 7,34 x 104 3,58 x 107 1,61 x 10* 2,54 x 10'°
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Abbildung 2.6: Virustiter der sechs nachgewiesenen Viren im Herbst 2019. Es sind nur die Werte der positiven
Proben gezeigt (N= Anzahl der positiven Proben). ,Mill.“ Million (=10°); ,Mrd.“ Milliarde
(=107), ,Bill.* Billion (=10'?). Darstellung als Boxplot Diagramm: dicker Mittelstrich: Median;
untere/obere Grenze der Box: unteres/oberes Quartil; Antennen: maximal 1,5-facher Interquar-
tilsabstand.

2.3.5 Geographische Varianz in der Viruspravalenz und
Viruskonzentration

2.3.5.1 Bundeslander

Die Viruspréavalenz von drei der gefundenen Viren unterschied sich signifikant zwischen den
einzelnen Bundesldndern (ABPV, DWV-B, SBV; Abbildung 2.7 und Tabelle 2.7). Fiir BQCV
und CBPV wurde kein Zusammenhang zwischen Virusprévalenz und Bundesland gemessen.
DWYV-A wurde aufgrund der geringen Stichprobe von einem positiven Wert nicht statistisch
ausgewertet. Beit ABPV und DWV-B variierte auch der Virustiter der positiven Proben zwischen
den Bundeslédndern (Abbildung 2.8).

Die Viruspravalenz und der Virustiter von ABPV unterschieden sich signifikant zwischen den neun
Bundesléindern (Privalenz: x*=21,91; df=8; P=0,005; Titer: H=15,81; df=7; P=0,027). ABPV ist
in Wien mit 66,7% (95% CI: 35,4-87,9%) am héufigsten aufgetreten. Der hochste Virustiter wurde
im Burgenland gemessen mit einem Median von 7,53x10% RNA-Kopien/mL Homogenat (Q1-Q3:
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3,77x10%-1,05x10° RNA-Kopien/mL Homogenat) gemessen. Die minimale Privalenz wurde in
Tirol gemessen, hier betrug die Prévalenz 0,0% (95% CI: 0,0-16,1%). Der geringste Virustiter
wurde in Salzburg gemessen und betrug im Median 2,34x10* RNA-Kopien/mL Homogenat
(Q1-Q3: 2,25x10%-5,60x10* RNA-Kopien/mL Homogenat).

Weder Pravalenz noch Titer von BQCV unterschieden sich zwischen den neun Bundesldndern
(Privalenz: x?=5,64; df=8; P=0,687; Titer: H=11,26; df=8; P=0,187). In sieben Bundeslindern
waren alle Proben positiv auf BQCV (Prévalenz 100%). Nur in Niederosterreich und Tirol waren
einige der Proben negativ.

Die Prévalenz von CBPV unterschied sich nicht signifikant zwischen den Bundesldandern (Pré-
valenz: x?=9,67; df=8; P=0,289). Die maximale Privalenz wurde in Vorarlberg mit 20,0%
(95% CI: 5,7-51,0%) gemessen. Am geringsten war die Priavalenz im Burgenland und Nieder-
osterreich. In beiden Bundesldndern wurden keine positiven Proben gefunden (Pravalenz Bgl.
0,0% (95% CI: 0,0-39,0%); Privalenz NO.: 0,0% (95% CI: 0,0-9,9%)). Aufgrund der geringen
positiven Probenanzahl in den einzelnen Bundeslédndern wurde keine Auswertung des Virustiters
durchgefiihrt (siche Stichprobenzahlen in Abbildung 2.7).

DWV-A wurde aufgrund der geringen Stichprobe von einem positiven Wert nicht statistisch
ausgewertet.

Bei DWV-B unterschieden sich Pravalenz und Virustiter signifikant zwischen den Bundeslédndern
(Privalenz: x?=25,79; df=8; P=0,001; Titer: H=18,48; df=8; P=0,018). Die hochste Privalenz
wurde im Burgenland und in Wien mit 100% erreicht (Burgenland: 100,0% (95% CI: 61,0-
100,0%); Wien: 100,0% (95% CI: 70,1-100,0%)). Die geringste Prévalenz wurde in Salzburg
mit 64,3% (95% CI: 38,8-83,7%) gemessen. In Wien wurde der hichste mediane Virustiter
gemessen (1,57x10° RNA-Kopien/mL Homogenat; Q1-Q3: 5,51x107-2,68x10° RNA-Kopien/mL
Homogenat). Der geringste mediane Titer wurde in Tirol gemessen und betrug 4,86x10° RNA-
Kopien/mL Homogenat (Q1-Q3: 1,05x10°-8,61x107 RNA-Kopien/mL Homogenat).

Die Privalenz von SBV unterschied sich signifikant zwischen den neun Bundeslindern (x?=31,48;
df=8; P<0,001). Burgenland und Vorarlberg wiesen die hochste Prévalenz auf; alle Proben aus
diesen beiden Bundesléindern waren positiv auf SBV (Burgenland: 100,0% (95% CI: 61,0-100,0%);
Vorarlberg: 100,0% (95% CI: 72,2-100,0%)). Die geringste Privalenz hatten die Proben aus
Kérnten mit einer Prévalenz von 40,9% (95% CI: 23,3-61,3%). Der Virustiter unterschied sich
nicht signifikant zwischen den Proben aus den unterschiedlichen Bundesldndern (H=8,57; df=S8;
P=0,380).
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Abbildung 2.7: Virusprévalenz in den neun Bundesldnden (£95%CI). Anzahl Stinde pro Bundesland: Bgl. N=6;
Ktn. N=22; NO. N=35;.00. N=42; Sbg. N=14; Stm. N=35; Tirol N=20; Vbg. N=10; Wien N=9.
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Tabelle 2.7: Vergleich der Viruspravalenz |%| (£95% Konfidenzintervall) von den sechs nachgewiesenen Viren
zwischen den Bundeslindern und fiir Osterreich (AUT) gesamt, im September 2019.

Bundesland ABPV ‘ BQCV ‘ CBPV

AUT 33,7 (27,4-40,6) | 99,0 (96,3-99,7) 7,3 (4,4-11,8)
Bgl. 50,0 (18,8-81,2) | 100,0  (61,0-100,0) 0,0 (0,0-39,0)
Ktn. 31,8 (16,4-52,7) | 100,0  (85,1-100,0) 4,5 (0,8-21,8)
NO. 37,1 (23,2-53,7) 97,1 (85,5-99,5) 0,0 (0,0-9,9)
00. 28,6 (17,2-43,6) | 100,0  (91,6-100,0) 11,9 (5,2-25,0)
Sbg. 21,4 (7,6-47,6) | 100,0  (78,5-100,0) 14,3 (4,0-39,9)
Stm. 51,4 (35,6-67,0) | 100,0  (90,1-100,0) 2,9 (0,5-14,5)
Tirol 0,0 (0,0-16,1) 95,0 (76,4-99,1) 10,0 (2,8-30,1)
Vbg. 30 (10,8-60,3) | 100,0  (72,2-100,0) 20,0 (5,7-51,0)
Wien 66,7 (35,4-87,9) | 100,0 (70,1-100,0) 11,1 (2,0-43,5)
Bundesland DWV-A ‘ DWV-B ‘ SBV

AUT 0,5 (0,1-2,9) | 88,6 (83,3-92,4) | 80,8 (74,7-85,8)
Bgl. 0,0 100,0  (61,0-100,0) | 100,0 (61,0-100,0)
Ktn. 4,5 (0,8-21,8) 95,5 (78,2-99,2) 40,9 (23,3-61,3)
NO. 0,0 97,1 (85,5-99,5) 914 (77,6-97,0)
00. 0,0 97,6 (87,7-99,6) 78,6 (64,1-88,3)
Sbg. 0,0 64,3 (38,8-83,7) 85,7 (60,1-96,0)
Stm. 0,0 82,9 (67,3-91,9) 88,6 (74,0-95,5)
Tirol 0,0 70,0 (48,1-85,5) 75,0 (53,1-88,8)
Vbeg. 0,0 80,0 (49,0-94,3) | 100,0 (72,2-100,0)
Wien 0,0 100,0  (70,1-100,0) 88,9 (56,5-98,0)

2.3.5.2 Seehohe

Aufgrund der orographischen Gegebenheiten in Osterreich weisen die Bienensténde signifikante
Unterschiede in der Seehthe zwischen den unterschiedlichen Bundeslandern auf (H=92,05; df=S8;
P<0,001; Abbildung 2.9). Die beschriebenen Unterschiede im Virusauftreten zwischen den
Bundesldndern kénnten auch mit den Unterschieden in der Seeh6he zusammenhéngen. Daher
wurde diese als zusétzlicher Faktor ausgewertet.

Bei drei der sechs gemessenen Bienenviren war ein Zusammenhang zwischen der Préavalenz des
Virus und der Seehdhe des entsprechenden Bienenstandes nachweisbar (ABPV, DWV-B, SBV;
Tabelle 2.8 und Abbildung 2.10). Dabei sank die Priavalenz umso mehr, je hoher der Bienenstand
gelegen war. Bei BQCV und CBPV wurde kein Zusammenhang zwischen dem Auftreten des Virus
und der Seehohe gefunden. DWV-A wurde aufgrund der geringen Stichprobe nicht ausgewertet.
Bei DWV-B war zusétzlich ein Zusammenhang zwischen der Hohe des Virustiters und der
Seehohe des Bienenstandes nachweisbar (Abbildung 2.11).
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Abbildung 2.9: Seehohe der Bienenstdnde nach Bundeslindern. 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.

ABPV trat umso seltener auf, je héher der Bienenstand gelegen war (x2=22,99; df=4; P<0,001).
Auf Bienenstéanden der Gruppe < 200m war die Privalenz mit 69,2% (95% CI: 42,4-87,3%)
am hochsten. Die geringste Préavalenz wurde in der Gruppe 601-800m gemessen und betrug
9,8% (95% CI: 3,9-22,5%). Es war kein signifikanter Zusammenhang zwischen der Seehohe des
Bienenstandes und dem Virustiter von ABPV-positiven Proben feststellbar (H=9,46; df=4,
P=0,051). Der P-Wert liegt nur knapp tiber der Signifikanzgrenze. Es konnte daher sein, dass ein
moglicher vorhandener Effekt aufgrund der niedrigen Stichprobenzahlen fiir die Gruppe < 200 m
nicht gezeigt werden kann (siehe Stichprobenzahl in Abbildung 2.11).

Fir BQCV wurde weder ein Zusammenhang zwischen der Seeh6he und der Pravalenz des Virus
noch der Seehthe und der Hohe des Virustiters fiir die BQCV-positiven Proben festgestellt
(Prévalenz: x?=4,11; df=4; P=0,392; Titer: H=6,78; df=4; P=0,148).

Fiir CBPV wurden keine Unterschiede in der Viruspréavalenz zwischen den verschiedenen Seeho-
hen festgestellt (x*=0,86; df=4; P=0,931). Aufgrund der geringen positiven Probenanzahl in
den einzelnen Seehdhe-Gruppen wurde keine Auswertung des Virustiters durchgefiihrt (siehe
Stichprobenzahlen in Abbildung 2.11).
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DWYV-A wurde aufgrund der geringen Stichprobe von einem positiven Wert nicht statistisch
ausgewertet.

Fir DWV-B wurde ein Zusammenhang zwischen der Seeh6he des Bienenstandes und der
Virusprivalenz sowie des Virustiters festgestellt (Priavalenz: y?=41,16; df=4; P<0,001; Titer:
H=16,76; df=4; P=0,002). Dabei sank sowohl die Privalenz als auch der Titer umso mehr ab,
desto hoher der beprobte Bienenstand gelegen war. In allen Proben der Gruppe < 200m war
DWV-B nachweisbar, die Préavalenz lag daher bei 100,0% (95% CI: 77,2-100,0%). Ebenso war
der Virustiter in dieser Gruppe im Median am hochsten (Median 1,57x10° RNA-Kopien/mL
Homogenat; Q1-Q3: 1,36x10%-2,76x10° RNA-Kopien/mL Homogenat). Die niedrigste Préivalenz
wurde in der Gruppe > 800 m gemessen und betrug 57,7% (95% CI: 38,9-74,5%). In der selben
Gruppe war auch der mediane Titer am niedrigsten und betrug 1,46x107 RNA-Kopien/mL
Homogenat (Q1-Q3: 1,81x10%-1,18x10®* RNA-Kopien/mL Homogenat).

Die Wahrscheinlichkeit des Auftretens von SBV nahm ebenfalls umso mehr ab, je hoher der
Bienenstand gelegen war (y?= 12,74; df=4; P=0,013). Die maximale Privalenz wurde fiir die
Gruppe 201-400m gemessen und betrug 93,3% (95% CI: 84,1-97,4%). Die geringste Prévalenz
wurde in der Gruppe 601-800m gemessen und betrug 68,3% (95% CI: 53,0-80,4%). Fiir SBV
wurde zwischen den verschiedenen Seehohen kein Unterschied im Virustiter festgestellt (H=6,13;
df=4; P=0,190).

Tabelle 2.8: Virusprivalenz der Bienenstande [%] (£95% Konfidenzintervall) von den sechs nachgewiesenen Viren
auf unterschiedlichen Seehéhen und fiir Osterreich (AUT) gesamt, im September 2019.
Seehdhe ABPV | BQCV | CBPV

AUT 33,7 (27,4-40,6) | 99,0 (96,3-99,7) | 7,3  (4,4-11,8)
<200m | 69,2  (42,4-87,3) | 100,0  (77,2-100,0 7.7 (1,4-33,3

) ) )
201 —400m | 46,7  (34,6-59,1) | 100,0  (94,0-100,0) | 6,7  (2,6-15,9)
401 —600m | 32,1 (21,1-45,5) | 100,0  (93,2-100,0) | 9.4  (4,1-20,3)
601 —800m | 9.8  (3,9-22,5) | 97,6  (87,4-99.6) | 7.3  (2,5-19.4)
>800m | 26,9  (13,7-46,1) | 96,2  (81,1-99,3) | 3.8  (0,7-18,9)
Seehche | DWV-A | DWV-B | SBV
AUT 0,5  (0,1-2,9) | 88,6 (83,3-92,4) | 80,8 (74,7-85,8)
< 200m 0,0 100,0  (77,2-100,0) | 92,3  (66,7-98,6)
201 —400m | 0,0 98,3 (91,1-99,7) | 93,3  (84,1-97.4)
401 —600m | 0,0 98,1  (90,1-99,7) | 77,4  (64,5-86,5)
601 —800m | 24  (0,4-12,6) | 78,0  (63,3-83,0) | 683  (53,0-80,4)
> 800m 0,0 57,7 (38,9-74,5) | 73,1  (53,9-86,3)
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Abbildung 2.10: Virusprévalenz der Bienenstinde auf unterschiedlichen Seehéhen (+£95CI). Anzahl Stédnde pro
Kategorie: < 200m N=13; 201-400m N=16; 401-600m N=53; < 800m N=41; > 800m N=26
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Abbildung 2.11: Virustiter der sechs nachgewiesenen Viren in den positiven Proben in den fiinf Kategorien fiir
Seehhe (N=Anzahl der positiven Proben). ,Mill.“ Million (=10°); ,Mrd.“ Milliarde (=107),
,Bill“ Billion (=10'2). 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.

2.3.6 Zusammenhang Viruskonzentration und Winterverluste

Die Winterverluste (tote Volker) unter den Probenvélkern betrugen 13,6% (95% CI: 10,7-16,8%)
und unterschieden sich nicht von den Winterverlusten der Monitoringstinde (=Sténde, auf
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dem die Probenahme durchgefiihrt 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 Probenvolkern (4-5 pro Stand) und auf den Monitoringstinden
(n=192 Sténde).

Art der Berechnung G Eingewintert Winterverluste
der Winterverluste Tappe (Anzahl Vélker) (Anzahl Volker)

Winterverluste (95% CI)

nur tote Vélker Probenvélker 956 130 13,6% (10,7-16,8%)

Monitoringstand 2931 338 11,5% (9,3-14,1%)
tote + weisellose Probenvélker 956 172 18,0% (14,8-21,5%)
Vélker Monitoringstand 2931 487  16,6% (14,2-19,3%)

2.3.6.1 Logistische Regression

Bei der logistischen Regression erwiesen sich die Faktoren DWV-B, das Symptom ,Varroamilben
auf Bienen* und die Gesamtanzahl der Vilker des Imkereibetriebes als statistisch signifikant
(Tabelle 2.10). Volker, in deren Proben DWV-B mit einer hohen Konzentration gefunden
wurde, hatten eine signifikant hohere Wahrscheinlichkeit tiiber den Winter abzusterben, als die
Volker, in deren Proben kein DWV-B nachgewiesen werden konnte. Eine geringe oder mittlere
Konzentration von DWV-B fiihrte jedoch nicht zu einer signifikant erhhten Sterblichkeit der
Bienenvolker. Wenn bei mindestens einem Probenvolk im Herbst das Symptom ,Varroamilben auf
Bienen“ beobachtet wurde, stieg die Wahrscheinlichkeit eines Absterbens der Volker signifikant
im Vergleich zu Sammelproben, in deren Volkern das Symptom nicht beobachtet wurde. Die
Wahrscheinlichkeit der Wintersterblichkeit unterschied sich nicht zwischen Sammelproben ohne
Symptome und Sammelproben, von deren Volkern keine Angaben zu den Symptomen gemacht
wurden. Die Wahrscheinlichkeit eines Absterbens der Monitoringvolker sank mit zunehmender
Volkerzahl des Imkereibetriebes.

Tabelle 2.10: Multivariates Modell (GLM mit quasibinomialer Verteilung): Einfluss auf die Wintersterblich-
keit von Bienenvélkern. Pradiktoren: Virustiter von DWV-B im September vor der Einwinterung
(Vergleichskategorie: negativ, K = Konzentration), Symptom ,Varroamilben auf Bienen* im Sep-
tember gesehen (Vergleichskategorie: Symptom nicht gesehen) und Gesamtanzahl der Volker des
Imkereibetriebes (Anzahl Vélker). n=390 Proben.

Pradiktor ‘ Schétzer Standardfehler P-Wert
DWYV-B geringe K -0,039 0,360 0,913
DWV-B mittlere K 0,502 0,337 0,137
DWV-B hohe K 1.204 0,355 <0,001
Varroa - gesehen 0,680 0,212 0,001
Varroa - keine Angabe 0,057 0,317 0,858
Anzahl Volker ‘ -0,003 0,002 0,050
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Die folgenden Faktoren wurden nicht in das Modell eingebaut, da sie die Vorhersage des
Modells nicht verbesserten: Virustiter von ABPV, BQCV, CBPV, SBV, das Auftreten des
Symptoms ,deformierte Fliigel bei Bienen“, das Untersuchungsjahr, die Anzahl der schwachen
Monitoringvolker, die Seehdhe des Bienenstandes, die Jahre an imkerlicher Erfahrung und das
Vorhandensein eines Bio-Zertifikats.

2.3.6.2 Regression Tree

In der vorliegenden Analyse wiesen die Regression Trees eine hohe Varianz auf. Das heifit,
die verschiedenen erstellten Bdume und daher auch ihre Aussagen unterschieden sich stark
voneinander. Deshalb wurde dieser Ansatz nicht bis ins Detail weiter verfolgt und es wurde
stattdessen auf die varianzreduzierende Methode des Random Forest-Modells zuriickgegriffen.
Beispielhaft ist in der Abbildung 2.12 einer der berechneten Regression Trees dargestellt. Als
relevantestes Feature wurde DWV-B identifiziert. Hohere Werte des Virustiters gehen tendenziell
mit einer hoheren Wintersterblichkeit einher. Weiters wurden ABPV, BQCV, SBV, Seehohe
und die Jahre an imkerlicher Erfahrung fiir die Durchfithrung der Splits verwendet

0.14
100%

(yes } DWVB < 780e+6-{no |
01 0.29
78% 22%

DWVB < 228e+6

ABPV < 4.9e+6
0.091 021 042
66% 14% 9%
seehoehe < 1020 ————— —seehoehe < 337 jahre.erfahrung >=
0.086 0.27
63% 9%

—BQCV < 83Te+3 SBV >= 300e+3

0.12
24%
ABPV < 19e+3
0.17
9%

ABPV >= 37e+3

0.067 0.086 0.095 0.21 0.17 0.085 0.15 0.34 0.31 0.62
39% 15% 7% 2% 12% 5% 3% 6% 5% 3%

Abbildung 2.12: Exemplarischer Regression Tree zu den Einflussfaktoren auf die Winterverluste der Monito-
ringvolker (n=390 Proben). In der Mitte jedes Splits steht die entsprechende Bedingung. 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
(,n0“). Die Ergebniskistchen 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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2.3.6.3 Random Forest-Modell

Ein Random Forest-Modell stellt eine Mittlung der Ergebnisse von tausenden Regression Trees dar.
Er wird daher nicht als Baum dargestellt. Stattdessen werden die Faktoren nach ihrer Relevanz
gereiht. Die zwei Kennwerte hierfiir sind ,,Total Decrease in Node Impurity* und ,Mean Decrease
Accuracy”. Beide Kennwerte rechnen DWV-B den hochsten Einfluss auf die Winterverluste zu,
zweitgereiht wird ABPV gefiihrt (Abbildung 2.13). Nach diesen zwei Préadiktoren bricht die
Importance stark ein, die weiteren Prédiktoren tauchen weit seltener als wichtige Faktoren in
den Regression Trees auf. Die Reihung der restlichen Pradiktoren unterscheidet sich zwischen
den beiden Kennwerten. Auch dies ldsst auf eine unklare Datenlage schlieften.

Variance Importance Plots - Random Forest

Total Decrease in Node Impurity Mean Decrease Accuracy
] : : . : : e : : :
ABPV - . ABPV A
BQCW i i Jahre Erfahrung -
Jahre Erfahrung _ i i BQCV
Seehshe q _ SBV A
o N | Ve

Anzahl Vilker |
total

Anzahl Vilker |
total

CBPV 1 A Seehche 1
Varroamilben | E E E E verkrippelte |
auf Bienen : ' : ' : ' : ' : Flogel
verkrippelte | I : : : : Anzahl | I
Flugel | : : : : : schwache Volker | | : . : .
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.000 0.002 0.004
Importance Importance

Abbildung 2.13: Einflussfaktoren auf die Winterverluste: Ergebnisse des Random Forest-Modells.

Fiir die zwei wichtigsten Faktoren wurde die Vorhersage des Modells im Detail dargestellt
(Abbildung 2.14). Bei beiden Viren stieg die Wahrscheinlichkeit eines Ausfalls mit der Erhéhung
des Virustiters, der Kurvenverlauf unterschied sich jedoch stark. Bei DWV-B war bei niederem
Virustiter kein erhéhter Winterverlust zu erwarten. Erst ab einem Titer von 10¥8 RNA-Kopien/mL
Homogenat stieg die vorhergesagte Winterverlustrate steil nach oben und erreichte etwa 21%
vorhergesagte Wintersterblichkeit bei 10° RNA-Kopien/mL Homogenat. Im Gegensatz stieg bei
ABPYV die Wahrscheinlichkeit eines Winterverlustes kontinuierlich mit Erhéhung des Virustiters.
Zu beachten ist auch die Streuung der vorhergesagten Wintersterblichkeit bei einem negativen
Virustiter. Vorhersagen erreichten hier Maximalwerte von 18% bei DWV-B und 32% bei ABPV.
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Abbildung 2.14: Vorhersage der Wintersterblichkeit durch das Random Forest-Modell. Dargestellt sind die zwei
einflussreichsten Prédiktoren des Modells: der Virustiter von DWV-B (links) und ABPV (rechts)
im September vor der Auswinterung (n=390). ,Mill.“ Million (=10°); ,Mrd.“ Milliarde (=10?),
,BilL“ Billion (=10'2).

2.3.6.4 Stacking

Fiir die Stacking Modelle wurden Vorhersagen anhand einer Kombination des Random Forest-
Modells und des logistischen Regressionsmodells erstellt. Die Meta-Learner ermittelten fiir
jedes der Modelle einen Gewichtungskoeffizienten. Je hoher der Koeffizient eines Modells ist,
desto starker wurden dessen Vorhersagen in der endgiiltigen Vorhersage berticksichtigt. Wie in
Tabelle 2.11 zu sehen ist, beziehen beide Meta-Learner die Logistische Regression etwas stéarker
in das Stacking Modell ein als das Random Forest-Modell. Die Unterschiede in den Koeffizienten
sind jedoch gering. Dies heifst, dass beide Stacking Modelle empfehlen, die Ergebnisse des
Random Forest-Modell und der Logistischen Regression in der Interpretation zu kombinieren
und als gleichwertig zu betrachten.

Tabelle 2.11: Stacking Modelle: Einfluss auf die Wintersterblichkeit von Bienenvilkern. Es wurden das Random
Forest-Modell (Abbildung 2.13) und die logistische Regression (Tabelle 2.10) gestackt.

Koeflizient Koeffizient
Random Forest Log. Regression

Meta-Learner

Breiman
Ridge Regression

0,499 0,501
0,440 0,480
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2.3.6.5 Vergleich der Vorhersagekraft der Winterverlust-Modelle

Um die Giite der unterschiedlichen Modelle zu bewerten, wurde eine Kreuzvalidierung durchge-
fithrt (Tabelle 2.12). Dabei wurde jedes Modell zuerst mit einem Trainingsdatensatz angepasst
und danach mit einem Test-Datensatz getestet. Der RMSE-Wert gibt an, wie stark die Vorhersage
des Modells von der Wirklichkeit abweicht. Je hoher der RMSE-Wert ist, desto haufiger hat das
Modell Fehler in der Vorhersage gemacht.

Das Basismodell wurde ohne Priadiktoren gerechnet und hat daher auch die h6chsten RMSE-
Werte (Tabelle 2.12). Den niedrigsten RMSE-Wert im Trainingsdatensatz hatte der Regression
Tree, die Anwendung auf den Testdatensatz zeigte hingegen keine Verbesserung gegeniiber dem
Basismodell. Insgesamt schneidet das Random Forest-Modell am besten ab, da es sowohl im
Traingslauf als auch im Testlauf einen sehr geringen RMSE-Wert hatte. Am zweitbesten wurden
die beiden Stacking Modelle bewertet. Generell ist die Vorhersagegiite auch des besten Modells
nicht viel besser als die Giite des Basismodells. Dies kann dadurch erklart werden, dass einige
Volker trotz hohem DWV-B Titer {iberlebt haben und dieser Umstand nicht durch die restlichen
Pradiktoren erkléart werden konnte. Es diirften also noch weitere Faktoren eine wichtige Rolle
spielen, die in der vorliegenden Analyse nicht beriicksichtigt wurden.

Tabelle 2.12: Vergleich der unterschiedlichen Modelle hinsichtlich ihrer Vorhersagekraft mittels Kreuzvalidierung.
Der Trainingsdatensatz bestand aus 75% der Daten, der Testdatensatz aus 25% der Daten. RMSE
Root-Mean-Square-Error (quasi ein durchschnittlicher Vorhersagefehler).

Modell Trainings-RMSE  Test-RMSE
Basismodell 0,209 0,240
Regression Tree 0,168 0,240
Random Forest 0,174 0,214
Logistische Regression 0,194 0,228
Stacking nach Breiman 0,198 0,219
Stacking mit Ridge Regression 0,198 0,220

Es zeigt sich, dass durch das Stacking keine weitere Verbesserung in der Vorhersage der Win-
tersterblichkeit erreicht werden konnte. Das Einzelmodell des Random Forest zeigt die beste
Vorhersagegiite. Die Variable-Importance-Plots legen nahe, dass vor allem DWV-B einen Einfluss
auf die Wintersterblichkeit der Bienenvolker hat. Dies wird auch in allen anderen Modellen
bestétigt. Sowohl im Random Forest-Modell als auch im logistischen Regressionsmodell sicht man,
dass vor allem ein DWV-B Titer iiber 10° RNA-Kopien/mL Homogenat die Wintersterblichkeit
erhoht (Tabelle 2.10 und Abbildung 2.14). Das Random Forest-Modell zeigt zusétzlich einen
Zusammenhang zwischen einem erhéhtem ABPV Titer und einem Ansteigen der Wintersterb-
lichkeit. Weitere mogliche Einflussfaktoren sind laut logistischer Regression das Auftreten des
Symptoms ,Varroamilben auf Bienen“ und die Grofe des Imkereibetriebes.
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2.3.7 Zusammenhang Viruspravalenz und Viruskonzentration mit den
berichteten Symptomen der Vdlker

171 Imker und Imkerinnen sahen im September 2019 ihre Probenvoélker auf Symptome von
Viruserkrankungen durch (88,6% von 193 TeilnehmerInnen). Dabei gaben 161 ImkerInnen Infor-
mationen zu allen fiinf abgefragten Symptomen und 10 ImkerInnen Informationen zu einem Teil
der abgefragten Symptome. In 50,3% aller Riickmeldungen wurden keine Symptome beobachtet
(86 von 171 ImkerInnen), in 35,7% der Riickmeldungen wurde ein Symptom beobachtet (61
ImkerInnen), in 10,5% der Riickmeldungen wurden zwei Symptome beobachtet (18 ImkerInnen)
und in 3,5% drei Symptome beobachtet (6 ImkerInnen). Auf keinem Bienenstand wurden mehr
als drei Symptome beobachtet. Dabei wurden ,schwarz-glanzende Bienen“ bei weitem am héu-
figsten beobachtet (37,5% der Meldungen positiv). Die Symptome ,Varroamilben auf Bienen*
und ,,Bienen mit verkriippelten Fliigeln“ waren von etwa einen Zehntel aller Teilnehmerlnnen
beobachtet worden (13,7% und 10,7% der Meldungen positiv). Die Symptome , Totenfall vor
dem Bienenvolk* und ,Sackbrutsymptome* wurden sehr selten beobachtet (3,5% und 3,0% der
Meldungen positiv).

2.3.7.1 Totenfall vor dem Bienenvolk

Es haben 88% der teilnehmenden ImkerInnen Angaben zu dem Symptom , Totenfall vor dem
Bienenvolk* gemacht (170 ImkerInnen von 193). Dieses Symptom wurde auf 6 Monitoringstdnden
beobachtet und ist daher auf 3,5% der Stande aufgetreten. Ein erhohter 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 moglich.

2.3.7.2 Varroamilben auf Bienen

Zu dem Symptom ,Varroamilben auf Bienen* haben 87,0% ImkerInnen Angaben gemacht (168
von 193 TeilnehmerInnen). 13,7% der Meldungen berichteten von ,Varroamilben auf Bienen*
in mindestens einem der Voélker (23 von 168). ,Varroamilben auf Bienen“ sind ein Hinweis auf
einen hohen Varroabefall der Bienen und damit auf eine akute Infektion mit DWV. Daher wurde
ein Zusammenhang zwischen den Beobachtungen und dem Auftreten von DWV-B untersucht.
DWYV-A wurde nur in einer Probe gefunden und daher ist die Stichprobe hier zu klein fiir eine
statistische Untersuchung.

Es bestand kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Auftreten von DWV-B und der
Beobachtung von ,Varroamilben auf Bienen® (x?=1,85; df=1; P=0,174; Abbildung 2.15). In den 23
Fillen mit Beobachtungen von ,Varroamilben auf Bienen“ wurde auch in jeder zugehorigen Probe
DWV-B festgestellt, die Pravalenz betrug daher 100,0% (95% CI: 85,7-100,0%). Wurden keine
,Varroamilben auf Bienen“ beobachtet, lag die Priavalenz von DWV-B bei 88,3% (95% CI: 82,0-
92,5%).
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Der Titer von DWV-B war doppelt so hoch, wenn in den Probenvélkern ,Varroamilben auf
Bienen* beobachtet wurden, wie wenn das Symptom nicht beobachtet wurde (Abbildung 2.15).
Dieser Unterschied ist signifikant (W=1242; P=0,050). In Proben von Vélkern mit dem Sym-
ptom wurde im Median ein DWV-B Titer von 2,11x108 RNA-Kopien/mL Homogenat (Q1-Q3:
1,85x107-1,35x10° RNA-Kopien/mL Homogenat) gemessen. In Proben von Vélkern, in denen
keine ,Varroamilben auf Bienen“ beobachtet wurden, wurde im Median ein DWV-B Titer von
1,04x10® RNA-Kopien/mL Homogenat (Q1-Q3: 4,55x10%-5,73x10® RNA-Kopien/mL Homogenat)
gemessen.
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Abbildung 2.15: Zusammenhang zwischen der (A) Prévalenz 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 fiinf Probenvolker Symptom beobachtet; ,nein“ in keinem der fiinf Probenvolker
Symptom beobachtet; ,n“ Probenanzahl; ,Mill.“ Million (=10°); ,Mrd.“ Milliarde (=10%), ,Bill.“
Billion (=10"?). Statistik in der Grafik: (A) x?-Test; (B) Kruskal-Wallis-Test. Boxplot Diagramm:
dicker Mittelstrich: Median; untere/obere Grenze der Box: unteres/oberes Quartil; Antennen:
maximal 1,5-facher Interquartilsabstand.

2.3.7.3 Bienen mit verkriippelten Fliigeln

87,6% ImkerInnen machten Angaben zum Symptom ,Bienen mit verkriippelten Fliigeln“ (169
von 193 TeilnehmerInnen). Davon gaben 10,7% der ImkerInnen an, dass sie das Symptom bei
mindestens einem Volk beobachtet hatten. ,Bienen mit verkriippelten Fliigeln“ sind ein Hinweis
auf eine akute DWV-Infektion. Daher wurde der Zusammenhang zwischen dem Auftreten von
DWV-B und dem Auftreten des Symptoms untersucht. DWV-A wurde nur in einer Probe
gefunden und wurde daher nicht statistisch ausgewertet.

Die Pravalenz von DWV-B unterschied sich nicht signifikant zwischen Proben, die aus Volkern
mit ,,Bienen mit verkriippelten Fliigeln“ entnommen wurden, und Proben aus symptomfreien

Volkern (x?=1,18; df=1; P=0,277; Abbildung 2.16). Das Virus war in allen Proben aus Vélkern
mit ,Bienen mit verkriippelten Fliigeln“ vorhanden und hatte eine Prévalenz von 100,0%
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(95% CI: 82,4-100,0%). In der Gruppe ohne Anzeichen von ,Bienen mit verkriippelten Fliigeln®
lag die Prévalenz von DWV-B bei 88,7% (95% CI: 82,7-92,9%).

Der DWV-B Titer unterschied sich signifikant zwischen den Proben aus Volkern mit ,,Bienen
mit verkriippelten Fliigeln* und den Proben aus Voélkern ohne Symptom (W=776; P=0,003;
Abbildung 2.16). Dabei lag der Titer von DWV-B bei Proben aus Vélkern mit Symptom im
Median bei 5,11x10® RNA-Kopien/mL Homogenat (Q1-Q3: 3,73x107-2,03x10° RNA-Kopien /mL
Homogenat). In Proben von Vélkern ohne ,Bienen mit verkriippelten Fliigeln* wurde im Median
ein DWV-B Titer von 9,55x10” RNA-Kopien/mL Homogenat (Q1-Q3: 3,07x10%-4,96x10® RNA-
Kopien/mL Homogenat) gemessen.
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Abbildung 2.16: Zusammenhang zwischen der (A) Prévalenz von DWV-B bzw. (B) dem Titer der DWV-B
positiven Proben mit dem Auftreten des Symptoms ,Bienen mit verkriippelten Fliigel“. ,ja“:
Symptom in zumindest einem der fiinf Probenvélker beobachtet; ,nein“ Symptom in keinem
der fiinf Probenvélker beobachtet; ,n“ Probenanzahl; ,Mill.“ Million (=10°); ,Mrd.“ Milliarde
(=10%), ,Bill.* Billion (=10'?). Statistik in der Grafik: (A) x?-Test; (B) Kruskal-Wallis-Test.
Boxplot Diagramm: dicker Mittelstrich: Median; untere/obere Grenze der Box: unteres/oberes
Quartil; Antennen: maximal 1,5-facher Interquartilsabstand.

2.3.7.4 Schwarz-glinzende Bienen

87,0% der teilnehmenden ImkerInnen machten Angaben zum Symptom ,schwarz-glinzende
Bienen* (168 von 193 TeilnehmerInnen). Dabei wurde in 37,5% der Fille angegeben, dass das
Symptom in zumindest einem der fiinf Probenvolker beobachtet wurde (63 von 168). Da schwarz-
glanzende Bienen ein Symptom fiir CBPV sein kénnen, wurden die Daten auf Korrelation
zwischen CBPV und der beobachteten Symptomatik ausgewertet.

Es gab keinen signifikanten Zusammenhang zwischen dem Auftreten von ,schwarz-glanzenden
Bienen® und der Privalenz von CBPV(x?=1,53; df=1; P=0,216; Abbildung 2.17). Die Privalenz
betrug bei Proben aus Volkern mit ,schwarz-glanzenden Bienen“ 11,1% (95% CI: 5,5-21,2%) und
bei Vélkern ohne beobachtetem Symptom 4,8% (95% CI: 2,1-10,7%). Daher war die Préavalenz
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von CBPV zwar doppelt so hoch, wenn das Symptom beobachtet wurde, als wenn es nicht
beobachtet wurde. Doch die deutlich iiberlappenden Balken des 95% Konvidenzintervalls zeigen,
dass dieser Unterschied auch durch Zufall zustande gekommen sein kann.

Es gab keinen signifikanten Zusammenhang zwischen dem Auftreten von ,schwarz-glanzenden
Bienen“ und der Héhe des Virustiters bei CBPV-positiven Proben (W=27; P=0,149; Abbil-
dung 2.17). Fiir die Proben aus Vélkern mit dem Symptom betrug der CBPV-Titer im Median
1,34x10° RNA-Kopien/mL Homogenat (Q1-Q3: 4,59x10%-1,83x10® RNA-Kopien/mL Homogenat)
und fiir die Proben aus symptomfreien Vélkern betrug er im Median 1,64x107 RNA-Kopien/mL
Homogenat (Q1-Q3: 1,20x6"-4,50x10® RNA-Kopien/mL Homogenat).
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Abbildung 2.17: Zusammenhang zwischen der (A) Privalenz von CBPV bzw. (B) dem Titer der CBPV positiven
Proben mit dem Auftreten des Symptoms ,schwarz-glinzende Bienen®. ,ja*: Symptom in zumin-
dest einem der flinf Probenvélker beobachtet; . nein“ Symptom in keinem der fiinf Probenvolker
beobachtet; ,n“ Probenanzahl; ,Mill.“ Million (=10); ,Mrd.“ Milliarde (=10?), ,Bill.* Billion
(=1012). Statistik in der Grafik: (A) x2-Test; (B) Kruskal-Wallis-Test. Boxplot Diagramm: dicker
Mittelstrich: Median; untere/obere Grenze der Box: unteres/oberes Quartil; Antennen: maximal
1,5-facher Interquartilsabstand.

2.3.7.5 Sackbrutsymptome

Insgesamt haben 87% der TeilnehmerInnen Angaben zu Sackbrut-Symptomen gemacht (168
von 193 TeilnehmerInnen). Sackbrutsymptome wurden auf fiinf Stdnden in mindestens einem
Probenvolk beobachtet und sind damit auf 3,0% der Stiande aufgetreten. Aufgrund des seltenen
Auftretens des Symptoms war eine Auswertung auf Zusammenhang mit SBV nicht moglich.
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2.4 Diskussion

2.4.1 Reprasentativitat der Studienteilnehmerinnen

Im Vergleich zum ersten Versuchsjahr kam es zu einer geringfiigigen Anderung in der Gruppe
der TeilnehmerInnen. Zehn TeilnehmerInnen aus dem ersten Versuchsjahr fielen aus. Fiinf
TeilnehmerInnen kamen als Ersatz fiir die ausgefallenen TeilnehmerInnen, die schon friithzeitig
abgesagt hatten, neu hinzu.

Vorrangiges Ziel des Virenmonitorings ist es, eine fiir Osterreich reprisentative Aussage iiber die
Prévalenz von Bienenviren zu machen. Deswegen wurde bei der Auswahl Sorge getragen, dass
eine geographische Reprasentativitit der einzelnen Bundesldnder gewéhrleistet ist (Tabelle 2.2).
Dies wurde erreicht, indem die TeilnehmerInnen anhand der Bundeslander-Zugehorigkeit ihrer
Bienenstidnde aus den freiwilligen Meldungen ausgewéhlt wurden. Es kam zu geringfiigigen
Anderungen in der Bundesldnder-Verteilung der Bienenstéinde zwischen der Planung und den
tatséchlich eingesandten Proben. Diese Verschiebung kam teilweise durch den Ausfall von
sieben Bienenstdnden zustande. Zuséatzlich wéahlten einige ImkerInnen Bienensténde in anderen
Bundeslédndern als anfangs angegeben zur Teilnahme aus (Verschiebung von Niederosterreich
nach Wien).

Im vorliegenden Versuchsjahr lagen die Winterverluste der Virenmonitoring-TeilnehmerInnen
4% iiber den Winterverlusten der COLOSS-Studie (=Ergebnisse des Moduls U des vorliegenden
Berichts). Der Unterschied zwischen den beiden Winterverlust-Berechnungen wird auch anhand
der nicht iiberlappenden Konfidenzintervalle ersichtlich. An der COLOSS-Studie hatten 1.539
Imkereibetriebe mit 30.724 Volkern teilgenommen und es wurde ein Winterverlust von 12,6%
(95% CI: 11,9-13,3%) gemeldet (Abschnitt 1.3.3.1). Im Vergleich dazu wurde auf den Monito-
ringstdnden des Virenmonitorings ein Winterverlust von 16,6% (95% CI: 14,2-19,3%) gemeldet
(tote + weisellose Volker, Details siche Tabelle 2.9).

Dieser Unterschied spielt jedoch aufgrund der unterschiedlichen Zielsetzungen der beiden Pro-
jektmodule nur eine untergeordnete Rolle. Ziel der COLOSS-Studie ist es, die Winterverluste
in Osterreich im Detail zu erfassen. Die Eingabe der Daten erfolgt durch eine méoglichst grofie
Anzahl von zum Teil anonymen TeilnehmerInnen (Winter 2019/20: 1.539 Betriebe mit 30.124
Volker). Im Virenmonitoring werden die Winterverluste in erster Linie dazu erhoben, um Riick-
schliisse iiber die Effekte der nachgewiesenen Viren auf den Uberwinterungserfolg der Voélker
zu untersuchen. Die Daten werden daher von einer vergleichsweise geringen Anzahl an uns
bekannten TeilnehmerInnen tiber mehrere Jahre erhoben (Winter 2019/20: 193 Bienenstande
mit 2.931 Volker). Es ist nicht verwunderlich, dass die geringe TeilnehmerInnenzahl und grofere
Teilnahmehiirde im Modul A zu Unterschieden in den Winterverlusten fiihrt. Diese waren jedoch
gering und kamen erst im zweiten Untersuchungsjahr vor.

Die Repréasentativitit der Stichprobe ist fiir die Kenngrofien Imkererfahrung, Betriebsgrofie
und Bio-Zertifizierung vermutlich nicht voll gegeben. Leider liegen uns fiir diese Kenngrofen
keine Daten aus der Osterreichischen Imkerschaft vor. Wir kénnen sie jedoch teilweise mit den
Daten der COLOSS-Studie vergleichen, die eine wesentlich grofsere Stichprobe aufweist. So sind
wahrscheinlich die jungen, unerfahreneren ImkerInnen in der Stichprobe des Virenmonitoring
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iiberrepréasentiert, da etwa die Halfte aller teilnehmenden ImkerInnen weniger als elf Jahre
Imkererfahrung aufweisen. Ebenso sind die Imkereibetriebe mit weniger als 20 Vélkern im
Vergleich zu COLOSS-Studien unterreprésentiert (Virenmonitoring: 43,5% der TeilnehmerInnen;
COLOSS-Studien: >70%, Brodschneider et al., 2018a, 2019b, Abschnitt 1.3.6.2). Der Anteil an
zertifizierten Bio-Imkereien scheint mit 24,9% der TeilnehmerInnen ebenso iiber dem Osterreich-
weiten Schnitt zu liegen. In den COLOSS-Studien lag der Anteil der zertifizierten Bio-Imkereien
bei etwa 10% (Brodschneider et al., 2018a, 2019b).

Die beschriebenen Abweichungen der drei Kenngrofsen kommen vermutlich aufgrund der Teil-
nehmerlnnen-Aquisition mittels freiwilliger Meldung zustande. Bei Gespréchen oder in E-Mails
nannten die TeilnehmerInnen vorrangig drei Griinde fiir die Teilnahme an der Studie: die
Bereitschaft, die wissenschaftliche Forschung zum Thema Bienenviren zu unterstiitzen; die
Moglichkeit, exakte Daten iiber Virusinfektionen in den eigenen Volkern zu erhalten und das
Interesse, sich Wissen iiber das Thema Bienenviren anzueignen. Aus dieser Motivation heraus
war eine Teilnahme an dem Projekt - und damit eine freiwillige Meldung - vor allem fiir
JungimkerInnen und NeueinsteigerInnen interessant, die die Chance wahrnahmen, ihr Wissen
zu erweitern. Ebenso ist das vermehrte Interesse von bio-zertifizierten Imkereien 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 fiinf Probenvélkern, die einen Teil der ImkerInnen
automatisch ausschloss. Um die beschriebenen Abweichungen zumindest teilweise zu vermeiden,
hétte man eine Zufallsauswahl aus dem Osterreichweiten Bienenstandsregister (VIS) durchfiithren
miissen. Dies war leider aus rechtlichen Griinden nicht moglich.

2.4.2 Pravalenzlevel

Die errechneten Pravalenzwerte sind Préavalenzwerte auf Bienenstand-Niveau. Der Bienenstand
ist eine epidemiologische Einheit, da aufgrund der gruppenweisen Aufstellung auf engem Raum
(Blockaufstellung, grofse Zahl von Bienenvolkern auf einem Bienenstand), imkerlicher Eingriffe
(gleiches Werkzeug fiir alle Bienenvolker, Wechsel von Beutenteilen, Rdhmchen, Futter- und
Brutwaben zwischen Voélkern, etc.) und Verhalten der Bienen (Verflug der Arbeiterinnen und
Drohnen, Rauberei in anderen Standvolkern) ein stdndiger Austausch von viruskontaminiertem
Material zwischen den Vélkern zu erwarten ist. Deswegen haben wir in der vorliegenden Studie
die fiinf eingesandten Bienenproben eines Standes zu jeweils einer Sammelprobe zusammengefasst
und untersucht. Mit einer Sammelprobe aus mehreren Volkern steigt die Wahrscheinlichkeit,
dass alle héufig 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).

In den im September 2019 untersuchten Bienenproben waren sechs Bienenviren nachweisbar
(ABPV, BQCV, CBPV, DWV-A, DWV-B, SBV; Abbildung 2.5). Zwei weitere getestete Viren
wurden nicht entdeckt (IAPV, KBV). Das gefundene Virenspektrum stimmt damit sowohl mit
den Ergebnissen des ersten Untersuchungsjahrs als auch mit den Ergebnissen des Vorprojekts
wZukunft Biene" tiberein (Brodschneider et al., 2018a, 2019b). Das negative Untersuchungsergebnis
fiir IAPV und KBV stimmt auch mit fritheren 6sterreichischen Untersuchungen iiberein, in
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denen diese Viren entweder gar nicht oder nur in Einzelfdllen detektiert wurden (Koéglberger
et al., 2009; Girsch und Rudolf Moosbeckhofer, 2012; Rudolf Moosbeckhofer und Mayr, 2014).
Doch auch diese Einzelnachweise sind inzwischen als nicht gesichert anzusehen, da die selben
Proben im Zuge der Methodenetablierung von IAPV und KBV mit neuen Methoden untersucht
wurden und die Viren damit nicht nachgewiesen werden konnten (Abschnitt 2.2.7.5).

Das Prévalenzlevel der Viren blieb grofiteils iiber die beiden Untersuchungsjahre 2018 und 2019
konstant (Brodschneider et al., 2019b; Morawetz et al., 2019b). In beiden Jahren war BQCV
mit einer Pravalenz knapp unter 100% das haufigste Virus, gefolgt von DWV-B, das in beiden
Jahren in tiber 85% der Proben vorkam. Auch die seltenen Viren CBPV und DWV-A traten
in beiden Jahren mit einer dhnlichen Haufigkeit auf, bei beiden blieb die Préavalenz unter 10%.
Interessanterweise kam es jedoch zu Unterschieden in der Pravalenz der Viren ABPV und SBV.
ABPV kam im Untersuchungsjahr 2019 um 30% seltener vor als im Jahr zuvor (Prévalenz 2018
54% (95% CI: 47-60%)). SBV hingegen kam im Jahr 2019 um 30% héufiger vor als im Vorjahr
(Pravalenz 2018: 62% (95% CI: 55-69%)).

Schwankungen in der Haufigkeit lassen sich auch im Vergleich zu anderen osterreichischen Studien
beobachten. In der Vorgéngerstudie ,,Zukunft Biene* wurden 210 Bienenproben, die im September
2015 genommen worden waren, 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 Viren und die Haufigkeit von DWV-A und DWV-B unterschied sich nicht signifikant.
Auch in einer fritheren Gsterreichischen Studie, die Proben von 43 asymptomatischen Volkern
im Jahr 2009 auf sechs Viren untersuchte, war ABPV gemeinsam mit SBV das am héufigsten
nachgewiesene Virus, gefolgt von BQCV und DWV (Koglberger et al., 2009). Ein Vergleich der
absoluten Héufigkeiten mit den Vorgéngerstudien ist nicht sinnvoll, da diese das Virusauftreten
in Einzelvolkern gemessen haben und damit nicht mit den Daten aus Sammelproben des
vorliegenden Projektes vergleichbar sind. Auch sind die Ergebnisse zwischen den verschiedenen
Studien aufgrund der unterschiedlichen angewandten PCR-Methoden nicht uneingeschrinkt
vergleichbar.

Die drei Viren ABPV, DWV-B, SBV unterschieden sich in der Pravalenz zwischen den neun
Bundesléandern (Abbildung 2.7 und Tabelle 2.7). Dabei waren ABPV in Tirol mit der geringsten
Pravalenz vertreten, DWV-B in Salzburg und SBV in Kéarnten. In Wien und dem Burgenland
wurden hingegen bei allen drei Viren sehr hohe Prévalenzwerte gemessen. Ahnliche Muster
wurden schon im Vorjahr beobachtet: im Jahr 2018 waren die Priavalenzwerte der Viren ABPV,
BQCV, DWV-B und SBV fiir Stdnde in Tirol und Kéarnten im Vergleich niedrig, wahrend
in Wien und dem Burgenland sehr hohe Pravalenzen gemessen wurden (Brodschneider et al.,
2019b). Diese Unterschiede stehen wahrscheinlich im Zusammenhang mit der Seehéhe, da die
teilnehmenden Bienensténde in Tirol, Salzburg und Kérnten am héchsten gelegen waren, wihrend
die Bienensténde in Wien und im Burgenland im Flach- und Hiigelland lagen (Abbildung 2.9).
Tatséchlich war fiir die Viren ABPV, DWV-B und SBV die Prévalenz auf Sténden in grofserer
Seehohe signifikant niedriger als auf tiefer gelegenen Sténden (Abbildung 2.10 und Tabelle 2.8).

Der Zusammenhang zwischen der Virus-Pravalenz und der Seehohe konnte nun in zwei aufeinan-
der folgenden Versuchsjahren fiir Osterreich gezeigt werden. Er ist vermutlich durch klimatische
und okologische Faktoren bedingt, die sowohl Einfluss auf die Vegetation und die Art der Land-
nutzung als auch auf die Entwicklung der Bienenvolker haben. So hat die durch die klimatischen
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Bedingungen bedingte kiirzere Brutzeit der Volker in héheren Lagen einen hemmenden Einfluss
auf die Entwicklung der Varroa-Population und damit auf die Verbreitung von Varroa-assoziierten
Viren wie DWV oder SBV im Bienenvolk (Sumpter und S. J. Martin, 2004; McMenamin und
Genersch, 2015). Es ist aufierdem zu vermuten, dass die Dichte der Bienenvolker in héheren
Regionen geringer ist als in niedrigeren Lagen. Mit einer geringen Volkerdichte sinkt die Wahr-
scheinlichkeit, dass Varroamilben und die von ihnen verbreiteten Viren zwischen Bienenvolkern
durch Rauberei, Bienen-Verflug oder Kontakte bei Bliitenbesuchen iibertragen werden (Forfert
et al., 2015, 2016; Nolan und Delaplane, 2016; Peck et al., 2016). Ebenso ist es zu erwarten, dass
sich die Hohenlagen durch Unterschiede im Futterpflanzenspektrum und der Pflanzendiversitéat
unterscheiden. Da die Erndhrung einen wichtigen Einfluss auf die Gesundheit und Abwehrkréaf-
te eines Volkes besitzt, konnen ungiinstige Erndhrungssituationen mitverantwortlich fiir die
Ausbreitung von Viren in Bienenvilkern sein (Decourtye et al., 2011; DeGrandi-Hoffman und
Y. Chen, 2015).

Es wurde kein Zusammenhang zwischen den von den ImkerInnen beobachteten Virussymptomen
und der Privalenz des entsprechenden Virus gefunden (Abschnitt 2.3.7). Auch im Vorjahr wurde
nur bei einem Symptom ein signifikanter Zusammenhang mit der Pravalenz hergestellt (DWV-B
und ,,Bienen mit verkriippelten Fliigeln®). Es besteht also kein oder kaum ein Zusammenhang
zwischen der reinen Nachweisbarkeit des Virus und den sichtbaren Symptomen der dem Vi-
rus entsprechenden Virose in den beprobten Volkern. Das Phénomen, dass ein Virus ohne
Krankheitssymptome nachweisbar ist, ist bei Bienenviren schon langer bekannt. Man spricht
hier von verdeckten (covert) und offenen (overt) Infektionen (Yue et al., 2007). Bei verdeckten
Infektionen ist das Virus in geringer Konzentration nachweisbar, doch die Biene zeigt keine
Krankheitssymptome, wiahrend bei offenen Infektionen hohe Virustiter nachweisbar sind und die
Biene klare Symptome der entsprechenden Virose zeigt (Zioni et al., 2011; Schurr et al., 2019).

2.4.3 Hohe Virustiter

Der Virustiter bewegte sich bei fiinf der positiv getesteten Viren in einer sehr grofsen Spannweite
zwischen fiinf und sechs Zehnerpotenzen (DWV-A: nur eine Probe). Daher ist zu erwarten,
dass die niedrigen Titerwerte verdeckte Infektionen ohne Symptome beschreiben, wiahrend die
hohen Titerwerte aus Volkern mit einer offenen Virusinfektion stammen (Amiri et al., 2015;
Schurr et al., 2019). Zusétzliche Variation in der Spannbreite entsteht dadurch, dass sich eine
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.

Ein Anzeichen fiir eine offene Infektion ist die Beobachtung von Symptomen der entsprechenden
Virose in den Monitoringvilkern. Bei DWV-B war das Auftreten einer offenen Infektion mit einem
signifikant erh6hten Virustiter verbunden. , Bienen mit verkriippelten Fliigeln und ,Varraomilben
auf Bienen“ sind Symptome fiir eine offene DWV Infektion (Bowen-Walker et al., 1999). Wirklich
war die Beobachtung der beiden Symptome jeweils mit einem signifikant erhohten Virustiter
verbunden (Abbildungen 2.15 und 2.16). Fiir das Symptom ,,Bienen mit verkriippelten Fliigeln“
konnte auch schon Datensatz des Vorjahres ein signifikanter Zusammenhang festgestellt werden
(Brodschneider et al., 2019b).
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Bei CBPV wurde kein Zusammenhang zwischen der Hohe des Virustiters und zwei Symptomen
fiir CBPV festgestellt (Abbildung 2.17). Dies deckt sich mit den Ergebnissen des Vorjahres.
Symptome fiir eine offene CBPV-Infektion sind unter anderem schwarz-glanzende Bienen und
ein erhohter Totenfall vor dem Volk (Ribiére et al., 2010). Die Beobachtung des Symptoms war
daher kein verlésslicher Hinweis auf das Auftreten von CBPV. Bienen sehen schwarz-glianzend
aus, weil die Haare auf ihrem Abdomen abbrechen. Nur konnen diese Haare auch aus anderen
Griinden (Réuberei, Waldtrachtkrankheit, erbliche Schwarzsucht) oder generell aufgrund des
hohen Alters der Biene verloren gehen. Diese Bienen kéonnen mit den CBPV geschéddigten
schwarz-glinzenden Bienen verwechselt werden. Ein erhohter 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 aussagekriftig auszuwerten.

2.4.4 Winterverluste

In allen gerechneten Modellen hat sich die Hohe des DWV-B Titers als wichtigster Einflussfaktor
auf die Wahrscheinlichkeit eines Winterverlustes erwiesen. Zusétzlich hat das aussagekraftigste
Modell, das Random Forest-Modell, den ABPV Titer als wichtigen Einflussfaktor identifiziert
(Abbildung 2.13 und Tabelle 2.12). Die logistische Regression, ein etwas weniger aussagekréftiges
Modell, ergab zusétzlich noch die Faktoren ,Varroamilben auf Bienen und Anzahl der Volker
des Betriebs als weitere Einflussfaktoren (Tabelle 2.10).

2.4.4.1 DWV-B

Die Aufgliederung von DWV in seine unterschiedlichen Typen wurde erst in den letzten Jahren
standardméfsig durchgefiihrt und berichtet (Stephen J. Martin et al., 2012; Mordecai et al., 2016).
Daher bezieht sich der folgende Text meist allgemein auf DWV, da in den zugrundeliegenden
Publikationen meist nicht zwischen den Typen differenziert wurde.

Der Zusammenhang zwischen dem Auftreten von DWV und Winterverlusten ist gut belegt, auch
fiir Osterreich und die umliegenden Linder (Deutschland: Genersch et al., 2010, Schweiz: Dainat
et al., 2012, Osterreich: Morawetz et al., 2018). Je hoher die Konzentration von DWV in den
untersuchten Proben ist, desto wahrscheinlicher ist das Volk krank und in Gefahr abzusterben
(Berthoud et al., 2010; Dainat et al., 2012; Amiri et al., 2015; Barroso-Arévalo et al., 2019).
Unklar ist nach wie vor, welcher Virustiter als gefahrdend einzuschétzen ist. Die in der Literatur
genannten Schwellen beziiglich DWV bewegen sich zwischen 10° und 107 RNA-Kopien/Biene
(Mockel et al., 2011; Amiri et al., 2015; Barroso-Arévalo et al., 2019; Schurr et al., 2019). Aufgrund
der Modellierungen der Daten der letzten beiden Jahre wiirden wir die Gefdhrdungsschwelle
von DWV-B in Ostereich bei etwa 10% — 10° RNA-Kopien/mL Homogenat ansetzen (etwa
3x107 - 3x10® RNA-Kopien/Biene; Abbildung 2.14). Dies passt auch zu den Beobachtungen der
teilnehmenden ImkerInnen iiber das Auftreten von DWV Symptomen und damit das Auftreten
einer offenen DWV-Infektion in zumindest einem der Probenvélker. Der DWV-Titer von Proben
aus Volkern mit den Symptomen ,Varroamilben auf Bienen“ oder ,Bienen mit verkriippelten
Fliigeln“ betrug fiir das Probenjahr 2019 im Median zwischen 10® und 10° RNA-Kopien/mL
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Homogenat. Unsere Daten wiirden die Schwelle daher um zumindest eine 10er Potenz hoher
einschétzen als die bisherige Literatur. Es bleibt jedoch noch abzuwarten, ob die Daten des
dritten Probenjahres noch Anderungen in der Einschitzung hervorrufen oder die derzeitige
Datenlage bestéatigen.

Der Zusammenhang zwischen hohem DWV-B Titer und Winterverlusten bezieht indirekt die
Varroamilbe als wichtigen Faktor in das Modell mit ein. Uns liegen fiir die Probenvolker
keine Informationen iiber die Varroabelastung vor. Doch das Auftreten von DWV ist eng mit
dem Auftreten der Varroamilbe verkniipft (Bowen-Walker et al., 1999; Gisder et al., 2009;
Dainat und Neumann, 2013). Je hoher der Titer von DWYV ist, desto hoher ist auch die
Milbenbelastung im Volk (Barroso-Arévalo et al., 2019). Dieser Zusammenhang wird auch durch
unsere Daten bestétigt: die abgefragten Symptome zur Varroose, ,Varroamilben auf Bienen“ und
,Bienen mit verkriippelten Fliigeln“, waren mit signifikant erhhtem DWV-B Titer verbunden
(Abbildungen 2.15 und 2.16). Im logistischen Modell ist der Faktor ,Varroamilben auf Bienen*
sogar ein zusatzlicher Faktor, dessen Auftreten eine erhohte Wintersterblichkeit vorhersagt.

2.4.4.2 ABPV

Ein hoher ABPV Titer fithrte auf den Monitoringstdnden zu einer erhohten Wahrscheinlichkeit
an Winterverlusten (Abbildung 2.14). Der Zusammenhang zwischen Winterverlust und ABPV
ist bereits fiir umliegende Léndern gezeigt worden (Berthoud et al., 2010; Genersch et al., 2010).
Im Vorgéngerprojekt , Zukunft Biene* konnte jedoch kein Zusammenhang zwischen ABPV und
Winterverlusten fiir Osterreich festgestellt werden (Morawetz et al., 2018). Hohere Titerwerte in
der vorliegenden Studie und neue Modellierungsansétze lassen zwei Vermutungen zu, wie es zu
diesen unterschiedlichen Ergebnissen gekommen ist. Entweder war im Untersuchungsjahr der
Vorlauferstudie ABPV wirklich aufgrund der geringen Titerwerte kein Einflussfaktor auf die
Winterverluste. Oder das neue Random Forest-Modell ist in der Lage, Muster zu erkennen, die
dem logistischen Modell verborgen bleiben. Die zweite Annahme ist auch durch die Tatsache

gestiitzt, dass auch das logistische Modell in der aktuellen Untersuchung keinen Effekt von
ABPV ausgibt (Tabelle 2.10).

Der Virustiter, ab dem ABPV fordernd fiir Winterverluste anzusehen ist, ist schwerer zu
bestimmen als fiir DWV-B. Die Kurve des ABPV Titers im Random Forest-Modell steigt
kontinuierlich an und zeigt, anders als bei DWV-B, keinen deutlichen Sprung (Abbildung 2.14).
Gleichzeitig sagt das Modell auch eine hohe Wahrscheinlichkeit voraus, im Winter abzusterben,
ohne dass ABPV gefunden wurde. Dies weist darauf hin, dass viele der Winterverluste durch
andere (bekannte oder unbekannte) Faktoren zustande kommen. Beide Gegebenheiten mogen
auch die Griinde dafiir sein, dass der ABPV-Titer nicht als Einflussfaktor im logistischen Modell
auftritt. Es bleibt abzuwarten, ob die Vergrokerung des Datensatzes im dritten Untersuchungsjahr
die Datenlage verbessert und damit eine klare Aussage zu einer Gefahrdungsschwelle bei ABPV
ermoglicht.

123 3. Zwischenbericht 2 (A) Virenmonitoring



-

"8‘ UNIVERSITAT GRAZ .
ZUKUNFT UNIVERSITY OF GRAZ o vetmedun AGES(
BIENE . \

2.4.4.3 Imkererfahrung

Das logistische Modell benennt die gesamte Anzahl an Vélkern im Imkereibetrieb als Einfluss-
faktor fiir Winterverluste. Je mehr Volker in einem Betrieb vorhanden sind, desto geringer
ist die Wahrscheinlichkeit, dass die Probenvolker absterben. Dieses Phénomen ist aus anderen
internationalen Studien, aber auch aus der dsterreichischen COLOSS-Studie bekannt (van der
Zee et al., 2014; Lee et al., 2015; Brodschneider et al., 2016; Jacques et al., 2017; Oberreiter
und Brodschneider, 2020). Die Grofe des Betriebes ist eine Kennzahl fiir die Professionalitét
des Imkereibetriebs (Jacques et al., 2017). Andere Kennzahlen der Professionalitét, die mit
Verbesserung der Uberwinterungsrate einhergehen, sind die imkerlichen Erfahrungsjahre und das
Alter des Imkers/der Imkerin (Jacques et al., 2017; Morawetz et al., 2019a). Die Professionalitét
steigt dabei mit den Erfahrungsjahren, sinkt jedoch ab einem gewissen Lebensalter wieder ab.
Diese Ergebnisse betonen den positiven Einfluss, den eine gute Schulung der Imkerschaft und
die dadurch entstehende Professionalitit auf die Uberwinterung von Bienenvolkern hat.

2.4.4.4 Vollstandigkeit der Modelle

In der Kreuzvalidierung der gerechneten Modelle zeigte sich, dass die verschiedenen Modelle nur
einen gewissen Anteil der Winterverlust-Wahrscheinlichkeit erkléaren (Abschnitt 2.3.6.5). Das
heifst, in den Modellen gab es zahlreiche Fille, in denen keiner der vorliegenden Faktoren eine
Erklarung fiir das Absterben der Volker darstellte. Dieses Ergebnis kann im Wesentlichen aus
zwei Griinden zustande kommen. Einerseits ist es wahrscheinlich, dass wesentliche Faktoren im
Modell fehlen, da sich die préasentierten Modellierungen auf die Effekte von Viren konzentriert
haben. Bekannte Faktoren fiir Winterverluste, die wir nicht in das Modell integriert haben, sind
zum Beispiel Klimafaktoren, das Alter der Konigin, nicht-virale Krankheiten wie Amerikanische
Faulbrut oder Nosema, oder Effekte der imkerlichen Betriebsfithrung (Chauzat et al., 2016;
Switanek et al., 2017; Brodschneider et al., 2018c; Morawetz et al., 2019a). Daher sollten die
hier prasentierten Modelle nie als alleinige Erklarung von Winterverlusten verwendet werden,
sondern auch das Wissen um andere Faktoren in Interpretation und Mafnahmensetzung mit
einbezogen werden.

Andererseits konnten die in der Modellierung verwendeten Messungen die Gesundheit des
Volkes ungeniigend darstellen. So kann eine Bienenprobe aus 10 Bienen pro Volk nie den
Gesamtzustand eines Volkes aus zehntausenden Bienen und ihrer Brut beschreiben. Es kann daher
nicht ausgeschlossen werden, dass das Analyseergebnis zwar negative oder geringe Titerwerte
ergibt, der generelle Virustiter in anderen Bienen oder der Brut des Volkes jedoch wesentlich
hoher liegt. Bei einer Vergroferung der Stichprobe ist ein moglicher Genauigkeitsgewinn gegen die
Problematik des Opferns von Bienen abzuwigen. Das Ziel fiir die Zukunft ist daher, verlassliche
und wenig invasive Messmethoden zum Erregernachweis oder der Erkrankung eines Volkes zu
entwickeln.
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2.4.5 Zusammenfassung und Ausblick

Nach nun zwei von drei Versuchsjahren erméglichen die Daten schon verlisslichere Aussagen
zur Virusprévalenz in Osterreichs Bienenvolkern. Es hat sich gezeigt, dass es zwar zu Prévalenz-
schwankungen zwischen den Jahren kommt, aber das allgemeine Pravalenzlevel trotzdem recht
konstant bleibt. Es gibt Viren, die im Hebst nahezu tiberall zu finden sind (BQCV, DWV-B),
héufige Viren (ABVP, SBV) und seltene Viren (CBPV, DWV-A). Es wird sich zeigen, ob die
Daten des dritten Versuchsjahres 2020 dieses Muster weiter bestétigen und bei welchen Viren es
im dritten Jahr zu Schwankungen in der Prévalenz kommen wird. Dies wird vor allem daher
spannend, da im Friihling 2020 von Imkerinnen und Imkern vermehrt iiber Erkrankungen an
Chronischer Bienenparalyse berichtet wurde. Es bleibt abzuwarten, ob sich dies auch in den
Ergebnissen des Virenmonitorings niederschlagt.

Die Analyse des Zusammenhangs zwischen Viruskonzentration und Winterverlusten mittels
statistischer Modelle wurde im Vergleich zum letzten Bericht erweitert. Durch den grofseren
Datensatz von zwei Jahren und durch die Verwendung von neuen Modellierungsansétzen konnten
neue Zusammenhénge beschrieben werden. Nach dem schon im Vorjahr identifizierten Einfluss-
faktor DWV-B konnten nun auch ABPV als Einflussfaktor auf Winterverluste in Osterreich
beschrieben werden.

Nun folgt das dritte und letzte Probejahr, wobei die Probenahme schon mit Ende September
2020 erfolgreich abgeschlossen wurde. In den folgenden Monaten wird die molekularbiologische
Analyse des dritten Probensets mittels der im ersten Jahr validierten Methoden erfolgen. Im
Frithjahr 2021 wird das vollstdndige Datenset vorliegen und eine abschliefsende zusammenfassende
Analyse der Ergebnisse der drei Projektjahre ermdoglichen.
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2.5 Anhang

2.5.1 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 konnen Sie sich jederzeit an uns wenden
(Kontaktdaten auf der letzten Seite).

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

Der zeitliche Ablauf im Uberblick:
Probenahme: zwischen 31. August und 15. September 2019 (méglichst Sonntag bis Mitbwoch)
Abschicken per Post: Am Tag oder Folgetag der Probenahme (mbglichst Montag bis Mithwoch)

Sie erhalten die Ergebnisse der Virentests voraussichtlich bis Mérz 2020
Meldung der Winterverluste: Friihjahr 2020
Weiterer (letzter) Probenahmetermin: Herbst 2020

Arbeitsanleitung

Arbeitsschritte fiir die Probenahme 2019:

1. Eventuell: neue Auswahl und Markierung von Probenvilkern

2. Probenahme

3. Optional, falls es Thnen moglich ist: Volkerdurchsicht und Kontrolle auf Krankheitssymptome,
Ausfiillen des Fragebogens — ,optionaler Teil"

4. Ausflllen des Fragebogens — , Pflichtteil

5. Befiillen der Versandtasche und Absenden

1. Eventuell: neue Auswahl und Markierung von Probenvilkern
Beproben Sie bitte die im Vorjahr ausgewéhlten und markierten Bienenvilker.

Sollte ein Probenvolk oder mehrere Probenvélker seit der letzten Beprobung ausgefallen sein, wahlen
Sie jeweils ein beliebiges neues Probenvolk am Monitoringstand aus. Markieren Sie dieses mit dem
Plastiketikett des abgestorbenen/aufgeldsten Volkes. Damit sollen die Probenvolker zweifelsfrei fiir den
weiteren Versuchsverlauf bis Frithjahr 2021 identifizierbar bleiben.

Tragen Sie die Anzahl der ausgefallenen (=ersetzten) Probenvélker im Fragebogen unter Punkt 6.)
elin.

Bei weniger als finf Vélkern am Monitoringstand:

Wenn sich auf Threm Monitoringstand weniger als fiinf Vélker befinden, senden Sie von allen
verbliebenen Volkern Bienenproben ein.

Abbildung 2.18: Arbeitsanleitung fiir Probenahme - Seite 1
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2. Probenahme:
Bitte flihren Sie die Probenahme folgendermafien 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 duBerste
Brutwabe anschlieBt.

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

Die Probe auf der ausgewihlten
brutfreien Wabe nehmen:

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

Im K&fig sollten sich 10 Bienen befinden,
etwas mehr ist im Zweifelsfall in Ordnung.

Abbildung 2.19: Arbeitsanleitung fiir Probenahme - Seite 2
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3. Optional: Vilkerdurchsicht, Feststellen der Symptome und
Ausfiillen des Fragebogens — ,optionaler Teil"

Falls es Thnen maglich ist, bei den Probenvilkern eine Vélkerdurchsicht durchzufiihren, kénnten Sie
das Projekt mit wertvoller Information unterstiitzen. Dazu ist es nétig, alle bienenbesetzten Waben
der Probenvdlker, sowle den Bereich vor den Probenvélkern zu inspizieren. Im Fragebogen —
Joptionaler Teil" ist anzugeben, bei wie vielen der Probenvilker Sie die angefiihrten Symptome
beobachtet haben. Da diese abgefragten Symptome Hinwelise auf eine akute Virusinfektion geben
kéinnen, helfen uns Ihre Becbachtungen, die Ergebnisse der Virusuntersuchung besser zu
interpretieren.

In der Beilage ,Arbeitsanleitung zur optionalen Vilkerdurchsicht" finden Sie die genauen
Informationen, wie dabei vorzugehen ist.

4. Ausfiillen des Fragebogens — ,Pflichtteil”
Bitte fillen Sie den Pflichtteil des Fragebogens aus.

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

Wichtig: den ausgefillten Fragebogen in das
graue Briefkuvert stacken, da sonst
Verschmutzungsgefahr besteht.

Dieses Kuvert einmal zusammenfalten und in
die braune Versandtasche schieben.

Die 5 Kafige flach darauflegen und flach
hineinschieben (geht sich knapp aus).

Abbildung 2.20: Arbeitsanleitung fiir Probenahme - Seite 3
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Die Versandtasche mit der beigelegten
Klammer verschlieBen (Falz 2 x falten) oder
mit einer Klammerlmaschine zuklammern.

Bitte Versandtasche NICHT lochen
(Verschmutzungsgefahr).

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

Es ist nicht nétig, die Proben per selbst bezahlter Eilpost zu aufzugeben.

Kontakt

Falls Sie Fragen haben, kénnen Sie uns erreichen unter:

Dr. Linde Morawetz: (50 Hhh-*rkErEE linde.morawetzi@ages.at

DI Hemma Kéglberger: Q50 5h5-FeEEEEx hemma.koeglberger@ages. at

Im Probenahmezeitraum (31. August bis 15. September 2019) kiinnen Sie uns jederzeit (auch am
Wochenende) erreichen unter:

Handy Bienenkunde: 0664 FrbkEkrks®

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

Im Friihling 2020 werden wir die Winterverluste am betreffenden Stand und bei den flnf
Probenvilkern abfragen.

Abbildung 2.21: Arbeitsanleitung fiir Probenahme - Seite 4
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2.5.2 Anhang |l: Fragebogen Probenahme 2019

Pflichtteil (Bitte unbedingt vollstdndig ausfiillen!)

VIM*** Imkerelbetrieh: *#* sersss s s s Datum Probenahme: ........cocceeee.n.
Verortung des Bienenstandes
Bundesland: * ##* #x %k k% Standgemeinde: *#***%* % PLZ: ***%* Seehiihe: *** m
Anderungen bitte hier eintragen:
Bundesland: ..........ccccveeiiienianienns Standgemeinde: ... venieniennieviniinseniens PLES 1oeeiinns Seehthe: ............
Fragen zum Imkereibetrieb
1.) Ist der Betrieb ein zertifizierter Biobetrieb?

O ja O nein O in Umstellung
2.) Welchen Anteil der Brutwaben Ihrer Vélker haben Sie 2019 erneuert?

O 0% 0O 1-30% (B 31-50% O mehr als 50%

3.) Was machten Sie 2019 mit Futterwaben oder Leerwaben aus abgestorbenen Vélkern { Mehrfachnennungen
miglich)?
O einschmelzen oder aus dem Betrieb ausscheiden
O in andere Volker oder Ableger einhdngen
4.) Wie vermehrten Sie die Vilker 2019 in Threm Betrieb {Mehrfachnennungen miglich)?

O Naturschwarm O Kehrschwarm O gar nicht

O Brutableger O Fugling O sonstges: ...
Fragen zum beprobten Bienenstand (= Monitoringstand)

5.) Wie viele Vélker stehen zum Datum der Probenahme am Monitoringstand? ... Vilker

6.} Sind Probenvilker seit der Probenahme 2018 ausgefallen?

O ja O nein wenn ja, wie viele?............oon

7.) Thre MaBnahmen zur Varroabekdmpfung auf dem Monitoringstand im Jahr 2019 bis zum Datum der

Probenahme (Mehrfachnennungen méglich)?

O biotechnisch (Drohnenbrut schneiden, Warmebehandlung, Kéniginnensperren, etc.)
O medikamentds (Praparate auf Basis von Ameisensdure, Oxalsaure, Thymol, Amitraz, etc.)
O keine
O

BN i v i s R R e e

Abbildung 2.22: Beispiel Fragebogen bei Probenahme - Seite 1
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8.) Wie viele der 5 Probenvblker sind Ihrer Einschatzung nach:

- sehr schwach: .......ocoeee. Vilker

- normal stark: ..o Volker

- sehrstarke .o Vilker
Optionaler Teil

Durchsicht der Vilker auf Krankheitssymptome

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

- erhihter Bienentotenfall vor dem Volk: ................. Vilker
- Varroamilben auf Bienen: ................ Vilker

- Bienen mit verkrippelten Fligeln © ................. Vdlker

- schwarz glanzende Bienen: .................. Volker

- Sackbrut-Symptome der Brut: ................. VOlker

10.) Haben Sie weitere Auffélligkeiten in den 5 Probenvolkern beobachtet?
O ja O nein

wenn ja, welche:

Abbildung 2.23: Beispiel Fragebogen bei Probenahme - Seite 2

2.5.3 Anhang lll: Ergebnis Virenanalyse

Ergebnis Virenanalyse Probenahme Herbst 2019

ID Bienenstand: VIM***
Datum Probenahme: **.09.2019
Ort Probenahme: Gemeinde, Bundesland

Probenahme:

Es wurden von IThnen Bienenproben aus 5 Bienenvolkern entnommen (etwa zehn Bienen pro
Volk) und lebend in Koniginnenversandkéfigen an die AGES, Abteilung Bienenkunde und
Bienenschutz, geschickt. Dort wurden die Bienen umgehend auf -20°C tiefgefroren und damit
abgetotet. Aus den Bienen IThrer Einsendung 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 Koniginnenzellen Virus (=BQCV)
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Chronische Bienenparalyse Virus (=CBPV)
Fliigeldeformationsvirus Typ A (=DWV A)
Fliigeldeformationsvirus Typ B (=DWYV B)
Israelisches Akute Paralyse Virus (=IAPV)
Kashmir-Bienenvirus (=KBV)
Sackbrutvirus (=SBV)

Die Ergebnisse des Bienenstandes VIM*** sind auf den folgenden zwei Seiten sowohl in Tabel-
le 2.13 und Abbildung 2.24 dargestellt.

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)

Tabelle 2.13: Ergebnisse Bienenstand VIM***

Virus ‘ Nachweis ‘ Viruskonzentration ‘ Beurteilung
ABPV negativ — —
BQCV | positiv 11,43 Mill. hoch

CBPV negativ — —
DWV A | negativ — —

DWYV B | positiv 2,55 Mill. hoch
IAPV negativ — —
KBV negativ — —
SBV positiv 1,15 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 jeweilige Viruskonzentration IThres Standes in Beziehung zu den positiv gemessenen
Werten der anderen teilnehmenden Sténde:

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% hochsten Werte

e keine Beurtl.: zu wenige positive Proben fiir eine Beurteilung der Viruskonzentration
e - - -: nicht nachweisbar

Ergebnisse Grafik (ID Bienenstand VIM***)

Die Abbildung 2.24 vergleicht das Messergebnis Thres Standes mit den Messergebnissen der
anderen teilnehmenden Bienensténde, die positiv auf das entsprechende Virus getestet wurden.
Dabei stellt die Grafik Thren Messwert (=schwarzer Diamant), den niedrigsten und den hochsten
gemessenen Wert der Vergleichsstéande (unterer und oberer Balken), sowie die auf der vorigen
Seite definierten Bereiche “hoch”; “mittel” und “niedrig” dar. Wenn kein Messwert (schwarzer
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Diamant) dargestellt ist, war dieses Virus in Threr Probe nicht nachweisbar. Bitte beachten Sie
dass die Skala logarithmisch ist, das heiftt die Darstellung der Konzentration erfolgt in 10er
Potenzen (0,1 Millionen, 1 Million, 10 Millionen etc.). Fiir das Bienenvirus DWV-A ist nur ein
positiver Fall vorhanden - daher die abweichende Darstellung

Hdéhe der Virusbelastung 2019

1 Mrd. 1

10 Mill. A

Viruskonzentration
[RNA-Kopien/ml Homogenat]

0,1 Mill. 7

BQCY

CBPV

DWV A

DWvV B

Abbildung 2.24: Ergebnis Bienenstand VIM***

Legende zur Grafik

[
|

maximal gemessener Wert I

Bereich der 25% héchsten Werte]

Messwert

der eigenen Probe]

Bereich der 25% niedrigsten Werte |

Viruskonzentration

minimal gemessener Wert ]

Abbildung 2.25: Legende zum Ergebnis
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2.5.4 Anhang IV: Informationsblatt zu unseren Ergebnismitteilungen

Nach Ubermittlung der Virusergebnisse gab es erfreulicherweise zahlreiche Riickmeldungen und
natiirlich auch Fragen der am Virenmonitoring teilnehmenden Imker und Imkerinnen. Die am
héufigsten gestellten Fragen und unsere Antworten darauf haben wir nun in Form eines ,Frage
und Antwort Kataloges* zusammengestellt. Dieser wird an alle Teilnehmerinnen und Teilnehmer
verschickt, unabhéngig davon, ob sie eine Frage gestellt haben oder nicht. Somit kénnen alle den
grofstmoglichen Nutzen aus der Projektteilnahme ziehen.

2.5.4.1 ,Frage und Antwort" Katalog

Interpretation der Ergebnisse
Kann ich von den Untersuchungsergebnissen auch Rickschliisse auf Einzelvolker ziehen?

Es liegt uns nur eine Information tiber das Vorhandensein von Viren am Stand vor (représentiert
durch die fiinf Probenvoélker), jedoch nicht fiir das einzelne Volk. Aufgrund der Logistik ist generell
bei dem Projekt keine Einzelvolkuntersuchung moglich (nicht-sterile Probenahme, gemeinsamer
Versand der Probenkifige in einem Kuvert etc.). Da bekannt ist, dass zwischen den Vélkern
eines Standes immer mit Verflug von Bienen zu rechnen ist, ist es sinnvoll, Virusinfektionen auf
Standebene zu betrachten.

Erklarung zur Grafik bei der Ergebnismitteilung

Die Grafik zeigt Ihre Ergebnisse (schwarzer ,Diamant”), die auch in der Tabelle verbal und
als Zahlenwert angegeben sind. Um IThnen einen Vergleich Threr Ergebnisse zu den anderen
teilnehmenden Sténden zu ermdglichen, weist die Grafik zusétzlich auch Informationen {iber
die anderen teilnehmenden Stédnde aus (minimal gemessene Konzentration, maximal gemessen
Konzentration etc.).

Allgemeines zu Bienenviren
Wo finden sich Viren im Bienenvolk?

Viren konnen im gesamten Bienenvolk vorkommen. In erster Linie kénnen die verschiedenen
Bienenstadien (erwachsene Bienen, Puppen, Larven, Eier) Trager von Viren sein. Viren kénnen
aber auch in verschiedenen Materialien (Honig, Pollen, Bienenbrot, Wachs, Waben, Beuten)
vorhanden sein.

Was ist eine Virose?

Viren im Volk sind nicht gleichbedeutend mit einer Viruserkrankung (=Virose). Auch in gesunden
Volkern konnen viele Viren latent vorhanden sein. Ein latenter Befall bedeutet, dass die Bienen
keinerlei Anzeichen einer Krankheit (=Symptome) zeigen. Durch verschiedene Faktoren — wie
Stress, hoher Varroabefall oder Futtermangel — kénnen die Bienen dann Krankheitssymptome
entwickeln. Erst dann spricht man von einer Virose. In manchen Féllen konnen derartige
Symptome auch wieder ganz oder zeitweilig verschwinden.

Wie kann ich einem Ausbruch von Virosen vorbeugen?

134 3. Zwischenbericht 2 (A) Virenmonitoring



-

QSI UNIVERSITAT GRAZ N
ZUKUNFT UNIVERSITY OF GRAZ o vetmedun AGES(
BIENE . \

Da der Ausbruch einer Virose verschiedene Ursachen haben kann, gibt es auch verschiedene
Moglichkeiten zur Vorbeugung. Hier die wichtigsten:

e Varroamilben bekdmpfen

Varroamilben iibertragen Viren im Volk von infizierten zu nicht-infizierten Bienen und
auf die Brut. Auferdem kénnen sich gewisse Viren in den Milben vermehren und werden
in Milben aktiviert. Uberdies schwiichen Varroamilben die Bienen und machen sie damit
empfanglicher fiir Virosen. Die Varroabehandlung reduziert primér den Varroabefall, ein
Riickgang virusinfizierter Bienen erfolgt aber erst im Verlauf der néchsten Bienengenera-
tionen.

Als Faustregel gilt:

— Beginn der Varroabekdmpfung nach Trachtschluss so zeitig als moglich, damit gesunde
Winterbienen gebildet werden

— Anwendung geeigneter zugelassener Mittel zum richtigen Zeitpunkt

— nicht mehr Anwendungen als notig

— nach dem Prinzip ,s0 wenig als moglich, mit geeigneten, zugelassenen Mitteln‘

e Gute Stand- und Nahrungsbedingungen schaffen

— bienengenehmer Standort mit optimalem Kleinklima

— Volker sollten wahrend der ganzen Bienensaison ausreichend Nektar und Pollen im
Nahbereich vorfinden

— nicht zu viele Volker auf einem Stand stellen, angepasst an die dort vorhandene
Trachtsituation

e Rauberei und Verflug vermeiden

— Aufstellung der Voélker nicht in einer Reihe, sondern blockweise mit Flugbrett in
unterschiedliche Himmelsrichtungen, um Verflug zu verringern
— Vermeidung von Rauberei

e Hygienische Mafsnahmen treffen

— Keine Wiederverwendung von Waben (Leer-, Futter-, Pollenwaben) aus abgestorbenen
Volkern in anderen Volkern oder beim Aufbau von Jungvolkern

— Waben toter Volker einschmelzen

— Beuten griindlich reinigen, Rd&hmchen erneuern oder ebenfalls griindlich reinigen

Was ist der Unterschied zwischen DWV Typ A und DWV Typ B?

DWYV ist ein sehr variables Virus und die Forschung iiber die Bedeutung der Typen ist voll im
Gange. Mit Hilfe moderner molekularbiologischer Nachweismethoden kann DWV nun in die
Typen A und B unterschieden werden. Im Jahr 2018 war DWV Typ A in den Monitoring-Proben
im Rahmen des Projektes sehr selten zu finden, DWV Typ B hingegen sehr haufig. DWV
Typ B wird derzeit als die schidlichere Variante angesehen, die auch besonders stark mit der
Varroamilbe assoziiert ist. Die Forschung dazu ist aber noch im Fluss.

Welche Viren stehen im Zusammenhang mit Varroabefall?
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Tabelle 2.14: Symptome
Symptome ‘ABPV BQCV CBPV DWV SBV

Volkerzusammenbriiche, + + i + +

massiver Totenfall

Verhaltensénderung,
Krabbler, Zittern + +

Verstiimmelte Fliigel
bei Bienen T

Korpergrofe verkleinert

aufgeblahter Hinterleib

Haarlosigkeit
(,schwarzsiichtig®)

Dysenterie
(,Durchfall”)

|
|
Brutschiaden |+t +4 + ++

+: Zusammenhang gegeben
++: starker Zusammenhang gegeben

Ein besonders enger Zusammenhang mit Varroabefall ist bei den Viren ABPV und DWV gegeben
(Ubertragung durch die Varroamilbe, teilweise Vermehrung in der Varroamilbe). Auch fiir die
Viren BQCV und SBV ist ein gewisser Zusammenhang bekannt.

Was kann ich tun, wenn die Ergebnisse einen hohen Virenbefall nachgewiesen haben? Muss ich
etwas tun?

Grundsatzlich leitet sich bei einem Nachweis von Viren noch KEIN Handlungsbedart ab, selbst
wenn der Virusbefall hoch ist. Wenn Sie jedoch gleichzeitig Auffalligkeiten bei den Volkern
beobachten, sollten Sie die hohe Virusbelastung als eine mogliche Ursache in Betracht ziehen.
In diesem Fall sollten Sie Mafsnahmen ergreifen — wir haben einige davon in dem Abschnitt
,Bekdmpfung der Viruserkrankungen“ angefiihrt. In Tabelle 2.14 sehen Sie den Zusammenhang
zwischen Symptomen mit den untersuchten Viren.

Was bedeutet ein Ergebnis ,hoch® oder ,niedrig” im Vergleich zu den Ergebnissen anderer Teil-
nehmer?

Nach derzeitigem Wissensstand gibt es keine konkreten Angaben iiber Schadschwellen fiir
bestimmte Bienenviren ab denen mit einer akuten Viruserkrankung zu rechnen ist. Diese Frage
zu beleuchten ist auch eine Aufgabe des Projektes und wir hoffen, dass wir in drei Jahren mehr
wissen. Der Vergleich zu den Ergebnissen der anderen Teilnehmerinnen und Teilnehmer wurde
vorgenommen, um [hnen die Einschétzung Ihrer positiven Virenergebnisse trotzdem etwas zu
erleichtern.
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Abgestorbene Volker
Was konnen die Ursachen fiir tote Vélker im Herbst oder Winter sein?

Wenn Bienenvolker wihrend oder vor der Uberwinterung zu Grunde gehen, kann das unterschied-
liche Ursachen haben. In vielen Fallen sind mehrere schidliche Faktoren gemeinsam urséchlich
an dem Volkerzusammenbruch beteiligt. Wenn im Herbst ein hoher Virusbefall festgestellt
wurde, ist dies ein moglicher Faktor fiir den Winterverlust. Weitere Faktoren kénnen hoher
Varroabefall, Koniginnenverlust, Futtermangel, ungeeignetes Futter, zu geringe Volksstérke bei
der Einwinterung, Storungen der Winterruhe etc. sein.

Was mache ich mit Wabenmaterial aus abgestorbenen Viélkern? Kann ich es weiterverwenden?

Es gibt leider keine wissenschaftlichen Arbeiten zu diesem Problem und so raten wir zur Vorsicht
im Umgang mit Wabenmaterial aus abgestorbenen Volkern. Wenn die Volker an einem zu hohen
Varroabefall in Herbst oder im Winter zugrunde gegangen sind, bleiben in den meisten Fillen
bienenleere Kisten, oft mit einer grofen Menge an Honig zuriick. Diese Futtervorrate, sowie das
andere Wabenmaterial konnen durch Viren belastet sein. Wir empfehlen daher, das gesamte
Wabenmaterial zu entsorgen (einzuschmelzen) und die Beuten griindlich zu reinigen.

Kann ich die Wintervorrdte aus toten Vélkern verfiittern?

Honigwaben aus abgestorbenen Vélkern sollten NICHT wieder verfiittert, sondern eingeschmol-
zen werden.

2.5.4.2 Bekampfung der Viruserkrankungen

Eine direkte Bekdmpfung von Viruserkrankungen ist nicht moglich, da keine Tierarzneimittel
verfiigbar sind. Neben den oben genannten Vorbeugungsmafsnahmen, die den Ausbruch von
Viruserkrankungen verhindern sollen, werden hier Maknahmen gegen Viruserkrankungen ge-
nannt, die als indirekte Bekdmpfungsmethoden die Verbreitung der Viren einddmmen oder die
Virusbelastung reduzieren und die Selbstheilung des Volkes unterstiitzen. In vielen Fallen konnen
Symptome auch wieder selbststéndig verschwinden (spontane Selbstheilung des Volkes).

Was mache ich bei Symptomen von ABPV?

e Akute Bienenparalyse ist mit starkem Varroabefall assoziiert, daher konsequente Varro-
abekdmpfung durchfiihren

e Aufstellung der Volker optimieren um Verflug gering zu halten

e Bei starkem Auftreten konnen Brutwaben mit erkrankter Brut entnommen werden, dies
unterstiitzt die Selbstheilung des Volkes.

Was mache ich bei Symptomen von BQCV?

e Keine speziellen Bekdmpfungsmafknahmen bekannt
e BQCV ist zwar hdufig, es kommt aber selten zu Symptomen (Schwarzfarbung der Innenseite

der Weiselzellen)
e Hinweis: kann Grund fiir Ausfall von Zuchtserien sein
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Was mache ich bei Symptomen von CBPV?

e Volkermassierungen vermeiden
e Hinweis: fluglose Zeiten konnen zu Ausbruch beitragen

Was mache ich bei Symptomen von DWV?

e DWV-Symptome sind mit starkem Varroabefall assoziiert (=Varroose-Symptome), daher
konsequente Varroabekdmpfung durchfithren

Was mache ich bei Symptomen von SBV?

e Sackbrut ist eine Faktorenkrankheit, die vor allem durch Futtermangel der Larven bei
Trachtliicken ausgelost wird, gute Tracht und Futterversorgung férdern die Gesundung

e bei starkem Auftreten konnen Brutwaben mit erkrankter Brut entnommen werden, dies
unterstiitzt die Selbstheilung des Volkes
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3 (V) Virendiagnostik und -prophylaxe
bei Honigbienen

3.1 Einleitung

Durch dieses Projekt soll die Diagnostik von Virusinfektionen bei Honighienen vereinfacht werden.
Die ektoparasitische Varroamilbe (Varroa destructor) und virale Krankheitserreger werden fiir
einen Grofsteil der Kolonieverluste vor (Dainat et al., 2012) und wéihrend der Uberwinterung
verantwortlich gemacht (Kielmanowicz et al., 2015). Untersuchungen aus verschiedenen Léndern
belegen einen direkten Einfluss von Iflaviren (SBV, DWV) und Dicistroviren (ABPV) auf die
Vitalitdt von Bienenvolkern. Diese viralen Erreger der Bienen sind unbehiillte RNA Viren,
aus der Ordnung Picornavirales. Sie teilen sich einen grundsétzlich &hnlichen Aufbau, zeigen
zueinander aber nur eine geringe Ahnlichkeit und haben eine variable Genomsequenz. Im
Gegensatz zu hochsperzifischen RT-PCR-Protokollen, die in den meisten Féllen nur bestimmte
Varianten bzw. Virusspezies detektieren konnen und sehr teuer sind, sind serologische Assays
héufig in der Lage, grofiere 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 konnen.

Viele friithe wissenschaftliche Studien zu Viruserkrankungen der Honigbienen nutzten zum Nach-
weis der Erreger serologische Reagenzien (Anderson, 1984). Serologische Nachweisverfahren
wurden frither auch erfolgreich zur Diagnostik von Feldinfektionen eingesetzt. In allen Studien
wurden polyvalente Seren verwendet, die durch Immunisierung von Versuchstieren mit Virusex-
trakten gewonnen wurden und eine komplexe Mixtur aus unterschiedlichen Immunglobulinen
darstellten. Da es fiir Honigbienen weder Zellkultursysteme noch klonale Virusstdmme gab, war
die Sperzifitdat der Antiseren beschrankt. Neben Hintergrundreaktionen mit Bienenproteinen aus
der Virusproduktion waren auch unerwiinschte Reaktionen mit kontaminierenden Viren nie aus-
zuschlieflen. Obwohl man Reinigungsprotokolle fiir diese Reagenzien entwickelte (z. B. Adsorption
der Seren gegen Bienenlysate), wurden die etablierten ELISA-Systeme in der Diagnostik wegen
der limitierten Verfiigharkeit der Reagenzien bald durch RT-PCR Protokolle ersetzt. In jlingster
Vergangenheit sollte im Programm ,Bees in Europe and the decline of honeybee colonies (BEE
DOC)” im européischen ,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 verlie-
fen aber nicht erfolgreich, sodass kein Assay entwickelt werden konnte. Monoklonale Antikorper
konnen dagegen durch Immunisierung mit authentischen Proteinen generiert werden, wobei
durch Isolierung einzelner B-Zellen und damit IgGs eine hohe Spezifitdt und Sensitivitdt der
Reagenzien gewahrleistet werden kann. Durch den Einsatz monoklonaler Antikérper kénnten
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die Nachteile der etablierten serologischen Nachweissysteme, wie mangelhafte Spezifitdt und
begrenzte Verfiigharkeit der verwendeten Reagenzien, aufgehoben werden und kostengiinstige,
quantifizierende Testsysteme etabliert werden (Usuda et al., 1999). Die Spezifitit und Sensitivitét
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 in vitro produziert werden kénnen. Die neuen Testver-
fahren sollen eine kostengiinstige Diagnostik von Virusinfektionen bei Honigbienen in Osterreich
ermoglichen. ELISA Systeme geben schnell ein zuverldssiges, quantitatives Ergebnis und kénnen
vor Ort durchgefithrt werden (,On-site-Tests“). Mit Platten-basierten ELISAs kénnen in Labora-
torien kostengiinstige Massentests (,high throughput systeme) durchgefiihrt 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.).

3.2 Methodik

Antikorper sind die Schliisselreagenzien fiir die Etablierung der ELISA. Nach Virusanzucht in
Bienenpuppen und Praparation der Virionen mittels Ultrazentrifugation konnen die Viruspartikel
von ABPV, DWV und SBV gereinigt werden. Zusétzlich werden aufserdem die Strukturproteine
der Viren rekombinant in E. Coli exprimiert und gereinigt. Nach Immunisierung von Mausen mit
den rekombinanten Antigenen bzw. den hochreinen Viruspréaparationen sollen neue Hybridomzell-
klone generiert, monoklonale Antikérper produziert und charakterisiert werden. Hochspezifische
Antikoérper werden in Virusneutralisations-Experimenten, Westernblot und Immunfluoreszenztest
validiert und in der Kreuzkompetition getestet. Durch rekombinante Expression werden auferdem
geeignete Boost-Antigene und Positivkontrollen generiert. Geeignete Antikorper werden in grofen
Mengen produziert, gereinigt und untersucht, ob sie zur Anwendung in einem Sandwich-ELISA
geeignet sind. Gleichzeitig werden die Antikorper sequenziert, um als chimére Molekiile fiir
breite ELISA-Anwendungen zur Verfiigung zu stehen. Zur Generierung der Antikérper sind im
Modul V Tierversuche erforderlich. In diesen Versuchen werden Mause mit gereinigten Antigenen
immunisiert (,lmpfung*) und der Erfolg der Immunisierung anhand der Serokonversion gepriift
(Blutentnahme). Die Versuchstiere werden nach erfolgreicher Immunisierung euthanasiert und
B-Lymphozyten aus ihrer Milz gewonnen. Die Tierversuche werden im Rahmen eines genehmig-
ten Antrages zur Generierung von monoklonalen Antikorpern gegen Bienenviren durchgefiihrt
(BMWEF-68.205/0107-11/3b/2013). Die neu generierten Reagenzien und bereits charakterisierte
Antikorper gegen DWV werden zur Etablierung diagnostischer ELISA genutzt. Dabei werden
Probenlysis (Puffer, Zerkleinerung, Probenmaterial) und verschiedene ELISA-Systeme unter-
sucht. Mit Hilfe von Feldproben, die vom Kooperationspartner AGES (Modul A) bereitgestellt
werden sollen, werden die Verfahren optimiert und validiert.
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3.2.1 Ausgangslage der Studie

In den letzten Jahren wurden substantielle Vorarbeiten zur serologischen Diagnostik von Bien-
enviren an der Vetmeduni geleistet. Das Institut fiir Virologie der Vetmeduni hat langjahrige
Erfahrung in der Diagnostik von Virusinfektionen. Es wurden bereits rekombinante Antigene
und serologische Reagenzien gegen Bienenviren (DWV) hergestellt und serologische Nachweis-
verfahren fiir den Einsatz in der Forschung etabliert. Neben dem ersten molekularen Klon des
Fliigeldeformationsvirus wurden auch die ersten monoklonalen Antikorper gegen Strukturprote-
ine von DWV présentiert (Lamp et al., 2016). Ein Forschungsschwerpunkt bildet die molekulare
Pathologie von Virusinfektionen bei Honigbienen.

Die vorhandenen monoklonalen Antikorper gegen DWV VP1 und 3c-Protease wurden be-
reits charakterisiert, die Bindung an die viralen Proteine untersucht und eine orientierende
Epitopbestimmung durchgefiihrt. 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.

3.3 Ergebnisse

3.3.1 Antigene

Bislang wurden Virusstocks von DWV, SBV und ABPV produziert, um die saisonale Bruttatigkeit
der Honigbienen moglichst gut auszunutzen. Aufterdem wurden rekombinante Proteine der
verwendeten SBV und ABPV Stdmme in bakteriellen Expressionssystemen (E. Coli Stamm:
BL21 Rosetta) generiert. Um die Viren aus Feldproben mdoglichst effizient detektieren zu konnen,
wurden die viralen Strukturproteine fiir die Proteinexpression ausgewahlt. Das Strukturprotein
VP1 des SBV sowie die Strukturproteine VP1, VP2 und VP3 des ABPV konnten erfolgreich
in Bakterien exprimiert und mittels Nickel-Affinitdtschromatographie aufgereinigt werden. Das
gereinigte Antigen VP1 des SBV wurde im Anschluss dazu verwendet, Méuse zu immunisieren.
Da es in diesem Versuch nicht gelang geeignete Antikérper Kandidaten zu identifizieren, wurde
das Expressionskonstrukt modifiziert. Um ein stabileres und 16slicheres Protein zu erhalten, wurde
ein Fluoreszenzprotein (mCherry) an das virale Strukturprotein angekniipft (Abbildung 3.1).
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Abbildung 3.1: Proteinexpression des rekombinanten Fusionsproteins mCherry-VP1 des Sackbrutvirus (SBV).

Das modifizierte Antigen konnte erfolgreich exprimiert, gereinigt und zur Immunisierung von
zwel Méausen herangezogen werden (s.u.).

Fiir ABPV wurden insgesamt drei Strukturproteine (VP1, VP2 und VP3) exprimiert (Abbil-
dung 3.2). Diese Proteine wurden unter denaturierenden Bedingungen (8M Urea) chromato-
graphisch aufgereinigt. Mittels Dialyse wurden sie in einen, fiir die Immunisierung geeigneten,
Puffer (PBS) verbracht und dabei langsam partiell renaturiert (Abbildung 3.3). Im Anschluss
wurden die gereinigten Antigene zur Immunisierung zweier Versuchsméuse herangezogen.
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Abbildung 3.2: Proteinexpression der rekombinanten Strukturproteine VP1, VP2 und VP3 des akuten Bienenpa-
ralysevirus (ABPV); 1 — nicht induzierte Bakterienkultur, 2 — induzierte Bakterienkultur nach
2.5h, 3 — induzierte Bakterienkultur nach 3.5h

Standard(in kDa) 1 2 3
80
58
46
32 - a
25

Abbildung 3.3: SDS-PAGE-Proteingel der rekombinanten Strukturproteine VP1, VP2, VP3 des ABPV, gefirbt
mit Coomassie-Brilliant-Blau; 1 - Strukturproteine in 8M Urea, 2 - Strukturproteine in 2M Urea,
3 - Strukturproteine in PBS
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Als Ergénzung zu den rekombinanten Proteinen wurde ein weiterer Ansatz fiir die Praparation der
Virionen und das nachfolgende Screening der Antikérper gewéhlt. Dadurch konnen hochspezifische
Antikorper gegen Bienenviren produziert werden, die ohne Denaturierung des Antigens in der
Bienenprobe funktionieren sollen. Dieser Ansatz hat den Vorteil, dass die Probenaufarbeitung fiir
den Imker vereinfacht wird. Das Problem bei fritheren Viruspréparationen mit kontaminierenden
Proteine aus den Bienenlysaten wird dabei durch eine andere Art der Virusaufreinigung geldst.

Dafiir wurden neue Virusstocks von DWV, SBV und ABPV durch Infektion von Bienenbrut
erzeugt (jeweils ca. 400 Bienenpuppen). 96h nach der Infektion wurden die Larven und Puppen
mechanisch lysiert, zentrifugiert und das Lysat sterilfiltriert. Im Anschluss wurden die Viren
durch fraktionierte Pelletierung und Dichtegradientenzentrifugation angereichert (Abbildung 3.4).
Dabei trennen sich die jeweiligen Molekiile nach ihrer Schwebdichte auf und kénnen im Anschluss
analysiert werden. Dazu wurden die sichtbaren Fraktionen einzeln mit einer Kaniile aus dem
Zentrifugenrohrchen abgenommen und auf ein SDS-PAGE-Proteingel aufgetragen und mit
Coomassie-Brilliant-Blau angefiarbt (Abbildung 3.5). Die gereinigten Virusantigene wurden
im Anschluss zur Immunisierung von Mé&usen herangezogen (s.u.) und sollen aufserdem als
Testantigene Verwendung finden.

1,365 (2)

1,378 (3)

Abbildung 3.4: Priparation von ABPV mit Hilfe eines selbstformierenden Césiumchlorid Gradienten (1,4g/ml,
14h, 55.000 rpm). Die einzelnen Banden wurden im Anschluss abgenommen und getrennt auf ein
SDS-PAGE-Proteingel aufgetragen und mit Coomassie-Brilliant-Blau angefirbt. Dabei entspre-
chen die Zahlen in Klammern (2-5) den Spalten in Abbildung 3.5.
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Abbildung 3.5: Préparation von ABPV, aufgetragen auf einem SDS-PAGE-Gel, gefirbt mit Coomassie-Brilliant-
Blau. 1 - Virusprédparation nach einer ersten Zentrifugation. Diese wurde anschlieffend mittels
selbstformierenden CsCl-Gradienten weiter aufgereinigt und die einzelnen Fraktionen auf das Gel
aufgetragen (2-9). Die Virusproteine (VP1, VP2, VP3) sind deutlich zu erkennen, auferdem kann
man auch das kleinste Strukturprotein (VP4) erkennen (6-8).

3.3.2 Immunisierungen
3.3.2.1 Sackbrutvirus (SBV)

Eine Maus wurden mit gereinigten, viralen Strukturproteinen von SBV immunisiert, um Ver-
gleichsseren zu generieren. Die Antigenpréiparationen wurden mittels chromatographischer
Verfahren aus inaktivierten Viruspraparationen hergestellt. Dabei trat eine sehr starke Reaktion
der Antiseren gegen kontaminierende hochimmunogene Bienenproteine (v.a. Hexamerin) auf, die
eine Praparation monoklonaler Antikorper aus den Plasmazellen der entsprechenden Maus nicht
ratsam erscheinen liefs. Das Serum kann allerdings fiir Kontrollversuche genutzt werden, um
zu zeigen, dass die in F. coli erzeugten rekombinanten Antigene in Virusproteinpréaparationen
vorkommen.

Aufserdem wurden zwei Mause mit dem rekombinanten, gereinigten mCherry-VP1 des SBV {iber
einen Zeitraum von sechs Wochen immunisiert. Die Serokonversion wurde mittels Blutentnahme
im Westernblot bestétigt. Im Anschluss wurden die B-Lymphozyten der Mause mit Myelomzellen
(sp2/0) fusioniert und Hybridomzellklone gewonnen.

Zusatzlich wurden zwei Mause mit der Viruspraparation von SBV immunisiert. Eine Serokon-
version konnte nach vierwochiger Immunisierung mit Antigen und Adjuvans im Westernblot
bestatigt werden. Somit stehen diese Mause in Kiirze zur finalen Boosterung und Fusion bereit.
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3.3.2.2 Akutes Bienenparalysevirus (ABPV)

Zwei Méause wurden mit der Viruspriparation von ABPV (siehe Abbildung 3.4 sowie Abbil-
dung 3.5) immunisiert. Die Immunisierung erfolgte iiber einen Zeitraum von vier Wochen mit dem
Antigen und einem kommerziell erhéltlichem Adjuvans. Im Anschluss wurde die Serokonversion
mittels Blutentnahme im Westernblot bestétigt. Nach einer téaglichen Boosterung der Méause in
der sechsten Woche {iber insgesamt drei Tage, wurden die B-Lymphozyten der zwei Mause mit
sp2/0-Zellen fusioniert und stehen fiir das Screening bereit.

Zusétzlich wurden zwei weitere Méuse mit den rekombinanten, gereinigten ABPV Antigenen
(VP1, VP2, VP3) iiber einen Zeitraum von vier Wochen immunisiert. Die Serokonversion konnte
auch hier mittels Blutentnahme im Westernblot bestétigt werden (siche Abbildung 3.6). Die
Méuse wurden mit sp2/0 Zellen fusioniert und befinden sich derzeit in Selektion.

Standard
(in kDa)

80

58
46

25

Abbildung 3.6: Westernblot mit dem Serum (1:2000 verdiinnt) einer der mit rekombinanten VP1, VP2 und
VP3 immunisierten Méuse; 1: rekombinante Proteine (VP1, VP2, VP3) 2: Lysat aus E. coli 3:
Negativkontrolle 4: gereinigte ABPV Viruspraparation; insbesondere die Reaktivitit des Serums
gegen VP1 (Pfeil) zeigt ein besonders deutliches Signal.

3.3.3 Antikorper

3.3.3.1 Fliigeldeformationsvirus (DWV)

Eine Testung und Produktion der vielversprechendsten anti-DWV 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
Antikérper der Maus mittels Protein-G-Affinitdtschromatographie ist eine serumfreie Kultur
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Voraussetzung, da ansonsten kontaminierende IgGs aus dem Kélberserum 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 Molekiile zu ermoglichen. Zur Etablierung der gewiinschten Sandwich-ELISA
sollen rekombinante Molekiile mit anderen FC-Regionen erzeugt werden, um kostengiinstige,
kommerziell erhaltliche Sekundarantikdrper verwenden zu kénnen. Erste bakterielle Plasmide,
die chimare Immunglobuline kodieren, wurden bereits generiert. Erste Ergebnisse zur Reaktivitat
der chiméaren Antikorper zeigen eine hohe Reaktivitdt mit den authentischen Virusproteinen
von DWYV im Westernblot und in Immunfluoreszenz-Assays. Eine praparative Expression und
Reinigung der Antikérper von den betreffenden Klonen (anti-DWV VP1A1 und anti-DWV
VP1B1) wurden vorbereitet.

3.3.3.2 Sackbrutvirus (SBV)

Das initiale Screening mittels ELISA auf Reaktivitit gegen das rekombinante Antigen (mCherry-
VP1) ergab insgesamt etwa 55 stark reaktive Zellklone pro Maus. Die weitere Charakterisierung
der Hybridomiiberstdnde umfasste Westernblots mit dem rekombinanten Antigen (mCherry-VP1)
sowie Virus aus SBV infizierten Bienenpuppen. Dabei wurden 17 Antikorper identifiziert, die
das rekombinante Antigen (mCherry-VP1) erkennen. Jene Hybridomzellklone, welche eine aus-
reichende Sensitivitdt sowie Spezifitit gegen das Antigen (mCherry-VP1) gezeigt haben, wurden
mittels der so genannten ,limiting dilution method“ reselektiert, um eine homogene (klonale)
Hybridomzellpopulation mit stabiler Antikérperproduktion aufzubauen. Sie werden derzeit auf
-150°C gelagert und nach Aufreinigung des o.g. SBV Virusstocks weiter charakterisiert.

3.3.3.3 Akutes Bienenparalysevirus (ABPV)
3.3.3.3.1 Antikorper gegen das hochreine Virus

Die Fusion der B-Lymphozyten zweier Méuse mit Myelomzellen (sp2/0) wurde planméfig
durchgefiihrt. Dabei konnten insgesamt 11 96-well Zellkulturplatten mit jeweils mindestens
einem Hybridomzellklon hochgezogen werden. Aufgrund der Immunisierung mit der gereinigten
Viruspréparation kann das Screening nicht mittels ELISA erfolgen, da es unter Umsténden erneut
zu unerwiinschten Kreuzreaktionen (und damit falsch positiven Zellklonen) mit Bienenproteinen
kommen koénnte. Aufserdem bindet das Virus nur unzureichend an ELISA-Platten.

Daher wird fiir das Screening ein anderes Verfahren eingesetzt. Das Grundprinzip des Scree-
nings basiert auf dem spezifischen Fangen von Virus mithilfe immobilisierter Antikorper aus
den Hybridomiiberstdnden und die anschliefsende Analyse der gebundenen Virusmenge mittels
RT-qPCR. Dazu werden die Antikérper aus dem Hybridomiiberstand an magnetische Beads, die
mit rekombinanten Protein A/G gekoppelt sind, gebunden. Die gebundenen Antikérper werden
mit Virus inkubiert, gewaschen und der Antikorper-Antigen-Komplex von den Beads eluiert. Im
Anschluss wird die gebundene Virusmenge mittels RT-qPCR analysiert.
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Die grundsétzliche Durchfiihrbarkeit ("proof of principle") dieser Methode wurde bereits mit
dem Serum der immunisierten Mause erfolgreich getestet und die Hybridomzellen werden in
Kiirze gescreent. Da Protein A/G die Eigenschaft hat, Immunglobulin G verschiedener Tierarten
zu binden, wurden die Hybridome bereits an ein Zellkulturmedium, das fetales Kélberserum
(FKS) mit einem extrem niedrigen bovinen IgG-Gehalt enthélt, adaptiert. Damit kann beim
Screening die Konkurrenz um die Bindungsstellen verringert werden.

3.3.3.3.2 Antikorper gegen die rekombinanten Strukturproteine VP1, VP2 und VP3

Zwei Méause wurden iiber einen Zeitraum von 4 Wochen mit den rekombinanten Antigenen
und Adjuvans immunisiert und die Serokonversion wurde mittels Blutentnahme im Westernblot
bestéatigt. Anschlieffend erfolgte die Fusion mit den Myelomzellen und die Hybridome befinden
sich derzeit im Selektionsmedium und koénnen in Kiirze initial mit ELISA gescreent werden.

3.3.4 ELISA-Tests mit definierten Proben

Es wurden noch keine ELISA-Tests mit im Labor erzeugten, Antigen-definierten Proben aus
Virusinfektionen durchgefiihrt. Allerdings wurden die entsprechenden, definierten Proben erzeugt

(s.0.).

3.3.5 ELISA-Tests mit Feldproben

Es wurden noch keine ELISA-Tests mit Feldproben durchgefiihrt.

3.4 Diskussion

Nach gegenwartigem Stand der Forschung sind fiir die epidemisch auftretenden Vélkerverluste
bei Honigbienen in Europa und Nordamerika im Herbst und Winter der ubiquitire Varroabefall
in Kombination mit hohen Infektionsbelastungen mit DWV, SBV oder ABPV verantwortlich.
Die Belastung mit diesen Varroa-assoziierten Viren ldsst sich daher auch als ein pradiktiver
Marker fiir den Zusammenbruch eines Bienenvolkes verwenden. Die Virusdiagnostik basiert auf
sehr sensitiven molekularbiologischen RT-qPCR Methoden, bei denen jedoch hohe Laborkosten
von mindestens 20 € fiir die Nukleinsdure-Extraktion und 15-20 € je Virusnachweis entstehen
(je nach Sensitivitét). Eine Untersuchung auf die drei Viren wiirde also mindestens 65 bis 80 €
kosten. Trotz des vergleichsweise hohen Wertes eines Bienenvolkes von mehr als 200 € bei starken
Kolonien mit Reinzuchtkonigin ist eine Untersuchung der Virenbelastung daher unwirtschaftlich.
In Massentests zur Diagnostik in der Humanmedizin und auch zur Tierseuchenbekdmpfung
werden meist serologische Verfahren genutzt, da sie unempfindlich gegeniiber der Probenlagerung,
sehr sensitiv und wesentlich kostengiinstiger sind.
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In dem hier vorgestellten Projekt werden bereits vorhandene Reagenzien gegen Struktur- und
Nichtstrukturproteine von DWV genutzt und neue Reagenzien gegen SBV und ABPV ge-
neriert, um serologische Testverfahren zu etablieren. Ziel des Projektes ist die Entwicklung
plattenbasierter Hochdurchsatztests, die im Massentest Analysen zu einem Preis zwischen 5
und 10 € ermoglichen. Die Entwicklung handelsiiblicher ,On-site* Tests im Lateral-Flow-Format
(z.B. COVID-19 Schnelltest, 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 DWV 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
Spéatsommer eine Sanierung (z. B. Kunstschwarmbildung mit neuer Konigin) oder eine Auflésung
der Volker ermoglichen, bevor sichtbare Schaden auftreten.
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e Linde Morawetz, Hemma Kd&glberger, Antonia Griesbacher, Irmgard Derakhshifar, Karl
Crailsheim, Robert Brodschneider und Rudolf Moosbeckhofer (2019a). ,,Health Status of
Honey Bee Colonies (Apis Mellifera) and Disease-Related Risk Factors for Colony Losses
in Austria“. In: Plos One 14.7, €0219293. DOI: 10.1371/journal .pone.0219293

e Robert Brodschneider, Kristina Gratzer, Elfriede Kalcher-Sommersguter, Helmut Heigl,
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Supported Study on Seasonal Diversity and Monoflorality of Pollen Collected by Honey Bees
in Austria®. In: Scientific Reports 9.1, S. 16633. 1SSN: 2045-2322. DOI: 10.1038/s41598-
019-53016-5

e Hannes Oberreiter und Robert Brodschneider (2020). ,,Austrian COLOSS Survey of Honey
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Diversity 12.3, S. 99. 1SSN: 1424-2818. DOI: 10.3390/d12030099

e Linde Morawetz, Adi Steinrigl, Hemma Koglberger, Irmgard Derakhshifar, Antonia Gries-
bacher, Rudolf Moosbeckhofer und Karl Crailsheim (2020). ,,Prevalence of Bee Viruses in
Austria in the Year 2018¢. In: Proceedings of 5th Austrian Citizen Science Conference 2019
— PoS(ACSC2019). 5th Austrian Citizen Science Conference 2019. Obergurgl, Austria:
Sissa Medialab, S. 007. DOI: 10.22323/1.366.0007

e Alison Gray, Noureddine Adjlane, Alireza Arab, Alexis Ballis, Valters Brusbardis, Jean-
Daniel Charriére, Robert Chlebo, Mary F. Coffey, Bram Cornelissen, Cristina Amaro
da Costa, Bjorn Dahle, Jifi Danihlik, Marica Maja Drazi¢, Garth Evans, Mariia Fedoriak,
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Bee Colony Winter Loss Rates for 35 Countries Participating in the COLOSS Survey for
Winter 2018-2019, and the Effects of a New Queen on the Risk of Colony Winter Loss".
In: Journal of Apicultural Research, S. 1-8. 1SSN: 0021-8839, 2078-6913. DOI: 10.1080/
00218839.2020.1797272

Projektbezogene Kongressbeitrage (Poster und Vortréage):

e Morawetz L, Koglberger H, Derakhshifar I, Mayr J, Moosbeckhofer R, Crailsheim, K.
Health status and factors identified for winter losses of honey bee colonies. Vortrag: Eurbee
8, Gent 2018

e Morawetz L, Griesbacher A, Kuchling S, Mayr J, Brodschneider R, Crailsheim K, Moosbeck-
hofer R. Osterreichisches Bienenbrot-Monitoring auf Pestizidbelastung in unterschiedlichen
Landnutzungstypen (Projekt Zukunft Biene). Poster: 66. Jahrestagung der Arbeitsgemein-
schaft der Institute fiir Bienenforschung e.V; Frankfurt 2019
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Morawetz L, Steinrigl A, Koglberger H, Derakhshifar I, Griesbacher A, Moosbeckhofer
R. (2020) Wie erkennt man ein krankes Bienenvolk? Ergebnisse der Beobachtungen von
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Science Konferenz, Wien, 14.09. - 16.09.2020
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in AGES Projekten". AGES WSP, Lunchtime Learning, Wien, 31.10.2019
Brodschneider R "Pollen diversity as a factor for honey bee development". Agdermotet,
Norwegen, 9.11.2019.
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Abkiirzungsverzeichnis

ABCDS Die fiinf Viren ABPV, BQCV, CBPV, DWV und SBV zusammengefasst

ABPV Akute Bienenparalyse Virus

AGES Agentur fiir Gesundheit und Ernédhrungssicherheit

BIEN Abteilung fiir Bienenkunde und Bienenschutz der AGES

BQCV Schwarzes Kéniginnenzellen-Virus

BMASGK Bundesministerium fiir Arbeit, Soziales, Gesundheit und Konsumentenschutz
(Stand 31.10.2017)

CBPV Chronische Bienenparalyse-Virus

Cl Konfidenzintervall

COLOSS prevention of honey bee COlony LOSSes

DWV-A/-B Fliigeldeformationsvirus Typ A bzw. Typ B

EU-RL EU-Referenzlabor

GLZM Generalisiertes Lineares Modell

IAPV Israelisches Akute Bienenparalyse-Virus

KBV Kashmir-Bienenvirus

LOD und LOQ Limit of Detection, Limit of Quantifikation

MOBI Abteilung fiir Molekularbiologie des Institutes fiir veterindrmedizinische Untersuchungen
Modling der AGES

Q1 Unteres Quartil, 25% der Werte eines Datensatzes liegen darunter

Q3 Oberes Quartil, 25% der Werte eines Datensatzes liegen dariiber

RT-qPCR Reverse Transkriptase quantitative PCR

SBV Sackbrutvirus

SOP Standard operating procedure

VDV-1 Varroa destructor Virus-1 (=DWV-B)
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