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Band XXXVII  Heft 1u.2  20. Juli 1964

Stigmen der Honigbiene
als Eintrittspforten pathogener Bakterien

von

H. WiLLE
Bienenabteilung der Eidg. Milchwirtschaftlichen Versuchsanstalt Liebefeld

Im Jahr 1960 wurden aus verschiedenen Gebieten der Schweiz
ernstzunehmende Bienenverluste gemeldet, die sich weder auf bekannte
Bienenkrankheiten noch auf Vergiftungen durch Pflanzenschutzmittel
zuriickfithren liessen. Dies veranlasste uns, Untersuchungen in ver-
schiedenen Richtungen vorzunehmen, um die Ursachen dieses Bienen-
sterbens abzuklaren. Es erwies sich u. a., dass hiufig die Hamolymphe
verdiachtiger, noch lebender Bienen, die aus Volkern stammten, die
im Frithjahr nicht erstarken wollten, bezw. mehr oder weniger rasch
dahinserbelten, dicht mit Bakterien besetzt war. Diese Bakterien liessen
sich ohne Schwierigkeiten auf gewshnlichem Nahragar isolieren und
In reinen Kulturen darstellen. Wir machten indessen bald die Erfahrung,
dass alle isolierten Stimme praktisch micht virulent waren, wenn sie
mit Trankewasser bezw. mit Zuckerwasser den Bienen veraheicht
wurden. Hingegen wurde eine hohe Mortalitit erzielt, wenn Bienen
in eine Suspension dieser Bakterienstimme getaucht, oder wenn die
Bakterlenaufschwemmung mittels eines feinen Pinsels auf das Inte-
gument apphziert wurde (WILLE und PINTER, 1961). Die Untersuchung
absterbender Bienen, die aus solchen Infektionsversuchen stammten,
ergab, dass in der Regel thre Himolymphe dicht mit Bakterien besetzt
war, die nach erneuter Isolation und Priifung ihrer Girungseigen-
schaften mit den urspriinglichen iibereinstimmten.

Der amerikanische Bienenpathologe BURNSIDE meldete bereits schon
1928 ein dhnliches Versuchsergebnis und vertrat die Meinung, dass
Bacillus apisepticus, der Erreger der von i1hm beschriebenen bakte-
riellen Septikimie der Honigbiene von aussen her in die Tracheen
gelange und von hier aus in die Héimocéle durchbreche. Dieses Ver-
suchsergebnis von BURNSIDE wurde wenig beachtet, sogar bezwerfelt.
Diese eigenartigen Verhiltnisse veranlassten uns, die Frage nach den
Emtrlttspforten der Septikimie-Erreger erneut zu priifen.

Als Infektionsmaterial verwendeten wir den Stamm H, den wir
aus erkrankten Bienen, die wir aus der Praxis erhielten, isolierten
(WILLE und PINTER, 196]), und Pseudomonas apisepticus, den wir dank
des Entgegenkommens von Herrn Dr. Michael, Beltsville aus den USA
bezogen, und der mit Bacillus apisepticus von BURNSIDE identisch sein
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diirfte. Biochemisch lasst sich Stamm H von Ps. apisepticus deuthich
unterscheiden. An anderer Stelle werden wir eingehender auf die
Systematik der verschiedenen Septikimiestimme eintreten. Es sei hier
kurz erwihnt, dass nach unseren Untersuchungen Stamm H wie auch
Ps. apisepticus zu den Enterobacteriacaeen einzureihen sind (peritriche
Begeisselung).

In der zitierten Arbeit (WILLE und PINTER, 1961) haben wir iiber
verschiedene Versuchsserien berichtet, die eingeleitet wurden, um den
Infektionsweg der Test-Stimme festzulegen. Der Verlauf all dieser
Versuche ergab eindeutig, dass die Infektion der Hamocétle primar
nicht vom Darmkanal her erfolgt ; vielmehr dringen jene Septikimie-
erreger von der Korperoberfliche her in die Hiamolymphe ein. Die
Frage nach der eigentlichen Eintrittstelle konnte damals noch nicht
beantwortet werden. Es war denkbar, dass die Infektion iiber das
Tracheensystem, die Driisenkanile oder direkt iiber die Intersegmen-
talhdute erfolgen konnte.

Bei der Durchsicht von Schnittpriaparaten von Bienen, die an einer
vermutlichen Rickettsiose erkrankt waren (WiLLE, 1964), fanden sich
einigemale im Bereich des Thorax Tracheenabschnitte, die dicht mit
Bakterien besiedelt waren. Da Bienen oft gleichzeitig an einer ver-
mutlichen Rickettsiose sowie an emer bakteriellen Septikimie er-
kranken, veranlasste uns dieser Befund, die Frage nach den eigentli-
chen Eintrittstellen der betreffenden pathogenen Bakterienstimme in
exakten Versuchen nochmals aufzugreifen. Wir tauchten nach der
frither beschriebenen Methode wiederum Bienen in eine Aufschwem-
mung von Ps. apisepticus bezw. von Stamm H, und Kontrollbienen in
Brunnenwasser. In bestimmten Zeitabstinden wurden lebende und
tote Bienen aus den Versuchsreihen entnommen (siehe Schema), in
van Leuwen fixiert, in Alkohol und Methylbenzoat entwissert, in
Celloidin-Paraffin eingebettet und geschmtten. Die Schnittdicke
betrug 8-10 u.

Schema des I[nfektionsversuches, Entnahme des Untersuchungsmaterials

Bakterienstamm
=it nact Kontrolle
de%bitnfgi'tliz!n Ps. apisepticus Stamm H
leb. Bi. tote Bi. leb. Bi. tote Bi. leb. Bi. tote Bi.

18 Stunden = 2 — — — —
42 | | 2 — 2 —
86 2 | 2 - 2 —
ol 2 — — _ = _
Unters. Bienen 5 4 4 4
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Massgebend fiir die Untersuchung sind einerseits die 5 lebenden
infizierten Bienen aus der « apisepticus » — und die 4 lebenden Bienen
aus der « H»-Reihe, anderseits die 4 Kontrollbienen. In den Schnitt-
praparaten dieser insgesamt 9 infizierten Bienen liessen sich unschwer
mehrere Tracheenstiicke bezw. Tracheenabschnitte namentlich im
Thoraxsegment | und 2 auffinden, in denen mehr oder weniger aus-
gedehnte Bakterienansammlungen vorlagen (Abb. 1 und 2). In den

Abb. 1. — Schwache Infektion einer weiten Trachee durch Stamm « H» (1000 x).

Kontrollbienen beobachteten wir nirgends irgendwelche mit Bakterien
besetzte Luftrohren. In allen toten Bienen aus der «apisepticus -
Reihe liess sich eine kriftige Bakterienflora, namentlich in den Zwi-
schenrdumen der Thorax-Muskulatur nachweisen (Abb. 4). In diesen
toten Bienen waren nur ganz wenige Tracheenabschnitte mit Bakterien
vollgestopft (Abb. 3), n emigen anderen Luftrghren lagen lokale
Bakterienansammlungen wie in den oben erwihnten lebenden Bienen
vor, wihrend der Grossteil der ubrlgen Tracheen nicht infiziert war.
Dieser Befund deutet darauf hin, dass die betreffenden Septikiamie-
Erreger nur in eimige wenige Luftréhren eindringen miissen, um in
verhiltnismissig kurzer Zeit (einige Stunden bis 6 Tagen, nach fritheren
Infektionsversuchen) in die Koérperhshle durchzubrechen. Anhand der
verfertlgten Schmttpraparate diirfte sich folgender Infekt:onsvorgang
rekonstruieren lassen :

1) Die in Frage kommenden pathogenen Bakterien gelangen, ver-
mutlich durch den Luftstrom mltgerlssen vom ersten Brust-
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Abb. 2. — Abzweigung einer Trachee mit einer Ansammlung von Ps. apisepticus

(500 ).

Abb. 3. — Durch Ps. apisepticus schwer infizierte Trachee zwischen zwei Flugmuskel-
biindel. Die Hiamocdle (Ausschnitt rechts oben) ist noch frei von pathogenen Bakterien

(500 x).
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2)

3)
4)
5)
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stigmenpaar in das Tracheensystem. Die Frage steht noch
often, ob sie auch bei den iibrigen Stigmen der Brust und des
Hinterleibes eingeschleppt werden.

Man darf annehmen, dass sie in den weiten Tracheen noch
teilweise vom Luftstrom bis zu dem Tracheolen, die mit Fliissig-
keit gefﬁllt sind, weiterverfrachtet werden.

In den Tracheolen vermogen sie sich aktiv mittels ihrer gut
ausgebildeten Geisseln fortzubewegen.

In den befallenen Tracheenabschnitten setzt eine kriftige Ver-
mehrung der pathogenen Bakterien ein.

Sie brechen durch die zarten Luftréhrenwinde durch, ge]angen
in die Hiamolymphe, wo sie sich in der Regel stark vermehren
und in kurzer Zeit den Tod des Wirtstieres herbeifiihren.

In zwei toten Bienen machten wir die Feststellung, dass bevor die
allgemeine Uberschwemmung der Hiamolymphe durch die Bakterien
stattfindet, die Erreger sich gewaltig in den Zwischenrdaumen der
Brustmuskulatur vermehren (Abb. 4). Flugunfihigkeit ist hiufig ein
Symptom fiir das Vorliegen einer bakteriellen Septikimie bei der
einzelnen Biene. Wenn man die schwer befallenen Zwischenraume der
Muskulatur sowie die pathologisch veranderten Muskelfibrillen gesehen
hat, so begreift man, warum solche Bienen flugunfihig sind.

Abb. 4. — Der Durchbruch von Ps. apisepticus von irgendeiner infizierten Trachee her
in die Hamocole hat stattgefunden. Die Zwischenrdume der Flugmuskelbiindel sind
dicht mit Bakterien besiedelt, die dazugehdrigen Tracheen waren aber nicht infiziert

(300 ).
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An verschiedenen Stellen unserer Schnittpriparate lebender Bienen
erhielten wir den Eindruck, die befallene Biene sei befihigt u. U., in
Tracheen eingedrungene Bakterien unschidlich zu machen. So er-
schienen die Bakterien in den betreffenden Tracheenabschnitten wie
agglutiniert (Abb. 5). Bei niherer Untersuchung erwies es sich, dass
die betreffenden Luftrohrenstiicke, es handelt sich um Tracheen 1m

F.

& . 2

Abb. 5. — Agglutination von Bakterien (Stamm H) Der betreffende Tracheenabschnitt
ist mit einer serésen Fliissigkeit gefiillt (500 x).

Durchmesser bis zu 200 u zusitzlich mit einer serssen Fliissigkeit
gefiillt sind. Bei den Kontrollbienen, die ja auch in Brunnenwasser
getaucht wurden, liess sich dies nie feststellen. Wir hegen nun den
Verdacht, dass die Fiillung verhéltnismassig weiter Tracheen mit
seroser Fliissigkeit im Dienste einer Abwehrreaktion des Wirtstieres
stehen kénnte. Ahnliche Beobachtungen machten wir schon frither bei
der Untersuchung der Himolymphe nach Infektion mit verschiedenen
pathogenen Bakterien-Stimmen (WiLLE und PINTER, 1961). Je nach
Stamm erliegen in solchen Versuchen innert weniger Tage 60-90 %, der
infizierten Bienen. Ungefihr in der Hilfte der Uberlebenden fanden
sich iiberhaupt keine Bakterien in der Hamolymphe, in der anderen
Hilfte hat der Durchbruch der Bakterien in das Blut bereits statt-
gefunden, aber hiufig erscheinen dann die Bakterien im Gegensatz
zu den normal verlaufenden Infektionen, wo sie in den Ausstrichen
gleichmissig iiber das ganze Priparat verteilt sind, wie agglutiniert.
Eine erneute [solation auf gewshnlichem Nihragar, die sich sonst ohne
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Schwierigkeiten durchfithren lasst, gelingt hier in der Regel nicht.
Diese beiden Befunde deuten darauf hin, dass zumindest ein gewisser
Prozentsatz von Bienen in der Hamolymp}le uber bestimmte Abwehr-
mechamsmen verfiigt, die ihnen erlauben, die in die Tracheen bezw.
in die Hamolymphe eingedrungenen pathogenen Bakterien unschéadlich
zu machen.

In der Literatur sind nur sparliche Angaben iiber das Vorkommen
von Bakterien in Tracheen von Insekten zu finden. Neulich st FExL
(1956, daselbst Literaturiibersicht) dieser Frage ber 5 Insektenarten,
darunter der Honigbiene nachgegangen. In einem Grossteil der unter-
suchten normalen Bienen gelang thm die Isolation verschiedener Bakte-
rienarten, allerdings meist nur in einigen wenigen Kolonien. Dieser
Befund deutet ebenfalls darauf hin, dass Bakterien (unter seinen
Isolationen fanden sich auch nicht bewegliche Arten) passiv durch
den Luftstrom in das Tracheensystem eingeschleppt werden. Gleich-
zeitig hat FEKL Bienen, die von der Innenmilbe, Acarapis Woodi, die
bekanntlich in den Brusttracheen schmarotzt, in seine Untersuchungen
einbezogen. Nach seinen Erhebungen war in vermilbten Bienen die
Bakterienflora in den Brusttracheen iippiger, es traten hier zusitzlich
Bakterienarten in Erscheinung, die bei den Gesunden fehlten, es han-
delte sich hiufig um Eiweissverwerter ja sogar um Fiulnisbakterien.
FEKL wies noch auf weitere interessante Zusammenhinge hin: In
gesunden Bienen fand er sehr selten Keime in der Hamolymphe, sie
waren aber verhiltnismaissig hiaufig im Blut von Milbenbienen ver-
treten. Zudem bestand bei diesen erkrankten Bienen ein qualitativer
Zusammenhang zwischen den Bakterienarten der Tracheen und der
Himolymphe.

Mit anderen Untersuchungsmethoden gelangten wir zu einem ahn-
lichen Ergebnis. So leiden z. B. vermilbte Bienen sehr hiufig an einer
mehr oder weniger ausgesprochenen bakteriellen Septikimie. Die vor-
liegenden Untersuchungen ergeben zusitzlich, dass pathogene Bakte-
rien, ohne dass Innenmilben vorhanden wiren, von den Brusttracheen
aus innert kurzer Zeit in die Hamolymphe eindringen konnen. Im
Lichte der Publikation von FEKL und unserer Versuche diirfte es
sich in Zukunft lohnen, die Folgeerscheinungen eines Milbenbefalles
einer erneuten Untersuchung zu unterziehen.
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