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Resiimee

National Bee Unit, Teil des Central Science Laboratory (CSL), eine Exekutivagentur des Ministeriums fiir Umwelt, Erndhrung
und Dorfangelegenheiten (Defra), hat neue Methoden zur Entdeckung von Krankheitserregern der Bienen entwickelt. Zwei
verschiedene Methoden wurden getestet, wobei das eine ein Antikérpertest fiir die Identifizierung der Faulbrut unter Feldbedingungen
und das zweite ein Labortest aufgrund von Nukleotiden fiir Viren und Differenzierung der Bienenspezies ist. Der Faulbrut-Feldtestkit
dient der Entdeckung der pathogenen Mikroorganismen Melisococcus plutonius und Paenibacillus larvae subsp. larvae. CSL erhielt
monoklonale Antikérper (I9G) aus frisch isolierten Bakterienkulturen, die von infiziertem Material stammten. Das Kit fult auf einer
Technologie des CSL. Zur Feststellung der Spezifizitdt des relevanten Bakteriums wurden die Antikérper rigurés gescreent. Es folgte
ein Testen der Kreuzreaktivitdt mit anderen Bakterien, die (blicherweise im Bienenvolk vorkommen, einschliel3lich Paenibacillus alvei
und Brevibacillus laterosporus. Auch die Anwendbarkeit von seitlichen Kits wurde getestet. Die Kits fiir AFB wurden 2002 im Labor
genehmigt und standen in 2003 fiir das Testen im Geldnde bereit. Der Kit fiir EFB befindet sich noch in der Entwicklungsphase und wird
wahrscheinlich in 2003 im Labor getestet.

Die Entdeckungsmethode von Viren und verschiedenen Bienenspezies fullt auf einer reellen PCR-Zeitmethode, TaqMan®
genannt. Genetische Sequenzen vieler Bienenviren stehen zur Verfiigung und es wurden Vorrichtungen fiir gewisse Viren
(einschlie8lich Kashmir Bienenvirus und Virus der akuten Ldhmung) entworfen, um sie in den Bienenproben zu entdecken. Obwohl erst
am Anfang sind die Hinweise verheiBungsvoll. Die Methode ist sehr leistungsféhig, sodal8 1500 Tests in jeder Woche erfolgen kénnen,
wobei gleichzeitig vier verschiedene Viren entdeckt werden kénnen. Diese Methode eignet sich sehr gut fiir Uberwachungsprojekte
sowohl im Vereinigten Kénigreich als auch in Ubersee. AuBerdem wurde auch eine DNS-Probe entwickelt, mit der die DNS
afrikanisierter Honigbienen identifiziert werden kann, sodal3 auf diese Weise diese Bienen (iberwacht werden kénnen.

Einleitung

Trotz der Fortschritte auf dem Gebiete der Krankheitsdiagnose beruhen die gelaufigen Methoden auf
diesem Gebiete weiterhin auf traditionellen Methodologien, wie die elementare Mikroskopie oder das Testen
der Seren. National Bee Unit (NBU), Teil des Wissenschaftlichen Zentrallabors (CSL), untersucht neue
Technologien fir die schnelle Entdeckung der Krankheitserreger der Bienen. Zwei Methoden werden
heutzutage geprift, u. zwar ein Feldtest aufgrund von Antikorper fir die Identifizierung der Faulbrutformen
und ein Labortest aufgrund von Nukleotiden fiir die ldentifizierung von Viren und die Differenzierung der
Bienenspezies. Die vorliegende Arbeit méchte diese neuen Diagnosemethoden der Bienenkrankheiten
vorfihren und die erzielten Fortschritte beschreiben.

Die Honigbienen leiden an ziemlich wenig Krankheiten, die gewdhnlich die adulten Bienen betreffen
oder, spezifischerweise, die Larven. Zwei solche Krankheiten sind die amerikanische Faulbrut und die
europaische Faulbrut. Beide befallen die Larven und werden von Bakterien verursacht. Das Auftreten dieser
Krankheiten beeinflu®t die Bienenzuchtindustrie sehr stark von 6konomischem Standpunkt, da die Bienen
eine bedeutende Rolle in der Bestdubung, der Honig- und Wachsgewinnung spielen (CARRECK und
WILLIAMS, 1998). Beide Krankheiten wurden von der Fachliteratur eingehend beschrieben (SHIMANUKI,
1983; SHIMANUKI, 1990; RATNIEKS, 1992; HANSEN und BRODSGAARD, 1999). Die amerikanische
Faulbrut (AFB) wird von Paenibacillus larvae subsp. larvae verursacht (HORNITZKY, 1998), vorher als
Bacillus larvae, eine aerobe sporenbildende Bakterie, bekannt (HEYNDRICKX et al., 1996). Die europaische
Faulbrut (EFB) wird von der mikroaerophilen Bakterie Melissococcus plutonius verursacht, friher als
Melissococcus pluton bekannt (BAILEY und COLLINS, 1982; BAILEY, 1983; TRUPER und DE'CLARI,
1989). In den von der EFB befallenen Larven werden aber auch andere Bakterien gefunden, wie
Paenibacillus alvei und Brevibacillus laterosporus, beide sekundare Saprophytenorganismen (ALIPPI, 1991).

Beide Brutkrankheiten kommen in der ganzen Welt vor, die AFB in etwas gréflerem Male. Die EFB
ist fir das Vereinigte Kénigreich ein Problem, kommt aber in den anderen Teilen der Welt in kleinerem Mal3e
vor (SHIMANUKI, 1990; THOMPSON und BROWN, 2001). Gemall der Gesundheitsgesetzgebung fur
Bienen (Gesetzgebung zur Bekampfung von Bienenkrankheiten SI 1982 Nr. 107, 1982) missen in
GroRbritannien beide Krankheiten bei den zustéandigen Behdrden angemeldet werden. In England und
Wales kontrolliert NBU die Gesundheitsprogramme sowohl fiir Defra als auch fir die Nationalversammlung
der Landwirtschaftsabteilung von Wales (NAWAD). NBU hat ein Team von ernannten Bieneninspektoren,
die alle Bienenvolker, die in England und Wales aufgestellt sind, inspektieren. Wird ein Bienenvolk auf eine
dieser beiden Brutkrankheiten verdachtigt, wird eine symptomatische Larvenprobe entnommen und in das
Diagnoselabor von NBU gesendet, wo sie auf die Anwesenheit der Krankheitserreger geprift wird, um auf
diese Weise die Erkrankung festzustellen.

Ein Testkit, das die Krankheit auf dem Felde bestadtigen wirde, ohne dal® Proben ins Labor
geschickt werden, ware viel vorteilhafter. Die Bieneninspektoren kdnnten die Diagnose auf der Stelle
wahrend der Inspektion bestatigen, was eine bessere Bekdmpfungsmethode sichern wirde. Auch das
Laborpersonal konnte sich anstatt Diagnose mehr mit der Forschungsarbeit beschéftigen und die
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Gesundheit der Bienen Uberwachen und fremde Krankheitserreger entdecken. Bei CSL sind (iber 600
Wissenschaftler tatig, die sich mit verschiedenen Gebieten befassen, wie molekulare Biologie, analytische
Chemie und Insektenpathologie. Im Rahmen der Organisation befallt sich ein Team mit der schnellen
Diagnose von Krankheiten, einschliellich der Aufstellung von Gelande-Testskits vor allem flr
Pflanzenkrankheiten. Diese Kits, Vorrichtungen fiir seitlichen Flu® (LFD) genannt, wurden zur sofortigen
Diagnose von Pflanzenviren entwickelt, wie der X und Y-Virus der Kartoffeln (DANKS und BARKER, 2000).
Unsere Forschung befalRte sich mit der Anpassung dieser Technologie, um Diagnosekits der Faulbrut zu
erhalten, die sowohl von den Bieneninspektoren als auch den Imkern selbst verwendet werden kénnen.

Ein weiteres Problem der Bienen ist die Anwesenheit von Viren. Es existieren mehrere Techniken,
einschlieBlich Gelimmundiffusion oder auf ELISA fuRende Tests, die poliklonale Antikérper verwenden
(ANDERSON, 1984; TODD und BALL, 2003). Die heutzutage verfugbaren Methoden sind nitzlich im Falle
von stark befallenen Proben oder einer geringen Probenzahl, kdnnen aber bei groRangelegten Studien oder
bei der Entdeckung von sehr niedrigen Virenniveaus nicht leicht verwendet werden, so wie es der Fall
unsichtbarer Infektionen ist. Die empfindlichen und spezifischen Serummethoden sind bei der Entdeckung
der Viren der Honigbienen schwer anwendbar, da viele Virenpraparate Mischungen sind. Die meisten
Bienenvolker enthalten einen oder mehrere Viren (BAILEY et al., 1981; STOLTZ et al., 1995; EVANS und
HUNG, 2000). Folglich kénnen nur schwer tatsachlich spezifische Antiseren fiir jeden Bienenvirus aufgestellt
werden (ANDERSON, 1984).

Zahlreiche bienenbezogene Viren wurden in den letzten Jahren sequenziert und die Sequenzen in
offentlichen zuganglichen Datenbanken gespeichert, wie GenBank und EBML (GHOSH et al., 1999; GOVAN
et al., 2000), wobei ihre Nomenklatur nur ungenau festgelegt wurde (EVANS und HUNG, 2000; MAYO,
2002). Dennoch wurden auch einige Studien Uber ihr Erscheinen unternommen (ALLEN und BALL, 1996).
Dank der wachsenden Disponibilitat der Virussequenzen konnte NBU eine neue Identifizierungstechnik der
Viren aufstellen, die TaqMan® heiflt und auf RT-PCR fult.

Material und Methoden
Vorrichtung fiir seitlichen FluB

Anféngliche Untersuchungen

Die Gelande-Testkits, Vorrichtungen des seitlichen FlufRes genannt, dienen der Entdeckung des
Krankheitserregers, der mit AFB in Verbindung steht (P. larvae subsp. larvae). Im Rahmen des CSL wurden
einige monoklonale Antikdrper entwickelt und auf ihre Spezifizitat fur P. larvae subsp. larvae untersucht.
Nach der anfanglichen Untersuchung wurde ein Antikorper als der geeignetste ausgesucht, u.zwar aufgrund
seiner Tatigkeit, seiner Verwendbarkeit bei LFD und der abwesenden Kreuzreaktivitdt gegenlber anderen
bienenvolkbezogenen Bakterien, wie M. plutonius, B. laterosporus, P. larvae subsp. pulvifaciens und P.
alvei. Nach seinem Screening und seiner spezifischen Begutachtung wurde der Antikérper in LFD eingefiihrt
und das Weitere unternommen.

Laborgliltigkeit

Die Giiltigkeitserklarung im Labor betrifft das Blindtesten von zahlreichen unterschiedlichen Proben
(die Ublicherweise dem Labor zur Diagnose als Teil der Inspektionsdienststeller des NBU gesendet werden),
um festzustellen, ob der Antikérper fur P. larvae subsp. larvae vollstandig spezifisch ist. Obwohl die
Mehrzahl der getesteten Proben von einem der Faulbrutkrankheiten angesteckt war, wurden auch andere in
Betracht genommen, wie Mumien der Kalkbrut und gesunde Larven.

TaqMan® fiir Identifizierung der Viren

Anféngliche Untersuchungen

Fir einen detaillierten Vergleich der Variabilitdt der Inter- und Intraviralsequenzen wurden die
Hullenproteingene des Kashmir Bienenvirus (KBV), des Virus de akuten Bienenlahmung (ABPV), des Virus
der Sackbrut (SBV) und des Virus der schwarzen Koéniginnenzelle (BQCV) aus der EMBL-Datenbasis
entladen. Mithilfe von dem CLUSTAL V Algorithmus wurden in der Megalign-Packung (DNS-Star) multiple
Sequenzabsteckungen durchgefiihrt. Danach erfolgte die phylogenetische Analyse durch das Berechnen der
genetischen Distanz zwischen den Sequenzpaaren mit den Jukes- und Cantoralgorhythmen und ein
Clusterring dieser Matrizes durch TREECON-Neighboour joining (VAN DE PEER und DE WACHTER, 1994).
Die statistische Signifikanz der Verzweigung wurde durch 100 Replikationen von neuen Strangproben der
Originaldaten eingeschatzt. Fir den Virus der triben Flugel (CWV) war die Sequenz nur im Replikasegen
und nicht im Proteingen der Hulle verfigbar. Die Sequenz fir den von der RNS abhangigen RNS-
Polymerase(Replikase)gen wurde mit dem Replikasegen des Kashmir Bienenvirus (KBV) verglichen. Andere
Replikasesequenzen waren nicht verfugbar.
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TagMan®-Sonde und Primerdesign

Das Primer- und Sondedesign der TagMan®-Versuche wurden mit Primer Express™ Software (PE-
Biosysteme) durchgefihrt, so wie von MUMFORD et al. (2000) beschrieben. Forward- und Reverseprimer
und eine FAM-bezeichnete Sonde wurden fir KBV, CWV, SBV und BQCV bestimmt. Die fur den
Versuchsdesign ausgesuchten Sequenzregionen waren diejenigen, in denen zwischen den Virusspezies ein
groRer Variationsgrad, aber innerhalb der Spezies ein grofer Konservierungsgrad existierte. Ein innerer
positiver Kontrolltest (IPC) wurde fir das 18S Ribosomgen von Apis mellifera aufgestellt. Die Sonde fur
diesen Test wurde eher VIC etikettiert als FAM und deshalb konnte sie im Multiplex bei jedwelchem
ausersehenen Virustest verwendet werden. Diese Kontrolle erlaubte die Uberwachung der Wirksamkeit der
RNS-Extrahierung aus den Proben und bewahrte vor falschen negativen Ergebnissen (z.B. wenn wegen der
milRlungenen RNS-Extrahierung aus den Bienenproben kein Virus entdeckt werden konnte).

TagMan®-Untersuchungen

Die TaqMan®-Reaktionen erfolgten auf Reagenzplatten mit 96 Vertiefungen mit PCR
Kernreagenzkits (PE-Biosystems) gemalf’ der gelieferten Protokolle, jedoch mit der Zugabe von 25 M-MLV-
Einheiten (Promega) pro Reaktion. Fur jede Reaktion wurde 1 ul RNS-Extrakt zugefiigt, sodall das
Endvolumen 25 ul betrug. Danach wurden die Platten unter generellen Systembedingungen (48 °C/30 min,
95 °C/10 min und 40 Zyklen bei 60 °C/1 min, 95 °C/15 sek) innerhalb des 7700 oder 7900 Sequenz-
Detektionssystems (PE-Biosystems) und mit Gebrauch einer RT-Datensammlung zykliert.

Ergebnisse
Vorrichtungen fiir seitlichen FluB

Anféngliche Untersuchungen

Es wurden einige Antikbrper mit einer gegen P. larvae subsp. larvae ausgerichteten Aktivitat
entwickelt. Die meistversprechenden wurden gescreent und einer fir das folgende Studium ausgesucht. Er
war fir P. larvae subsp. larvae vollkommen spezifisch, wies keine Reaktivitat gegeniiber den folgenden
Bakterien auf: M. plutonius, B. laterosporus, P. larvae subsp. pulvifaciens, P. alvei, ein unidentifiziertes
anaerobes aus einem von EFB angesteckter Probe isoliertes Bakterium, Escherichia coli oder Ralstonia
solanacearum (Ursache des braunen Kartoffelschimmels). Dieser Antikdrper wurde in ein LFD eingefuhrt
und als entsprechend gefunden.

Laborgiiltigkeit
Tab. | enthalt eine Zusammenfassung der Ergebnisse der Laborgultigkeit im Falle von AFB LFD.

Tabelle |

Zusammenfassung der AFB LFD Laborgiiltigkeitstests

Probetyp Insgesamt getestete Zahl Reaktion mit LFD

AFB positive Proben 77 71
EFB positive Proben 87 1
Andere (Kalkbrut-Mumien) 31 0

Die Ergebnisse beweisen, daf} der LFD-Test fir die mit AFB infizierten Larven ausgepragt spezifisch
war. E gab nur eine einzige falsche positive Reaktion, erhalten bei einer EFB infizierten und tiefgefrorenen
Larve. Dieses zeigte eine schwache positive Reaktion. Da es nur diese eine positive Reaktion gab, wurde
begutachtet, dal es eine singuldare Erscheinung ware, die nicht mehr vorkommen wird. Die Proben, die
anfanglich als AFB positiv gedeutet wurden und die aber im LFD-Kit fehlten, wurden stark verflissigt. Diese
Ergebnisse waren nicht Gberraschend, da die Kits dazu bestimmt waren, in einer symptomatischen Larve
eine grolle Sporenzahl zu entdecken. Es wurden keine Reaktionen mit anderen getesteten Larven
beobachtet, wie z.B. solche die P. alvei oder B. laterosporus enthielten, oder solche, die scheinbar gesund
waren, aber von den gleichen Waben stammten wie die von AFB oder EFB infizierten Larven.

TagMan® fiir Virusidentifizierung

Sequenzanalyse

Beim Vergleich der Sequenzen interessanter Viren wurden Regionen selektiert, die eine gute
Trennung der Virusspezies garantieren konnten. Hervorzuheben ware der Kashmir Bienenvirus und der
Virus der akuten Bienenldahmung: Diese zwei Spezies sind eng verwandt, obwohl weitere Analysen ergaben,
dafd das Hullenprotein zu ihrer Unterscheidung benltzt werden kann. Wir konnten keine gelauterte Probe
von ABPV erhalten, um die abwesende Kreuzreaktivitdt zu veranschaulichen. Die einzige verfligbare
Sequenz des Virus der triben Fligel war das Replikasegen. Gemall dem paarweise Sequenzvergleich
wurde bewiesen, da® das Replikasegen des Virus der triben Fligel und das des Kashmir Bienenvirus
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identisch waren und daf} der Test, der aufgrund dieser Sequenz aufgestellt wurde, zur Entdeckung des
Kashmir Bienenvirus fuhren mufite.

TaqMan®-Tests
Die aufgestellten TaqMan®-Tests wurden bei einer Reihe von gelauterten Viruspraparaten
verwendet, die von CSIRO, Australien, gekauft worden sind. Abb.1 enthalt die Ergebnisse.
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Abb. 1 - lllustrierung der Entdeckung von Bienenviren mit PCR reelle Zeitanwendung.
A: Entdeckung von KBV mit KBV-Test, B: SBV mit SBV-Test, C: BQCV mit BQCV-Test und D: Entdeckung von KBV mit CWV-Test.
SDW ist die negative Kontrolle, mit Wasser verflissigt.
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Es ist eindeutig, dal in jedem Fall der Test das erwartete Resultat ergab. Die Tests fur den
Sackbrutvirus und dem Virus der schwarzen Koniginnenzelle waren aulerst spezifisch, wahrend die Tests
fir den Kashmir Bienenvirus und den Virus der triiben Fligel alle isolierten Formen des Kashmir Bienenvirus
entdeckten. Keiner der Tests entdeckie RNS im Praparat des Virus der triiben Fligel. Die Forschungen
mussen weiterhin fortgesetzt werden, noch bevor die Griinde dafir bestatigt werden koénnen. Es wird
vermutet, dal® die RNS aus dem Praparat abgebaut wurde. Der Test flir den Kashmir Bienenvirus war
scheinbar fur die KBV-Isolate spezifisch.

Diskussion

Die in dieser Arbeit dargebrachten Methoden sind neu auf dem Gebiete der Diagnose der
Bienenkrankheiten, obwohl sie einige Jahre erfolgreich bei Pflanzenkrankheiten verwendet wurden
(MUMFORD et al., 2000; DANKS und BARKER, 2000). Sie wurden erfolgreich an ihre Verwendung bei den
Bienen angepal’t.

Die Feld-Testkits flir die amerikanische Faulbrut stellen ein vollstandig neues Konzept in der
Diagnose der Bienenkrankheiten dar. In den Landern, in denen eine Diagnose der Bienenkrankheiten
erfolgt, wird diese Ublicherweise in einem Labor durchgefihrt (ALIPPPI, 1991; OIE, 2000). Ihre Durchfiihrung
im Gelande ist von groRem Interesse, vor allem in den Landern, wo weitangebrachte Inspektionsabteilungen
nicht moéglich sind, wie z.B. in Australien (GOODWIN, pers. Mitteilung). Es wird an Entdeckungskits fir die
europdische Faulbrut gearbeitet, wobei sich diese in der Phase der Laborgultigkeit befinden. Die
Gultigkeitserklarung fur Gelandebedingungen wird wahrscheinlich im Vereinigten Kénigreich noch vor Ende
der Saison 2003 erfolgen. Diese Krankheit ist fir das Vereinigte Koénigreich von besonders grol3em Interesse
(THOMPSON und BROWN, 1999).

Die Entdeckung der Viren mit der TaqMan®-Technik stellt sowohl im Vereinigten Konigreich als auch
im Ausland ein riesiges Potential fir die kiinftige Tatigkeit dar. Jedwelche Forschung Gber die Anwesenheit
der Viren in den Bienenvdlkern hing bis jetzt von den Antiseren ab. Auf diese Weise war der Datenvergleich
von der Spezifizitat der in verschiedenen Labors hergerstellten Antiseren abhangig. Diese Tatsache ist von
gréRter Bedeutung, da die Bienen und ihre Volker sehr oft an viralen Ansteckungen leiden (EVANS, 2001).
Die Mengentests fordern ahnlich wie ELISA den Zugang zu entsprechenden Antikérpern und zu gelauterten
Viruspraparaten (TODD und BALL, 2003). In den meisten Fallen konnten die unternommenen Studien
unsichtbare Infektionen entdecken. Sie wurden vor allem als Diagnosemittel verwendet (TODD und BALL,
2003) und boten nicht immer aufschluf3reiche Ergebnisse (RIBIERE et al., 2000). Auch diese Untersuchung
ergab, dal} die Verwendung der TaqMan®-TechnoIogie die Probleme der Verfiigbarkeit des Reagenzmittels
Ubersteigt, die Anwendung der hochempfindlichen und spezifischen RT-PCR-Methode ermdglicht, sodal sie
quantitativ bei einer groRen Probenzahl verwendet werden kann. Die Verwendung der Kontrolle des inneren
18 S Rhibosomalgens ermdglicht die Bewertung der Extrahierungswirksamkeit und verhiitet falsche negative
Ergebnisse.

Es ist eindeutig klar, da® diese neuen Technologien bei der Entdeckung der Bienenkrankheiten
erfolgreich verwendet werden kénnen. Die Forschungen werden auf beiden Gebieten, Uiber welche die
vorliegende Arbeit informierte, fortgesetzt. Dieses kdnnte der Beginn einer neuen Epoche in der Verstandnis
einiger Unbekannter dieser geheimnisvollen Welt der Infektionen sein und vielleicht auch der Beginn des
Auffindens von guten Verwaltungsmethoden der Bienenkrankheiten.
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