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MITTEILUNGEN DER SCHWEIZERISCHEN ENTOMOLOGISCHEN GESELLSCHAFT
BULLETIN DE LA SOCIETE ENTOMOLOGIQUE SUISSE
Band XXXII Heft 2 u. 3 28. Oktober 1959

Beitrige zum Nachweis von Bienenvergiftungen

mit Pflanzenschutzmitteln
a. Miickenlarven-Test (Aedes asgypti, Dipt.)

von

Dr. L. PinNTER
Bienenabteilung, Liebefeld-Bern

Allgemeines

Der Nachweis von Bienenvergiftungen mit Pflanzenschutzmitteln
kann auf chemischem Wege oder mit Hilfe biologischer Teste gefiihrt
werden. Bel den chemischen Methoden besteht jedoch die Maglichkeit,
dass Begleitstoffe und harmlose Abbau- und Umwandlungsprodukte
des Wirkstoffs mitbestimmt werden, was zu falschen Resultaten fithren
kann. Ber den biologischen Testen ist diese Gefahr geringer.

Unter den biologischen Nachweismethoden gehoren verschiedene
Varianten des Aedeslarven-Testes zu den am hiufigsten in der Labora-
toriumspraxis verwendeten. Zum Nachweis von Bienenvergiftungen
kann der Aedestest aut zwer verschiedene Arten ausgefithrt werden :
anhand von Acetonextrakten aus Bienenleichenfall, oder mit nicht
extrahierten, in Wasser zerkleinerten toten Bienen. Die Methode der
wassrigen Aufschwemmung, ohne Acetonextrakt, ist an sich einfacher
auszufithren. Leider haften ihr jedoch gewisse Fehlerquellen an, durch
welche die Resultate beeinflusst werden konnen. Die urspriinglich von
P. ScHENKER (s. STUTE) beschriebene Methode wird wie folgt aus-
gefiihrt :

Die Bienen werden zur Priiffung einzeln in dickwandigen Probe-
glischen mit je 2 ml destilliertem Wasser zerkleinert und mit etwas
Watte am Glasboden festgedriickt. Sodann werden die Gliaschen mit
-3 Tage alten Aedeslarven beschickt. Aus den zerdriickten Bienen
gelangen Eiweiss, Fett, Kohlehydrate usw. in die Losung, wodurch
sich emn ausgezeac]’metes Medium fiir Bakterienwachstum bildet. Da
der Bienenleichenfall in der Regel mehrere Tage alt ist, wenn der zur
Verarbeitung kommt, tritt in den Testgléischen meist schon nach
wenigen Stunden Bakterienwachstum em. Die [.dsungen werden unter
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Gasbildung triib und an der Oberfliche erscheint eine Kahmhaut. Das
Bakteritenwachstum stort den Giftnachweis oft erheblich, indem die
Aedeslarven auch in Glischen, die keine Giftstoffe enthalten, vorzeitig
absterben.

Um die stérende Bakterienentwicklung einzudammen wurden im
vergangenen Jahr Versuche mit Beigaben von Antibiotika zu den
Testlosungen unternommen. Gepriift wurden Penicillin, Gallimycin,
Terramycin, Streptomycin, sowie pilzhemmende Stoffe wie Nigapin
und Sorbinsdure. Davon bewabrten sich vor allem Terramycin und
Streptomycin, welche in Beigaben von 250-500, resp. 1000 mcg/ml
geniigten, um das Bakterienwachstum bis zum dritten Versuchstag zu
verhindern. Daber machte ich die Beobachtung, dass die Aedeslarven
in Anwesenheit zerdriickter Bienen 3-4 fach hohere Antibiotika-
Konzentrationen ohne Schaden ertrugen, als in reinen wissrigen
L.sungen.

Fir die Anwendung des Aedestestes zum Nachweis von Bienen-
vergiftungen in der Laboratoriumspraxis stellten sich folgende Fragen :

Wie weit eignet sich der Aedestest zum Nachweis von Bienen-
vergiftungen mit verschiedenen in der Schweiz gebriuchlichen Pflan-
zenschutzmitteln, und welchen Einfluss hat die Lagerung des Bienen-
materials auf die Nachweismoglichkeiten ?

[st die Methode der wissrigen Losungen ebenso zuverlissig zum
Giftnachweis, wie die Methode der Acetonextrakte ?

Zur Abklirung dieser Fragen habe ich im vergangenen Winter
eine Rethe von Versuchen mit verschiedenen Pflanzenschutzmitteln aus-
gefiithrt, deren Resultate im weiteren besprochen werden. Fiir ihre
Hilfe bei der Ausfiihrung und Redaktion der vorliegenden Mitteilung
bin ich Frl. Dr. A. Maurizio, Liebefeld, zu bestem Dank verpflichtet.

Methodik

Zwanzig bis sechzig aus dem Volk entnommene Winterbienen
wurden 1n Liebefelder Kifigen eingeschlossen und mit Losungen der
gepriifften Pflanzenschutzmittel 1in 30 % Zuckerwasser ad libitum
gefiittert (Konzentration der Mittel s. Tabelle }). Um ein Verschmieren
der Bienen mit der Zuckerlosung und damit eine Kontaktvergi{tung
zu vermeiden, wurden die Futtergeschirre mit durchlécherten Gummi-
stop{en verschlossen, so dass die Nahrung von den Bienen nur durch
enge Locher mit dem Riissel erreicht werden konnte. Die vergifteten
Bienen wurden z. T. sofort fiir den Test verwendet, z. T. vor dem
Test 1-3 Wochen bei Zimmertemperatur (18-22° C.) gelagert.

Die Versuche wurden in Parallelserien gefithrt mit Acetonextrakten
und wissrigen Ausziigen, die wie folgt bereitet wurden :
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TaBELLE |

Gepriifte Pflanzenschutzmittel

Verwendete Konzentration

Wirkstoff Bezeichnung (auf Wirkstoff berechnet)

DDT Gesarol 50 1%

Dinitro-o-Kresol Stirpan 0,1 %
HCH Gamalo 0,02 9%,
Parathion Techn. rein 0,1 %
Phenkapton 0.2 %
Phosphamidon C570, Dimecron 20 0.02 %

Resultate

Die Resultate der Untersuchung sind in nachstehender Tabelle (Tab. 2) ange-
geben. Sie lassen sich wie folgt zusammenfassen :

TABELLE 2

Resultate der Priifung von Acetonextrakten und wdssrigen Ausziigen von

vergifteten Bienen

Methode

Gepriifte Mittel

Priifung von Bienenleichenfall

gelagert bei
Zimmertemperatur

| 1 Woche

frisch

2 Wochen

1 Acetonextrakt
« Tropfenprobe »

DDT

Dinitro Kresol
HCH
Parathion

Phenkapton
Phosphamidon

| ++

bbb

2 Acetonextrakt
« Extraktprobe» -

DDT

Dinitro Kresol
HCH
Parathion
Phenkapton
Phosphamidon

b

_E— __1_

| ++

+++++

3 Wissriger Auszug
-+ Terramycin
« Terramycinprobe »

DDT

Dinitro Kresol
HCH
Parathion
Phenkapton
Phosphamidon

+

| ++

e

WF ,,}4
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a) Acetonextrakt

Die toten Bienen wurden im Maérser zerrieben, mit Aceton tiber-
gossen (je | ml/Biene) und in Kélbchen 18-20 Stunden unter mehrmali-
gem Schiitteln, ber Zimmertemperatur extrahiert. Jedem Ansatz wurde
eine Messerspitze Tierkohle beigegeben. Nach beendigter Extraktion
wurden die Losungen filtriert (Papierfilter) und ber Zimmertemperatur
verdunstet. Dem stark angereicherten Extrakt wurden jeweils 4 Tropfen
(ca. 0,1 ml) entnommen, mit 10 ml destilliertem Wasser verdiinnt und
als « Tropfenprobe » ((1) Tab. 2) mit Aedeslarven getestet. Der Rest
des Extraktes wurde bis zur Trockenheit verdunstet, der Riickstand
in 5 ml destilliertem Wasser aufgenommen, eine Stunde stehen gelas-
sen, filtriert, auf Testglaschen verteilt und mit Aedeslarven beschickt

(« Extraktprobe (2), Tab. 2).

b) Wéssriger Auszug

Eine Parallelprobe von Bienen wurde im Marser in einer wissrigen
Terramycinlosung zerrieben (400 meg Terramycin/1 ml dest. Wasser ;
| ml Losung/Biene), und in Kolbchen bei Zimmertemperatur 18-
20 Stunden, unter mehrmaligem Schiitteln, stehen gelassen. Dann
wurde die Losung filtriert, das Filtrat auf Testglischen verteilt und
mit Aedeslarven beschickt (« Terramycinprobe » (3), Tab. 2).

Als Testtiere dienten in allen Versuchen 24 Stunden alte Aedes-
larven. Das Resultat galt als positiv, wenn alle Testlarven innerhalb
der ersten 24 Stunden nach Versuchsbeginn tot waren, oder gelihmt
am Glasboden lagen. Die gepriiften Pflanzenschutzmittel sind 1
Tabelle | zusammengestellt. Die angegebenen Konzentrationen beziehen
sich auf reine Wirksubstanz (berechnet nach den Angaben der Her-
stellerfirmen).

I. Von den sechs gepriiften Pflanzenschutzmitteln lassen sich fiinf
mit Hilfe des Aedes-testes (in allen dret Varianten) nachweisen,
namlich : DDT, HCH, Parathion, Dinitrokresol und Phenkapton.
Negativ verliefen dagegen die Teste bei Bienen die mit Phosphamidon
vergiftet worden waren. Nur der aus frisch getsteten Bienen gewonnene
Acetonextrakt war hier fiir Aedeslarven schédlich ; die « Tropfenprobe »
von Acetonextrakten und die « Terramycinprobe » von wissrigen Aus-
ziigen, ergaben stets negative Resultate. Daraus ergibt sich die Tatsache,
dass der Nachweis von Bienenvergiftungen mit Phosphamidon in der
Praxis mit Hilfe des Aedestestes sehr unsicher ist, und dass deshalb
zu diesem Zweck andere Testmethoden herangezogen werden miissen.
Nach meinen Erfahrungen eignet sich z. B. der Drosophilatest besser
zum Nachweis von Phosphamidon in Bienenleichenfall.

2. Von den drei Varanten des Aedeslarven-Testes erwies sich die
Acetonextraktmethode als am sichersten. Sie ergab z. B. bei frischen
mit Phosphamidon vergifteten Bienen ein positives Resultat, wihrend
die Methode des wissrigen Auszuges hier versagte.
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3. Der Nachweis von DDT, HCH, Parathion, Phenkapton und
Dinitrokresol mit Hilfe der Acetonextraktmethode war sowohl bei
frisch getoteten, wie bei gelagerten Bienen moglich. Fiir DDT und
Phenkapton ergab sich auch bei 3 Wochen lang gelagerten Bienen ein
positiver Testausfall. Diese Feststellung 1st wichtig, weil nach Beob-
achtungen von GrucH und HIRSCHFELDER Parathion- und HCH-
Praparate in kontaktvergifteten Bienen nach 8-tigiger Lagerung bel
Zimmertemperatur nicht mehr sicher nachweisbar sind. DDT liess
sich dagegen, nach diesen Autoren noch nach 8-wéchiger Lagerung
sicher nachweisen. Es st méglich, dass die Unterschiede zwischen den
von mir und von GRucH und HIRSCHFELDER erhaltenen Resultaten auf
verschiedener Lokalisierung der Giftstoffe beruhen. Waihrend die
beiden genannten Autoren mit kontaktvergifteten Bienen arbeiteten,
bei welchen die Giftstoffe an der Korperoberfliche hafteten, handelt es
sich in meinen Versuchen um Frassvergiftungen, bel welchen die Gift-
stoffe im Innern des Bienenkérpers enthalten sind.

4. Um einen einwandfreien Nachweis von Pflanzenschutzmitteln in
Bienenleichenfall zu sichern, sollte die Priifung wenn méglich mit
verschiedenen Testmethoden ausgefﬁhrt werden (z. B. Aedes- und
Drosophilatest, oder zusatzlich Grllentest). Die gewihlten Teste miis-
sen sich nach dem zur Verfiigung stehenden Material (Bienen, Pollen-
hoschen) und der vermuteten Todesursache (z. B. Verwendung schwer
nachweisbarer Stoﬂ‘e) richten.
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