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ZUSAMMENFASSUNG

In der Hamolymphe waldtrachtkranker Bienen konnten Bakterien nachgewiesen werden, wihrend
sich die Hiamolymphe gesunder Bienen stets als bakterienfrei erwies. In allen untersuchten Fillen
lieB sich die Anwesenheit von zwei verschiedenen Bakterienarten zeigen, die als Pseudomonas
fluorescens, Biotyp C und als Yersinia pseudotuberculosis identifiziert wurden. Bei Infektionsver-
suchen im Labor riefen beide Bakterienarten die Symptome der Waldtrachtkrankheit hervor. Auch
in der Hidmoiymphe der infizierten Versuchsbienen waren die entsprechenden Bakterien nachzu-
weisen. In diesen Versuchen konnte auBerdem ein groBer EinfluB der Erndhrung auf die Morta-
litdtsrate der Bienen nachgewiesen werden, wobei die Gruppe der mit mineralstoffreichem Honigtau-
honig gefiitterten Bienen etwa den doppelten Totenfall gegeniiber der mit reinem Zuckerwasser
ernéihrten Kontroligruppe aufwies. Fiir Pseudomonas fluorescens lieB sich eine deutliche Abhingig-
keit des Wachstums vom Kaliumgehalt des Nihrmediums nachweisen.

EINLEITUNG

Die Waldimkerei stellt eine der schwierigsten Betriebsformen dar, da durch
eine einseitige Massenhonigtautracht wichtige Nektar- und Pollenspender als
Quelle eiweiBhaltiger und antibiotischer Substanzen fiir das Bienenvolk ins
Minimum geraten. Weiterhin muf3 berlicksichtigt werden, dall der Imker h#ufig
durch unsachgemife Eingriffe, in Verbindung mit bienenwidrigen Witterungs-

(1) Herrn Prof. Franz LINGENS zum 60. Geburgstag gewidmet.
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verhidltnissen, StreBsituationen induziert. Hinzu kommt die auflerordentliche
Belastung durch den unphysiologischen Mineralstoffgehalt von Honigtauhonigen
im Vergleich zu Bliitenhonigen, mit stark erhohten K- und P-Gehalten, aber
verringerten Ca- und Na-Werten, was die Disposition fiir Krankheitserreger im
Bienenvolk verstérkt.

MATERIAL UND METHODEN

Isolierung und ldentifizierung von Bakterien aus Hdamolymphe

In den Jahren 1981 und 1982 wurde Himolymphe von waldtrachtkranken und gesunden, in der
WeiBitannentracht eingesetzten, lebenden Bienen entnommen. Die Entnahme von 10-20 ul Himo-
lymphz= erfolgte nach einer Betidubung mit CO. durch Einstechen von sterilen, diinn ausgezogenen
Glaskapillaren in den Thorax, bzw. zwischen dem 2. und 3. Abdomensegment. Nach einer Ver-
diinnung in physiologischer Kochsalzlosung oder kiinstlichem Himolympheersatz (Graces Insect
Medium, Catalogue Nr. 194 G} wurde das « Bisnenblut» auf Agarplatten mit komplexen Nihr-
medien ausplattiert. Es wurden Blutagarplatten, Platten mit HNB - Medium (10 g Hefeextrakt, 10 g
Nutrient Broth, 5 g Na Cl, 15 g Agar pro Ltr. H:O) und Standard-I-N#hragarplatten (Merck,
Darmstadt) eingesetzt. Nach Inkubation (30 °C) von verdiinnter Hidmolymphe aus kranken Bienen
entwickelten sich in allen Fillen zwei verschieden grole Kolonien auf den Agarplatten, Durch
nachfolgende Verdiinnungsausstriche wurden Reinkulturen gewonnen. Zur Durchfithiung der Iden-
tifizierungsreaktionen wurden die Bakterien auf Standard-I-Nahragar angeziichtet. Die Identifizierung
erfolgte nach bekannten Vorschriften (Manual of Microbiological Methods; Society of American
Bacteriologists, Mc Graw-Hill, New York [1957]), wobei zusiitzlich folgende standardisierte Test-
systeme eingesetzt wurden :

— ENTEROTUBE und OXI-FERM TUBE von HOFFMANN LA ROCHE, Grenzach-Wyhlen
und

— API 20 E System von BIO MERIEUX, Niirtingen.

Das AM-Medium zur Untersuchung des K-Einflusses auf das Wachstum von Pseudomonas
fluorescens besitzt folgende Zusammensetzung :
3,5 g K.,HPO,, 1,5 g KH,PO,, 0,5 g Na-Citrat, 0,1 g MgSO, x 7 H.0, 1,0 g (NH,).SO, und 2,0 g
Glucose auf 1000 ml deionisiertes Wasser.

Infektionsversuche mit isolierten Bakterien

Die aus der Hdmolymphe waldtrachtkranker Bienen isolierten Reinkulturen wurden folgender-
maBen auf ihre Pathogenitit gepriift :

Jeweils 2,0 ml einer Suspension lebender Bakterien mit einer Keimzahl von etwa 5,0 Mio./ml
in 30 %-iger Zuckerlosung wurden im Abstand von zwei Tagen insgesamt dreimal an 40 Fiug-
bienen verfiittert. Die Versuche wurden mit beiden Kulturen getrennt und mit einem Gemisch aus
beiden Stimmen durchgefithrt. Im Kontrollversuch wurde 30 %-iges Zuckerwasser mit den im
Autoklaven abgetoteten Bakterien verabreicht., Die einzelnen Versuchsgruppen wurden entweder
mit reinem Zuckerwasser oder aber mit mineralstoffreichem WeiBtannenhonig gefiittert. Bei der
Auswertung der Versuche wurde der Verlauf der Absterbekurven als Kriterium fiir den pathogenen
EinfluB der applizierten Bakterien auf die unterschiedlich gefiitterten Bienen herangezogen. Die
Ergebnisse basieren auf drei Wiederholungen.
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ERGEBNISSE

Alle nach einem Bonitierungsschema als waldtrachtkrank eingestuften
Bienenproben wiesen signifikant erhohte Kalium- und Phosphor-Gehalte, aber
deutlich verringerte Werte an Natrium und Calcium bei gleichen Stickstoff-
konzentrationen auf (HORN, 1985). Bei diesen Bienen konnte in der Himolymphe
immer ein starker bakterieller Befall nachgewiesen werden. In gesunden Bienen
wurden keine Mikroorganismen gefunden. In allen Fillen entwickelten sich zwei
verschiedenartige Bakterien, die aufgrund ihrer Kolonienform als grofie « GK »
—— Kolonien und kleine « KK » — Kolonien bezeichnet wurden. Die Zahl der
kleinen Kolonien lag stets deutlich hoher (ca. 100 bis 1000 mal) als die der grofien
Kolonien. Die cremefarbenen, schleimig-viskosen, glattrandigen groflen Kolonien
« GK » waren punktformig bis kreisrund, mit einem Durchmesser von 1,0-4,0 mm
(nach 2-tigigem Wachstum auf Standard-I-Ndhragar), von glatter Oberfliche und
bildeten nach einigen Tagen ein griin-gelbliches, wasserlosliches Pigment, das im
UV-Licht fluoreszierte. Unter dem Elektronenmikroskop erwiesen sich die Bak-
terien als monopolar begeiielt (siehe Abb. 1).

ABB. 1. — Elektronenmikroskopische Aufnahme von Pseudomonas fluorescens, Biotyp C
nach Schriigheschattung (2,1 X 10‘-fach)

Fi6. 1. — Electron micrograph of Pseudomonas fluorescens, biotype C,
after diagonal shadowing (21,000 X)
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Die nahezu durchsichtigen kleinen Kolonien « KK » erschienen flach aus-
einandergelaufen, waren kurz nach dem Anziichten schleimig, sehr schlecht sus-
pendierbar und wurden nach etwa 4-5 Tagen trockener. Das Elektronenmikroskop
zeigte peritrich begeilelte Mikroorganismen (siche Abb. 2).

“a~

ABB. 2. — Elektronenmikroskopische Aufnahme von Yersinia pseudotuberculosis
nach Schrigbeschattung (2,1 X 10'-fach)

FiG. 2. — Electron micrograph of Yersinia pseudotuberculosis after diagonal shadowing
(21,000 X)

Die Identifizierung der verschiedenen Kulturen erfolgte anhand der morpho-
logischen, physiologischen und biochemischen Eigenschaften der Bakterien vieler
Einzelkulturen (entnommen aus Reinkulturen) eines jeden Kolonientyps. Die
Ergebnisse sind in Tab. 1 in den wichtigsten Ausziigen zusammengefaf3t.

Die erste Einordnug der Bakterien aus der groBen Kolonie « GK » erfolgte
nach BUCHANAN et al. (1974) in die Familie der Pseudomonadaceae und zwar
in die Fluoreszensgruppe. Beim Vergleich der biochemischen Reaktionen anderer
pigmentbildender Pseudomonaden ergab sich die grofte Ubereinstimmung mit
Pseudomonas fluorescens, einem Vertreter mit 7 Biotypen A-G (STANIER et al.,
1966). Nach Auswertung der entsprechenden biochemischen Reaktionen wurde
die groBte Ubereinstimmung mit dem Biotyp C gefunden (sieche Tab. 2).
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TaB. 1. — Morphologische, physiologische und biochemische Merkmale der aus der Hdmolymphe
waldtrachtkranker Bienen isolierien Bakterien

TaBL. 1. — Morphological, physiological and biochemical characters of bacteria isolated
from the haemolymph of « black-diseased » bees

Pseudomonas fluorescens Yersinia pseudotuberculosis
(GroBe Kolonie « GK ») (Kleine Kolonie « KK »)
(large cotony « GK ») (small colony « KK »)

Merkmal
Character

GroBe 0,5-1,5 pm X 1,5-4,0 um 0,4-0,5 um X 2,0-4,0 um
Size
Gram-Farbung —
Gram stain

Kapsel-Farbung —
Capsule stain

Ziehl-Neelsen-Firbung — —_
(Saurefestigk.)
Acid-fast-stain

GeiBelfirbung + +

Flagella stain

Neisser-Fiarbung (Phosphatgranula) + +
Neisser stain (Phosphate granula)

Lipidgranula + —
Lipid granula

Sporen -
Snores

Beweglichkeit 4 + (bei 22"C)
Motility — (bet 37 °C)

Wachstum bei / Growth 2t .
4 °C
42 °C

| +

Oxidase

+ +

Catalzse

Nitrate reduction
aerobic
anaerobic

+ 4
+ +

H.S-production —
Indole-production —
Methyl-red —_ —
Voges-Proskauer —_

Lackmus-Milch — —
Litmus-milk
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Merkmal
Character

Pseudomonas fluorescens
(Grofle Kolonie « GK »)
(large colony « GK »)

Urease (Christensen)

Gelatineverfliissigung
Liquefaction of gelatin

Amylase (starch-hydrolysis)
Lipase (Tween 80)
Lecithinase (egg-yolk)
B-Galactosidase
Arginine dihydrolase
Lysine decarboxylase
Ornithine decarboxylase
Phenylalaninedeaminase
Tryptophan deaminase
Fluorescein
C-Quellen-Verwertung :
Carbon sources utilized :
L-Arabinose

Glucose

Rhamnoss

Sorbit
Sorbitol

Adonit
Adonitol

f3-Alanine
L-Alanine
Ethanol
B-Hydroxybutyrate
Lactate
Propionate
Succinate
Trehalose
Acetate
Arginine
Betaine

Propylereglycol

Yersinia pseudotuberculosis
(Kleine Kolonie « KK »)
(small colony « KK »)

+

-+

+ +

+

+ + + + |+ ++ F

-+

+ +
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Die Bakterien der kleinen Kolonie « KK» wurden nach BUCHANAN et al.
(1974) in die Familie der Enterobacteriaceae eingeordnet. Beim Vergleich der
einzelnen biochemischen Reaktionen ergab sich eine weitgehende Ubereinstimmung
mit den in der Literatur angegebenen Merkmalen der Gattung Yersinia. Innerhalb
dieser Gattung unterscheidet man die Species Y. pestis, Y. pseudotuberculosis und
Y. enterocolitica. Nach DAVIES et al. (1980) wurden die Bakterien der kleinen
Kolonie « KK » der Species Yersinia pseudotuberculosis zugeordnet.

Die aus der Hamolymphe von waldtrachtkranken Bienen isolierten Bakterien
zeigen einige Eigenschaften, die nicht mit den Literaturangaben iibereinstimmen :

— Nach BUCHANAN et al. miiiten, anders als die Bakterien der groBlen
Kolonie « GK », alle Pseudomonaden Acetat, DL-Arginin und Betain als C-
Quellen verwerten.

— Die Bakterien der kleinen Kolonie « KK » zeigten im Gegensatz zu den
fiir Yersinia pseudotuberculosis beschriebenen Eigenschaften negative Reaktionen
im Methylrot-Test, im B-Galactosidase-Test und in der fermentativen Verwertung
von Arabinose unter Sdurebildung.

Der Einfiuf3 von Kalium auf die Bakterienentwicklung

Die Untersuchungen haben eindeutig ergeben, dal Kalium einen stimulie-
renden EinfluB auf die Vermehrungsrate von Pseudomonas fluorescens ausiibt
(siche Abb. 3). Im Ansatz II, bei dem alle Kaliumsalze durch Natriumsalze ersetzt
wurden, konnten sich die Bakterien weitaus schlechter vermehren, als im Ver-
suchsansatz 1. Diese Versuche haben weiterhin gezeigt, dall das Kalium im Néhr-
boden durch im Honigtauhonig enthaltene Nihrstoffe vollwertig ersetzt werden
kann, da das beste Bakterienwachstum in den Ansitzen V und VI erzielt werden
konnte. In diesen Varianten wurde einem kaliumfreien Medium (V) und einem
normalen Medium (VI) viel Waldhonig zugesetzt. Das Verhalten der Bakterien-
kultur im Versuchsansatz VI zeigt, daB mineralstoffreicher Weiitannenhonig
fordernd auf die Vermehrungsrate dieser offenbar « kaliumliebenden » Kultur
wirkt, Da die als Yersinia pseudotuberculosis identifizierte kleine Kolonie « KK »
nur auf komplexen N#hrmedien wichst, konnten die entsprechenden Versuche
zur Kaliumabhingigkeit nicht durchgefiihrt werden.

Infektionsversuch durch Verfiitterung von Bakteriensuspensionen
bei unterschiedlicher Erndhrungsweise der Bienen

Gesunde Bienen zeigen nach oraler Aufnahme der aus der Hidmolymphe
von waldtrachtkranken Bienen isolierten Mikroorganismen deutliche Krankheits-
symptome. Aus den Kurvenverldufen (Abb. 4) wird ersichtlich, daB die Ver-
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ABB. 3. — Wachstum von Pseudomonas fluorescens, Biotyp C, auf AM-Medium (Zusammensetzung,
siehe Material und Methoden) mit unterschiedlichen Kaliumkonzentrationen
I : AM-Medium (3,5 g K:HPO: und 1,5 g KH:POy)
II : Ersatz der K-Salze durch Na-Salze
I : AM-Medium ohne K-Salze
1V : AM-Medium ohne K-Salze, Zusatz von 1,0 ml Tannenhonig/Itr.
V : AM-Medium ohne K-Salze, Zusatz von 10,0 ml Tannenhonig/Itr.
VI : AM-Medium mit K-Salzen, Zusatz von 10,0 ml Tannenhonig/Itr.
Fi6. 3. — Growth of Pseudomonas fluorescens, biotype C, on AM-Medium (composition see

materials and methods) containing different amounts of potassium

I : AM-medium (3.5 g K:HPO; and 1.5 g KH.PO,)

1T : K-salts replaced by Na-salts

I : AM-medium without K-salts

1V : AM-medium without K-salts, addition of 1.0 ml honeydew honey/I.

V : AM-medium without K-salts, addition of 10.00 ml honeydew honey/l.
VI : AM-medium containing K-salts, addition of 10.0 m! honeydew honey/l.

abreichung lebender Mikroorganismen mit dem Futter den Totenfall in den
einzelnen Versuchsvarianten sprunghaft ansteigen ldBt, wobei die Art der Fiitterung
(Weillitannenhonig oder Zuckerwasser) einen groen Einflufl auf die Bienensterb-
lichkeit in den einzelnen Versuchsvarianten besitzt. In den mit mineralstoff-
reichem WeiBStannenhonig gefiitterten Versuchsgruppen zeigten alle erkrankten
Bienen ausnahmslos deutliche Symptome der Waldtrachtkrankheit, wie Haarverlust
oder Fliigelzittern. Bei der Untersuchung der Hédmolymphe dieser erkrankten
Versuchsbienen gelang in allen Fillen der Erregernachweis. In den mit Zucker-
wasser gefiitterten Versuchsvarianten war der Infektionserfolg gegeniiber den mit
Weiflitannenhonig erndhrten Gruppen wesentlich geringer, was sich durch eine
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ABB. 4. — Anzahl toter Bienen bei oraler Verabreichung von Pseudomonas fluorescens, Biotyp C
und Yersinia pseudotuberculosis bei unterschiedlicher Fiitterung der Bienen

(e = Fiitterung mit Zuckerwasser, 30 %-ig ;

Fi6. 4. — Number of dead bees during oral administration of Pseudomonas fluorescens,
biotype C, and Yersinia psendotuberculosis, with different food supplies

(e = aqueous sugar solution, 30 % ; X = honeydew honey). Each group consisted of 40 bees. Arrows
indicate the time of oral administration of bacterial suspensions, fed «alive » (test group) and

verringerte Mortalititsrate ausdriickt. In dieser Gruppe verendeten Bienen sowohl
mit als auch chne duflere Kennzeichen der Waldtrachtkrankheit. Ein Erregernach-
weis gelang nur aus Bienen mit deutlichen Krankheitssymptomen. Die mit abge-
toteten Mikroorganismen gefiitterten Kontrollgruppen zeigten eine wesentlich

Zustand verfiittert wurden

« heat-killed » (control group)

X = Fiitterung mit WeiBStannenhonig). Jede Gruppe
bestand aus 40 Bienen. Die Pfeile kennzeichnen die Zeitpunkte der Verabreichung der
Bakteriensuspension, die im infektiosen (Versuchsgruppen) und abgetéteten (Kontrollgruppen)
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geringere Sterblichkeitsrate als die mit lebenden Mikroorganismen gefiitterten
Versuchsbienen und wihrend der ersten Versuchswoche keine unterschiedlichen,
durch das Futter bedingten Mortalititsraten. Gegen Versuchsende wurde ein
Fiitterungseinflufl bemerkbar, wobei die mit Weilltannenhonig gefiitterten Gruppen
gegeniiber den mit Zuckerwasser erndhrten Versuchsvarianten eine hdhere Bienen-
sterblichkeit aufwiesen. In den mit Weilltannenhonig gefiitterten Kontrollgruppen
konnten auch vereinzelt Bienen mit deutlichen Symptomen der Waldtrachtkrankheit
beobachtet werden. Aus der Himolymphe dieser Bienen lieBen sich beide
Species sicher identifizieren. Der Erregernachweis gelang jedoch nie aus Kontroll-
bienen, die wihrend der Versuchsdurchfilhrung mit reinem Zuckerwasser gefiittert
wurden.

DISKUSSION

In der vorliegenden Arbeit wird gezeigt, dal

a) aus der Himolymphe waldtrachtkranker Bienen Bakterien isoliert werden
konnen ;

b) diese Bakterien auf Nahrboden auBerhalb erkrankter Bienen zu ver-
mehren sind ;

¢) gesunde Bienen nach Aufnahme dieser Bakterien waldtrachtkrank werden ;

d) aus den infizierten Versuchsbienen diese Bakterien wieder isoliert werden
koOnnen.

Somit sind die Koch’schen Postulate erfiillt, und die Bakterien kOnnen als
bienenpathogen eingestuft werden. Die als Pseudomonas fluorescens, Biotyp C
und Yersinia pseudotuberculosis identifizierten Bakterien gehoren zu den Erregern
von Zoo-Anthroponosen, also den Krankheiten, bei denen die Erreger direkt vom
Tier auf den Menschen iibertragbar sind, oder umgekehrt. Pseudomonas fluorescens
ist nahezu ubiquitir vorhanden und kann aus Wasser- und Bodenproben leicht
isoliert werden. In der Insektenpathologie sind Pseudomonas Species ebenfalls
von groBer Bedeutung. Sie werden hier in die Kategorie der potentiellen Krank-
heitserreger eingestuft. Darunter versteht man die Erscheinung, daf3 sich Keime
im HimocOlom von Insekten extrazelluldr vermehren und eine letal verlaufende
Septikamie induzieren (KRIEG, 1961). Yersiniosen sind bei Haus- und Wildtieren
weit verbreitet, filhren jedoch nur ausnahmsweise zu FErkrankungen, wihrend
latente Infektionen hiufig sind.

Im Bienenvolk gibt es eine Reihe von Krankheiten, die durch bakte-
rielle Infektionen ausgelost werden. Die bedeutendsten gehdren in die Gruppe
der Brutkrankheiten. Daneben wird die Septikdmie als eine Krankheit der
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TaB. 3. — Eigenschafren von Pseudomonas apisepticus und den H-Stdmmen (nach FEY),
verglichen mit den aus der Hidmolymphe waldtrachtkranker Bienen isolierten Mikroorganismen
Pseudomonas fluorescens Biotyp C und Yersinia pseudotuberculosis

TaBr. 3. — Characters of Pseudomonas apisepticus and H-Tribes (according to FEY), compared
with characters of Pseudomonas fluorescens, biotype C and Yersinia pseudotuberculosis,
isolated from haemolymph of black-diseased bees in honeydew flow

Organismus
Organism

Pseudomonas
apisepticus

H-Stdimme
H-tribes

Pseudomonas
fluorescens

Yersinia
pseudotuberculosis

Kleine Reihe nach FEY.

Abbreviated series according to FEY.

Mannit-Verwert.
Mannitol utiliz.
Gas prod.
Lactose-Verwert.
Lactose utiliz.
Gas prod.
Indole

Urease
Beweglichkeit
Motility
KCN-Tolerance

[+ ]+ ++ +

_|._

Verliangerte Reihe nach FEY
Extended series according to FEY

Glucose-Verwert.
Glucose utiliz.

Gas prod.

Adonit

Adonitol

Dulcit

Dulcitol

Inosit

Inositol
Saccharose-Verwert.
Saccharose utiliz.

Gas prod.
Simmons-citrate
Voges-Proskauer
KNO,-reduct.
Gelatine-Verfliissigung
Liquefaction of gelatin
H-S-prod.

Methyl red.

+/—

| + +4++++ + +

+ +

# 4+ |

++

++ |+ |

I

+ +

— = negative Reaktion;
-+ = positive Reaktion ;

+ /— = Reaktion positiv oder negativ ;

— wenn positiv, dann stark verzogert ;
X = nur bei einem Teil der Stimme positive Reaktion.

—_ — negative reaction ;
+ = positive reaction ;

+/— = positive or negative reaction ;
* — if positive, delayed reaction ;
X = positive only for some strains.
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erwachsenen Bienen beschrieben, die zuerst von BURNSIDE (1928) beobachtet
wurde. BURNSIDE identifizierte den Erreger als Bacillus apisepticus, der spiter
durch LANDERKIN und KATZNELSON (1959) als Pseudomonas apisepticus be-
zeichnet wurde. Die an Septikdmie erkrankten Bienen erinnern in ihrem Verhalten
und Aussehen an waldtrachtkranke Bienen und zerfallen postmortal bei geringster
Beriihrung. Auch WILLE et al. (1961) haben sich mit dem Problem der bakte-
riellen Septikimie bei der Honigbiene beschiftigt. Die Krankheit war dadurch
gekennzeichnet, dall starke Volker in kiirzester Zeit zusammenbrachen. Erkrankte
Bienen zeigten jedoch in der Mehrzahl weder im Verhalten, noch &duBerlich
sichtbar, an Waldtrachtkrankheit erinnernde Symptome. Da die von BURNSIDE
und WILLE beschriebenen Krankheitserscheinungen in vielen Merkmalen mit den
von uns in der Weilitannentracht beobachteten Krankheitssymptomen iiber-
einstimmen, erscheint es angebracht, die biochemischen Reaktionen von Pseudo-
monas apisepticus (BURNSIDE) und die von WILLE beschriebenen H-Stimme mit
den von uns isolierten Species Pseudomonas fluorescens, Biotyp C und Yersinia
pseudotuberculosis zu vergleichen (siehe Tab. 3).

Aufgrund der Vielzahl von unterschiedlichen biochemischen Eigenschaften
kann gefolgert werden, dal weder die von BURNSIDE, noch die von WILLE
beschriebenen Mikroorganismen mit den von uns aus Reinkulturen isolierten
Bakterien identisch sein konnen. Bemerkenswert erscheint jedoch die Tatsache,
dal3 die von uns identifizierten Krankheitserreger entweder in die Familie der
Pseudomonadaceae, wie der von BURNSIDE isolierte Pseudomonas apisepticus,
oder aber in die Familie der Enterobacteriaceae, wie die von WILLE und Mit-
arbeiter beschricbenen H-Stimme gehoren. Das Zustandekommen einer bakte-
riellen Septikdmie, die bei allen von uns untersuchten Bienenproben mit typischen
Symptomen der Waldtrachtkrankheit beobachtet wurde, konnte darauf beruhen,
daB ubiquitdre Mikroorganismen aus der Darmflora der Honigbienen, z.B. nach
uneingeschrankter Vermehrung, die Darmzellen so schddigen, dal die Darm-
schranke passierbar wird, und die Mikroorganismen in das Himoc6lom einzu-
dringen vermogen. Dal3 bei geschwiichter Abwehr des Wirtsorganismus saprophy-
tisch lebende Mikroorganismen pathogen wirken konnen, wird von WATKINS
(1940) bei der Diskussion iiber den oder die Erreger der gutartigen Faulbrut
vertreten, wobei Bacillus pluton als primire und eine mangelhalfte Versorgung
der Larven mit Pollen als sekunddre Ursache der Krankheit angesehen wird.
Ahnliche Verhiltnisse konnten auch bei der Waldtrachtkrankheit vorliegen. Eine
Stiitze findet diese Hypothese in der Tatsache, dal sich nach TYSSET et al. (1968,
1969) die Darmflora gesunder Bienen aus 70 % gram-negativen, 29 % gram-
positiven und 1 % Hefen zusammensetzt, wobei in Sommerbienen etwa 72 %
der Arten zu der Familie der Pseudomonadaceae gehort, wéhrend der Rest iiber-
wiegend von der Familie der Enterobacteriaceae gebildet wird. Die von uns
aus waldtrachtkranken Bienen isolierten Species Pseudomonas fluorescens, Biotyp
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C und Yersinia pseudotuberculosis wurden jedoch niemals von den genannten
Autoren gefunden.

Da bei der Auswertung der biochemischen Reaktionen zur Identifizierung
der Mikroorganismen im Vergleich zu den in der Literatur beschriebenen Arten
fiir beide Bakterienkulturen einige unterschiedliche Testergebnisse gefunden
wurden, kann nicht vollstindig ausgeschlossen werden, da3 es sich bei den von
uns isolierten Mikroorganismen um neue, bisher noch unbeschriebene insekten-
oder gar bienenspezifische Biotypen handelt. Nach KLUGE (1963) ist die Bakterien-
flora autochthon, d.h. nur von der zugefiihrten Nahrung abhiingig. Mdoglicherweise
ist dies auch der Grund dafiir, dal die Symptome der Waldtrachtkrankheit nahezu
ausschlieBlich bei Nutzung einer Weilltannentracht auftreten. Gestiitzt wird diese
Hypothese noch dadurch, dafl die als Pseudomonas fluorescens, Biotyp C iden-
tifizierte Bakterienkultur ausgesprochen « kaliumliebend » ist. Nach Zusatz von
mineralstoffreichem Weilltannenhonig zu einem normalen Medium wird diese
Kultur in ihrem Wachstum positiv beeinfluBit. Fiir das Bienenvolk erweist sich
dagegen die Nutzung einer guten Waldtracht als ausgesprochener Nahrungsstref3.
In Fiitterungsversuchen konnte eindeutig festgestellt werden, daB3 die Mortalitits-
rate in den mit Weitannenhonig erndhrten Versuchsgruppen gegeniiber den mit
Zuckerwasser gefiitterten Bienen deutlich erh6ht war. Durch die typische Situation
in der Weifitannentracht, mit all den negativ zu beurteilenden Einfliissen auf die
Konstitution des Bienenvolkes, aber optimalen Voraussetzungen fiir die Ver-
mehrung spezifischer Mikroorganismen, kann man sich die Ursachen der Wald-
trachtkrankheit mit folgenden Moglichkeiten erkldren :

a) Gesunde Bienen infizieren sich bei der Aufnahme von Honigtau mit
trachtspezifischen Mikroorganismen, die in Abhéngigkeit von der « Verfassung »
des Bienenvolkes mehr oder weniger stark krankheitsauslosend wirken.

b) Die aus der Himolymphe waldtrachtkranker Bienen isolierten Mikroorga-
nismen gehdren der normalen Darmbakterienflora gesunder Bienen an, die auf-
grund der unphysiologischen Nahrungszusammensetzung und weiterer « Stressoren »
die Darmschranke passieren und ins HdmocGlom gelangen.

Gegen die erste Theorie spricht die Beobachtung, daf trotz der hohen Virulenz
der beiden Mikroorganismen nicht alle in der WeiBtannentracht eingesetzten Bienen-
volker Symptome der Waldtrachtkrankheit zeigen. Gegen die zweite Moglichkeit
sprechen die Ergebnisse der Fiitterungsversuche unter kontrollierten Versuchsbe-
dingungen im Flugzelt, wobei es nicht gelang, bei der Verfiitterung einer dem
Honigtauhonig vergleichbaren Konzentration an Kalium, XKrankheitssymptome
an weiselrichtigen Bienenvolkern auszuldsen. Da aber solche Versuche nicht in
der Lage sind, die Situation freifliegender VOolker in der WeilStannentracht, mit all
den auftretenden StreBsituationen zu simulieren, kann eine Infektion durch im
Bienendarm ubiquitir vorkommende Mikroorganismen nicht ausgeschlossen
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werden. Neben den hier diskutierten Hypothesen iiber mogliche Ursachen der
Schwarzsucht darf jedoch auch nicht vergessen werden, dafl Symptome der
Schwarzsucht auch durch Viren hervorgerufen werden konnen. BAILEY et al.
(1963, 1965) konnten aus Bienen ein Virus isolieren und identifizieren, das bei
Injektion in das HidmocGlom, Symptome der Schwarzsucht auslosen kann. Ob
dieses als Chronic Bee Paralysis Virus (CBPV) bezeichnete Virus auch bei
waldtrachtkranken Bienen in der WeiBtannentracht nachzuweisen ist, miissen

weitere Untersuchungen kldren.
Eingegangen im Dezember 1985.
Angenommen im Mdrz 1986.
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RESUME

LA MALADIE NOIRE DE L’ABEILLE DOMESTIQUE.
1f. PRESENCE DE BACTERIES DANS L'HEMOLYMPHE DES ABEILLES ATTEINTES
ET INFLUENCE SUPPLEMENTAIRE DU NOURRISSEMENT

En 1981 et 1982, au cours de la miellée de miellat, on a prélevé chez des abeilles saines et
des abeilles atteintes de maladie noire de ’hémolymphe de la maniére suivante : aprés avoir anes-
thésié les abeilles au CO,, on enfonce de fins capillaires de verre dans leur thorax ou entre les 2° et 3¢
segments abdominaux. L’hémolymphe est diluée avec du liquide physiologique ou avec un succédané
artificiel d’hémolymphe, puis étalée sur divers milieux complexes. Par dilutions successives on a
obtenu des cultures pures, que I'on a identifées selon des méthodes bien connues, comprenant les
systémes de tests d’identification bactériologique standardisés.

Dans tous les cas étudiés, on a trouvé que I’hémolymphe des abeilles malades renfermait
deux espéces différentes de bactéries, tandis que I'hémolymphe des abeilles saines présentes sur la
miellée de miellat ne contenait aucun micro-organisme. D’aprés leurs propriétés morphologiques,
physiologiques et biochimiques, les bactéries ont été identifiées comme étant respectivement Pseu-
domonas fluorescens biotype C et Yersinia pseudotuberculosis (Tabl. 1 et 2).

La comparaison des caractéristiques biochimiques des bactéries de la maladie noire men-
tionnées ci-dessus avec celles de Pseudomonas apisepticus (Burnside) ou des tribus H décrites
par WILLE montre des différences considérables entre les bactéries pathogénes de I'abeille (Tabl. 3).

Une suspension de bactéries vivantes (environ 5 millions de bactéries/ml) dans une solution
aqueuse sucrée a 30 % a été administrée par voie orale, trois fois de suite 4 deux jours d’intervalle,
a un groupe de 40 abeilles. Les deux espéces bactériennes ont été données séparément et en mé-
lange. Dans les expériences témoins on a administré des bactéries tuées par la chaleur. Les diffé-
rents groupes expérimentaux d’abeilles ont été nourris soit avec une solution de sucre pure, soit
avec du miel de miellat riche en potassium.

Les expériences d’infection ont montré que les deux espéces de bactéries provoquaient les
symptomes de la maladie noire. Les micro-organismes se sont montrés pathogénes pour les abeilles,
qu’'ils aient été administrés séparément ou ensemble. Les bactéries correspondantes ont pu étre

IS

réisolées a partir de I'hémolymphe des abeilles infectées, satisfaisant ainsi aux quatre postulats de
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KocH. La nourriture donnée au cours des expériences d’infection a joué un grand 16le : les
abeilles nourries avec du miel de miellat riche en potassium ont présenté une mortalité environ
deux fois plus élevée que celle du groupe témoin nourries avec une solution de sucre (Fig. 4).
Pseudomonas fluorescens, biotype C, s’est beaucoup mieux développé dans un milieu riche en
potassium (Fig. 3). L’absence de potassium a entrainé un taux de croissance moindre et 1’addition
de miel de miellat riche en potassium a provoqué la stimulation de la croissance.

La maladie noire semble étre le résultat de I'infection des abeilles par des bactéries pathogénes
que l'on trouve partout. A cause d’un régime déséquilibré en potassium, les abeilles se trouvent
en mauvais état physiologique et sont donc plus sensibles a I'infection.

SUMMARY

BLACK DISEASE OF THE HONEY BEE
1. BACTERIA IN THE HAEMOLYMPH OF BLACK-DISEASED BEES
AND THE ADDITIONAL INFLUENCE OF FOOD SUPPLY ON BLACK DISEASE

In 1981 and 1982 haemolymph of black-diseased and healthy bees was collected during the
honeydew flow as follows : after narcosis with CO. bees were punctured with sterile, thin glass
capillary tubes in the thorax or between the second and third abdominal segments. Haemolymph
was diluted with physiological saline or with an artificial haemolymph substitute, and thereafter
it was plated on different complex media. By the dilution streak technique on solid media, pure
cultures were obtained which were identified according to well-known procedures including
standardized bacteriological identification test systems.

In all cases under investigation the haemolymph of black-diseased bees was found to contain
two different bacterial species, whereas haemolymph of healthy bees in honeydew flow contained
no microorganisms. On the basis of morphological, physiological and biochemical properties the
bacteria were identified as Pseudomonas fluorescens, biotype C, and Yersinia pseudotuberculosis,
respectively (Table 1, 2).

A comparison of biochemical characteristics from the black-disease bacteria, mentioned above,
with Pseudomonas apisepticus (Burnside) or with the H-tribes, described by WILLE, revealed consi-
derable differences among ths various bee-pathogenic bacteria (Table 3).

A suspension of viable bacteria (about 5 million bacteria/ml) in 30 % aqueous sugar solution
was administered orally three times at two days intervals to a group of forty bees. The two bacterial
species were fed seperately and as a mixture. Control experiments included the administration of
heat-killed bacteria. The different experimental groups of bees were fed either with a pure sugar
solution or with potassium-rich honeydew honey. The infection experiments showed that both bacteria
cause the symptoms of black disease. The microorganisms were found to be pathogenic for bees,
whether administered seperately or in a mixture. From the haemolymph of infected bees, the
corresponding bacteria could be reisolated, thereby fulfilling KocH’s four postulates for these
bee-pathogenic organisms. Food supply during the infection experiments was of great influence
bees fed with potassium-rich honeydew honey showed about a two-fold higher mortality when
compared to the control group fed with sugar solution (Fig. 4). Pseudomonaus fluorescens, biotype C,
was found to grow considerably better in potassium-rich media (Fig. 3). Lack of potassium led
to a reduced growth rate, and the addition of potassium-rich honeydew honey resulted in growth
stimulation.

Black disease seems to be the result of the infection of bees by ubiquitous, bee-pathogenic
bacteria. Due to an unbalanced potassium-rich diet, the bees are in poor physiological condition,
and are therefore more susceptible to infection.
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