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AVIS
de I’Agence nationale de sécurité sanitaire de I’alimentation,
de I’environnement et du travail

relatif aux co-expositions des abeilles
aux facteurs de stress

L’Anses met en ceuvre une expertise scientifique indépendante et pluraliste.

L’Anses contribue principalement a assurer la sécurité sanitaire dans les domaines de I'environnement, du travail et de
l'alimentation et a évaluer les risques sanitaires qu’ils peuvent comporter.

Elle contribue également & assurer d’une part la protection de la santé et du bien-étre des animaux et de la santé des
végétaux et d’autre part I'évaluation des propriétés nutritionnelles des aliments.

Elle fournit aux autorités compétentes toutes les informations sur ces risques ainsi que I'expertise et I'appui scientifique
technique nécessaires a I'élaboration des dispositions législatives et réglementaires et a la mise en ceuvre des mesures
de gestion du risque (article L.1313-1 du code de la santé publique).

Ses avis sont rendus publics.

L’Anses s’est auto-saisie le 13 juillet 2012 de la question des co-expositions des abeilles aux
facteurs de stress.

1. CONTEXTE ET OBJET DE LA SAISINE

Depuis une cinquantaine d’années, le nombre de pollinisateurs tend a diminuer dans des pays
industrialisés. Ce déclin semble s’étre accéléré depuis une vingtaine d’années, notamment chez
les abeilles domestiques en France, avec des conséquences délétéres sur les espéces végétales
et sur les productions apicoles. Ainsi, selon FranceAgrimer, entre 2004 et 2010, le nombre
d’apiculteurs a diminué de 40 %, le nombre de ruches est passé de 1 350 000 a 1 074 200, et la
production de miel a baissé de 28 %.

Dans ce contexte, les phénoménes d’affaiblissement, d’effondrement et de mortalité des colonies
d’abeilles, observés dans la plupart des pays ou l'agriculture est intensive (Europe, Amériques),
ont fait 'objet, au cours des derniéres années, de plusieurs études visant a comprendre le ou les
mécanismes impliqués dans ces troubles. L’Afssa a produit en 2009 un rapport qui en soulignait
I'étiologie multifactorielle (facteurs infectieux, chimiques, physiques, climatiques, alimentaires,
etc.). Ce rapport concluait notamment sur la nécessité d’évaluer les effets, individuels et conjoints,
de l'exposition des abeilles et des colonies d’abeilles aux agents infectieux et aux produits
phytopharmaceutiques, et de réaliser des recherches sur les expositions chroniques a des
pesticides en présence d’infections latentes, récurrentes, par différents agents infectieux
susceptibles de se potentialiser entre eux. L’Anses a émis en 2012, trois avis portant sur deux
publications scientifiques (Henry et al. 2012; Vidau et al. 2011) qui ont rapporté les effets sur les
abeilles et/ou les colonies d’abeilles, de doses sublétales de pesticides, en présence d’agents
infectieux. L'EFSA a publié, en mai 2012, une « déclaration sur les résultats d’études récentes
examinant les effets sublétaux de certains néonicotinoides sur les abeilles ».
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Dans ce cadre, et compte tenu du travail en cours de 'EFSA sur les effets chroniques de
néonicotinoides, Il'autosaisine porte sur les co-expositions (expositions concomitantes ou
successives) des abeilles individuelles et des colonies d’abeilles a différents facteurs de stress, les
meécanismes d’action et d’interaction de ces facteurs et leurs roles respectifs dans les phénoménes
de mortalité ou d’affaiblissement des colonies d’abeilles. L’accent est mis sur les interactions entre
agents infectieux et parasitaires, d’'une part, et facteurs toxiques a des doses sublétales, d’autre
part. Les autres facteurs, intrinséques (patrimoine génétique et diversité) ou extrinseques
(pratiques apicoles, facteurs environnementaux) sont pris en considération dans leur capacité a
moduler ces interactions et leurs effets. En raison du nombre d’individus constituant les colonies,
du caractére tres structuré de ces derniéres (par exemple la répartition du travail en fonction de
'age des ouvriéres), les effets sur l'individu abeille (a I'échelle moléculaire, cellulaire, tissulaire ou
de [lorganisme entier) sont distingués des conséquences a [I'échelle des colonies
(superorganisme).

2. ORGANISATION DE L’EXPERTISE

L’expertise a été réalisée dans le respect de la norme NF X 50-110 « Qualité en expertise —
Prescriptions générales de compétence pour une expertise (Mai 2003) ».

L’Anses analyse les liens d’intéréts déclarés par les experts avant leur nomination et tout au long
des travaux, afin d’éviter les risques de conflits d’'intéréts au regard des points traités dans le cadre
de I'expertise.

Les déclarations d’intéréts des experts sont rendues publiques via le site internet de I'Anses

(www.anses.fr).

L’Anses a confié au groupe de travail « Co-expositions des abeilles aux facteurs de stress »,
rattaché au comité d'experts spécialisé « Santé animale », linstruction de cette saisine. Ce
groupe, créé le 8 janvier 2013 aprés appel a candidature, était constitué de 17 experts aux
compétences complémentaires en apiculture, physiologie et pathologie de [abeille,
toxicologie/écotoxicologie, notamment les interactions entre xénobiotiques/agents infectieux et
parasitaires, épidémiologie et modélisation.

Les objectifs du Groupe de travail mis en place par 'Anses pour traiter cette autosaisine étaient les
suivants :

(1) mieux comprendre le réle des facteurs de stress dans les phénomeénes d’affaiblissement, de
mortalité et d’effondrement des colonies, en particulier :

e les co-expositions des abeilles a des agents pathogénes et a des substances
chimiques a des doses sublétales,

e la compréhension des mécanismes d’action (effets additifs, synergiques,
potentialisation),

o le rble modulateur d’autres facteurs de stress (facteurs génétiques ; facteurs
nutritionnels, climatiques, champs électromagnétiques, etc.) sur ces effets
individuels ou conjoints,

et déterminer, dans la mesure du possible, la part respective de ces facteurs et de leurs
interactions en tenant compte également de l'influence des pratiques apicoles et des facteurs
environnementaux.

Des resultats d’analyses de données recueillies sur I'état sanitaire du cheptel apicole et sur
'exposition d’abeilles a différents facteurs de stress en France métropolitaine ont été examinés
et mis en perspective avec les données bibliographiques ;

(2) déterminer si I'élaboration de méthodes prenant en compte, dans I'évaluation des produits
phytopharmaceutiques, les interactions éventuelles entre agents infectieux et facteurs toxiques
serait pertinente et réalisable, notamment de maniére standardisée. Le cas échéant, de telles
méthodes pourraient étre proposées par le GT ;
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(3) émettre des recommandations en termes de pratiques apicoles et de recherche

Les travaux d’expertise du groupe de travail ont nécessité 23 réunions pléniéres entre le 8 février
2013 et le 20 mars 2015 et sept auditions d’acteurs de la filiére apicole. Ces travaux ont été
soumis régulierement au CES (tant sur les aspects méthodologiques que scientifiques). Le rapport
rédigé par le groupe de travail tient compte des observations et éléments complémentaires
transmis par les membres du CES.

Le rapport d’expertise collective final a été validé par le groupe de travail le 20 mars 2015 et
adopté par le CES SANT le 7 avril 2015.

Concernant les parties bibliographiques du rapport, les méthodes d’expertise ont reposé sur
l'analyse critique, par les experts, de travaux originaux d’articles scientifiques publiés
principalement dans des revues scientifiques a comité de lecture. Les articles anciens ont été
inclus lorsqu’ils étaient appropriés. Trois sous-groupes d’experts ont été constitués pour collecter
et discuter de la pertinence de ces articles. Pour les articles relatifs aux pesticides, une attention
particuliere a été apportée a la qualité de la méthode analytique et a I'échantillonnage. Une
actualisation des données bibliographiques a été réalisée tout au long des travaux du GT ; elle
s’est terminée a la date de validation du rapport.

Des données recensées en France sur I'état sanitaire de ruchers et sur des co-expositions a des
agents infectieux et des xénobiotiques ont été collectées et ont fait 'objet d’analyses statistiques
par 'Anses, en lien régulier avec le groupe de travail. Les résultats de ces analyses ont été
communiqués au GT qui les a discutés et pris en compte dans I'élaboration du présent rapport.

3. ANALYSE ET CONCLUSIONS DU GROUPE DE TRAVAIL ADOPTEES PAR LE CES SANT

3.1. Synthése

Dans son rapport d’expertise collective, le groupe de travail chargé du traitement de cette
autosaisine a d’abord étudié la santé des abeilles et colonies d’abeilles en définissant autant que
possible I'état de santé « normal » d’'une colonie d’abeilles, en décrivant les outils d’évaluation de
la santé des abeilles et colonies d’abeilles et en proposant des indicateurs de santé utilisables par
I'apiculteur, le technicien sanitaire apicole, le vétérinaire et le chercheur.

Il s’est ensuite attaché a présenter, sans les hiérarchiser, les principaux facteurs de stress,
rapportés dans la bibliographie, auxquels peuvent étre exposées les abeilles et susceptibles
d’'induire des interactions : facteurs biologiques, chimiques, alimentation, pratiques apicoles,
conditions météorologiques, facteurs physiques. Des co-expositions et interactions entre ces
facteurs de stress, rapportées dans la littérature, ont ensuite été étudiées, aprés un rappel des
mécanismes de 'immunité et de détoxication des abeilles dont certains sont impliqués dans les
interactions observées.

Pour compléter ce travail bibliographique, le groupe de travail a discuté les résultats d’analyses
statistiques de neuf jeux de données relatives a [I'état sanitaire de ruchers en France
métropolitaine (obtenues par différentes instances nationales).

Les experts ont enfin examiné l'intérét de prendre en compte certaines interactions entre facteurs
de stress dans les demandes d’autorisation des produits phytopharmaceutiques.

3.2. Conclusions

3.2.1.8Sur 'état des colonies et des outils d’évaluation de la santé des colonies d’abeilles

Les constats effectués, sur la base des données disponibles, ont mis en évidence un nombre
important d’agents infectieux et parasitaires affectant les colonies d’abeilles et de nombreux
xénobiotiques présents dans les matrices apicoles. Ces éléments définissent aujourd’hui le
contexte dans lequel vivent les colonies d’abeilles, dont le cycle biologique annuel doit aussi
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s’adapter aux autres facteurs environnementaux (climat, alimentation, ...). Dans ce contexte
variable, il est apparu nécessaire de définir 'état de santé des colonies d’abeilles et de mieux
déterminer ce qu’est une situation normale ou anormale. Les outils actuellement disponibles pour
évaluer la santé des abeilles doivent, pour certains, étre rénovés et adaptés a ce nouveau
contexte ; cette évolution est en cours pour certains outils. lls doivent répondre a des objectifs
distincts (examen ponctuel, suivi temporel), a des échelles différentes (abeille individuelle, colonie,
région, etc.) et a des niveaux d’étude variables (moléculaires, cellulaires, comportementaux, etc.).
Les experts ont souligné la difficulté a comparer les données sur la santé et la force des colonies,
du fait de la variabilité des facteurs géographiques, climatiques, floristiques ou agronomiques qui
influent largement sur le cycle biologique annuel des colonies. Ces données devraient étre
comparées a des référentiels et prendre en compte la notion d’évolution temporelle.

3.2.2. Sur les facteurs de stress

La diversité des facteurs de stress auxquels les abeilles peuvent étre exposées, de maniére
concomitante ou successive, apparait trés importante. Pour chaque facteur, il peut exister une
grande variabilité d’un rucher a l'autre, voire d’une colonie a l'autre. Il en résulte souvent une
difficulté a déterminer le role attribuable a I'un ou l'autre de ces facteurs lors de troubles dans les
colonies, ou leurs effets conjoints, et a pouvoir effectuer des comparaisons entre ruchers. Ces
différents facteurs de stress concourent a 'affaiblissement et aux troubles des colonies, méme si,
dans certains cas, un seul type de facteur peut étre mis en cause.

Pour de nombreux agents biologiques, la connaissance du pouvoir pathogene reste, dans certains
cas, a approfondir, au laboratoire et sur les colonies d’abeilles. Le portage asymptomatique
d’agents infectieux et parasitaires est trés répandu dans les colonies d’abeilles et il convient de le
distinguer de la maladie clinique. Le maintien en équilibre des populations microbiennes est lié a
des facteurs intrinséques a la ruche et environnementaux, dont l'altération peut conduire a
I'apparition de troubles. Il est important de s'intéresser au caractére prédictif du portage pour
lapparition de troubles ultérieurs, notamment par une approche intégrant des données
démographiques dans la colonie, ainsi que des données géographiques et temporelles au cours
des saisons apicoles.

Le nombre et la diversité des facteurs chimiques sont trés élevés. Il existe une grande diversité
des substances retrouvées dans les matrices apicoles et auxquelles les abeilles sont exposées a
I'extérieur et a l'intérieur de la colonie. Dans le cadre du présent travail, les substances d’intérét
retenues ont été les insecticides, les fongicides et les acaricides varroacides. Un certain nombre
de substances impliquées dans des troubles d’abeilles, parfois a des doses sublétales sont bien
documentées (e.g. pyréthrinoides, néonicotinoides, fipronil). Certaines études ont décrit des
troubles et identifié des mécanismes explicatifs. Les études en laboratoire sont plus nombreuses
que les études sous tunnel et/ou en plein champ, du fait des difficultés de réalisation et
d’interprétation de ces derniéres. L’exposition des abeilles au champ n’est pas comparable a
I'exposition controlée en laboratoire et les résultats pour une méme substance peuvent différer,
principalement du fait du mode et du contréle de I'exposition (nature, nombre de substances et leur
guantité).

L’abondance et la diversité de I'alimentation et des ressources environnementales jouent un réle
important dans la reproduction, le développement et le maintien des colonies d’abeilles. Elles
influencent la santé et la tolérance des abeilles a d’autres facteurs de stress (chimiques et
biologiques). Des études, réalisées principalement en laboratoire, ont mis en évidence des effets
négatifs de carences nutritionnelles sur le métabolisme et 'immunité. Il est important de savoir si
les effets observés sont transposables en conditions naturelles.

Certaines pratiques apicoles peuvent générer un stress susceptible de s’ajouter a d’autres facteurs
et induire I'apparition de troubles. L'impact négatif possible peut étre inhérent a la pratique elle-
méme ou relever de pratiques inadaptées ou non réalisées.
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Le groupe de travail souligne l'intérét du respect de bonnes pratiques apicoles, fondées sur une
formation approfondie a I'apiculture et un suivi régulier des colonies pour le maintien de la santé
des ruchers.

L’intensité et la durée des phénomeénes météorologiques peuvent modifier I'équilibre physiologique
et la dynamique des populations d’abeilles d’'une colonie et entrainer un affaiblissement naturel.
Dans ce contexte, le groupe de travail souligne I'intérét d'utiliser et de maintenir des populations
d’abeilles adaptées aux conditions locales.

3.2.3. Sur les co-expositions et interactions entre facteurs de stress

Les ruchers sont co-exposés a de multiples combinaisons de facteurs : le parasite Varroa, des
bactéries, virus, microsporidies et des xénobiotiques (tels que des insecticides, fongicides et
acaricides) constituent les éléments de stress identifiés.

Le bilan du rdle suspecté / avéré des interactions entre facteurs de stress a mis en évidence que
plusieurs agents infectieux et/ou chimiques pouvaient interagir sur les mémes cibles fonctionnelles
de la larve et de l'abeille adulte et induire des effets additifs ou synergiques. Les substances
chimiques peuvent en outre perturber les mécanismes de détoxication, et ainsi modifier la
sensibilité des abeilles a d’autres substances. De plus, certains agents biologiques (Varroa) et
certaines substances ont des effets immunodépresseurs et contribuent a l'amplification des
infections/infestations en général. Varroa agit également comme vecteur (ABPV, KBV), voire
multiplicateur (DWV") de l'infection par certains virus qu'il transmet. Enfin, certaines substances,
comme des néonicotinoides et des acaricides, peuvent avoir un effet sur la cohésion de la colonie
et le comportement hygiénique des ouvrieres, et donc sur les risques infectieux et parasitaires.
Ainsi, en particulier, les interactions entre Varroa et virus (DWV, virus du complexe AKI?),
néonicotinoides et Nosema, fipronil et Nosema, néonicotinoides et virus (DWV et BQCV?),
fongicides et insecticides, montrent des effets de synergie menacant le bon état de santé des
colonies.

Ces différents mécanismes peuvent agir simultanément. Leurs effets dépendent de la saison. Le
niveau d'infection de la colonie a I'entrée de I'hiver dépend de l'interaction entre I'ensemble de ces
facteurs pendant la période de butinage. lls peuvent étre seulement observables aprés un temps
de latence. Les pratiques apicoles peuvent les compenser ou les amplifier.

3.2.4. Sur les résultats de I'analyse des données (aspects monofactoriels et interactions)

Les résultats de I'analyse des jeux de données confirment le nombre important et la diversité des
dangers biologiques et chimiques détectés dans les colonies d’abeilles en France. lls n’ont pas
permis de conclure sur la prévalence des dangers biologiques ou chimigues dans les ruchers en
France, les conditions de représentativité des échantillons n’étant pas réunies, seules certaines de
ces études ayant été congues pour une recherche systématique et standardisée de dangers
biologiques et chimiques.

Ces observations permettent d'orienter vers certains dangers a rechercher, donnent des
indications et soulignent les méthodes a utiliser et les besoins quant aux matrices a prélever.

Dans ce contexte de co-exposition des abeilles a de nombreux facteurs de stress, associé a une
forte variabilité, qualitative et quantitative, des expositions et interactions pouvant en résulter, le
groupe de travail souligne la difficulté a déterminer I'état de santé et de « normalité » d’'une colonie
d’abeilles, ainsi que le rble attribuable a chaque co-facteur identifié dans une colonie d’abeilles
présentant des troubles. Les troubles observés peuvent résulter de co-expositions concomitantes,

TDWV : virus des ailes déformées

2 complexe regroupant trois virus étroitement apparentés de la famille des Dicistroviridae, souvent difficiles a différencier : le virus de la paralysie
aigué (ABPV), le virus du Cachemire (KBV) et le virus israélien de la paralysie aigué (IAPV)

3 BQCYV : Black queen cell virus (virus de la cellule royale noire)
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mais également successives, a des facteurs de stress. Un facteur peut induire des effets, par
exemple sur 'immunité, dont les conséquences apparaitront de maniere différée, alors méme que
ce facteur peut ne plus étre présent dans la ruche.

3.2.5. Sur la question de la prise en compte des interactions dans I'évaluation des produits
phytopharmaceutiques

S'’il est illusoire de prendre en compte toutes les interactions possibles, le groupe de travail a
estimé pertinente la prise en compte de certaines d’entre elles pour évaluer les produits
phytopharmaceutiques (PPP), en distinguant la phase d’autorisation de mise sur le marché (AMM)
du produit et la phase post-AMM. L’évaluation des PPP pré-AMM en interaction avec un ou
plusieurs facteurs de stress parmi les plus courants et les plus pertinents devrait étre réalisée en
utilisant des méthodes validées déja disponibles. Le suivi post-AMM de produits a base de
nouvelles substances actives permettrait de rechercher et d’évaluer les interactions possibles lors
de troubles observés sur le terrain alors que ces molécules auront été utilisées.

Les différentes conclusions issues de I'analyse de la bibliographie et des résultats d’analyse des
jeux de données ont conduit le groupe de travail a formuler plusieurs recommandations.

3.3. Recommandations

Cette partie reprend les recommandations énoncées dans les différents chapitres du rapport. Le
groupe de travail, dans sa diversité disciplinaire, a souhaité souligner les recommandations
prioritaires en gras, sans occulter l'intérét des autres recommandations.

3.3.1. Sur les outils d’évaluation de la santé des colonies d’abeilles

En préambule, il convient de souligner la nécessité de définir des outils de caractérisation, en
termes de parametres physiques, chimiques et biologiques, de I'état « normal » moyen d’une
colonie d’abeilles, dans son environnement.

Le groupe de travail recommande de :

e distinguer les outils a destination des apiculteurs et ceux destinés a la recherche
et/ou au diagnostic ;

e soutenir le développement de méthodes et de dispositifs innovants et validés pour
mieux appréhender la santé et la force des colonies d’abeilles. En termes cliniques et
pathologiques, I'élaboration d’un atlas illustré de pathologie de l'abeille constituerait
un appui utile au diagnostic ;

e développer des dispositifs validés et harmonisés pour la mesure des troubles
des colonies (pertes des butineuses, ponte de la reine, etc.).

Les experts recommandent en outre la création de ruchers de référence’, réunis en réseau
pour constituer un maillage le plus complet possible du territoire francais. Ces ruchers
permettraient, sur la base d’une collecte standardisée de données de population et de production,
de définir des référentiels régionaux pour les différents acteurs. Un acteur national identifié devrait
rassembler ces données, les compiler et les rendre aisément disponibles a tous les acteurs de la
filiere.

3.3.2. Sur les facteurs de stress

v Pour_les agents infectieux et parasitaires, le groupe de travaill recommande la
poursuite d’études :

4 Colonies d'abeilles qui seraient placées dans des environnements donnés et suivies avec des outils de mesures physico-chimiques et
biologiques ; en autocorrélant ces paramétres (comparaison d’une colonie par rapport a elle-méme), il serait possible de déduire un état moyen
normal en fonction du temps, de I'environnement et de l'interaction temps-environnement, dans une région donnée (a l'image des fermes de
référence dans d'autres filieres)
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o visant & définir les prévalences des agents infectieux dans des colonies avec et
sans symptémes et leurs différences régionales ;

o Vvisant a préciser les facteurs de virulence d’agents infectieux et parasitaires
(notamment Nosema ceranae et certains virus), au laboratoire et a I’échelle des
colonies ;

o pour déterminer les mécanismes physiopathologiques impliqués dans la
sensibilité des individus-hotes, a I’échelle de la colonie et de I’individu ;

o sur le caractere prédictif des quantités d’agents infectieux présents dans I'apparition de
troubles ultérieurs, en lien ou non avec la présence de facteurs de stress chimiques.

v" Pour les agents chimiques, il conviendra de poursuivre des études :
o visant a développer des outils analytiques adaptés pour mesurer les
(co)expositions réelles lors d’expérimentations de terrain ;
o Vvisant & mieux décrire et préciser les expositions et les effets toxiques des molécules
chimiques auxqguelles les colonies sont exposées ;
o sur les effets directs ou en interaction des fongicides et insecticides, compte tenu
de la fréquence et de la multiplicité de I'exposition a ces substances ;

o pour déterminer les mécanismes de toxicité impliqués, a I’échelle de I'abeille-
individu, aux différents stades de développement (larve, nymphe et adulte), et de
la colonie ;

o sur le caractere multiple et répété de ces expositions au cours du temps et de
leurs effets en co-exposition avec d’autres facteurs. L'étude du devenir des
substances chimiques (cinétique de dégradation, accumulation, etc.) dans les
différentes matrices apicoles, y compris les abeilles et la cire, est importante.

v De plus, pour les autres facteurs de stress, le groupe de travail :

o recommande la mise en place d’études qui permettraient d’évaluer les effets de
carences nutritionnelles en conditions naturelles ;

o souligne lintérét, d’'une part, du respect de bonnes pratiques apicoles pour le
maintien de la santé des ruchers, notamment les mesures de biosécurité et de lutte
contre les agents infectieux, et, d’autre part, d’utiliser et de maintenir des
populations d’abeilles adaptées aux conditions locales ;

o souligne l'importance de la formation des vétérinaires et des techniciens sanitaires
apicoles face a la complexité de survenue des troubles chez 'abeille ;

o note l'intérét d’études sur les processus physiologiques de réponse des colonies au
changement climatique.

3.3.3. Sur les études épidémiologigues et recueils de données visant a répondre a la
question des interactions in situ

Il est difficile de déterminer I'état de santé des colonies et d’identifier la(les) cause(s) de troubles.
Par conséquent, les experts recommandent la poursuite et le développement d’'une surveillance
des ruchers, notamment des facteurs biologiques et chimiques. Le groupe de travail souligne que
les agents infectieux, parasitaires et chimiques, y compris les acaricides dans les cires, doivent
étre recherchés de maniére concomitante, lors de surveillance active comme lors de surveillance
événementielle ou passive (i.e. troubles dans les colonies).

Pour les études d’épidémiologie dans la filiere apicole visant a identifier des facteurs de risque, il
est indispensable, de recourir a des méthodes permettant de comparer des profils d’exposition a
ces facteurs (en diversité et en quantité), entre unités épidémiologiques cas et témoins et dans le
temps. Les parameétres mesurés dans les colonies doivent inclure :

v la disponibilité de réserves,
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v la structure démographique a l'intérieur de la colonie,
4 la taille de la population
4 et l'activité de butinage.

L’échantillonnage doit prendre en compte la structuration en ruchers. Il est trés important de
conserver l'information du lien entre I'’échelle de la colonie et celle du rucher, et de faire les
traitements statistiques en tenant compte de cette structuration. Il faut également tenir compte des
facteurs saisonniers et géographiques, qui conditionnent fortement la biologie de la colonie.

L’épidémiosurveillance nécessite une standardisation du recueil des données. Cette
standardisation implique notamment une coordination centrale assurant le respect des protocoles,
la formation des enquéteurs, la remontée d’information, la redescente d’'information, le traitement
statistique pertinent, basé sur des effectifs suffisants. Il existe des regles d’échantillonnage qui
permettent d’atteindre la précision souhaitée en fonction de la question posée. Sur ces critéres, la
plupart des dispositifs de surveillance actuels sont insuffisants ; la réflexion engagée pour
I'observatoire des mortalités et des alertes devrait aller dans le sens de ces recommandations.
Des observatoires régionaux sont a développer dans le but d’avoir des ruchers qui servent de
référence aussi bien pour la production habituelle que pour I'exposition réguliére aux facteurs de
risques propres a la région.

La réalisation d’études épidémiologiques a visée explicative de phénoménes décrits par la
surveillance repose sur un protocole permettant une comparaison des cas avec une population de
référence. Compte tenu de la complexité des phénoménes impliqués dans les troubles des
abeilles, la plus grande rigueur est indispensable pour I'élaboration comme pour la réalisation des
protocoles d’enquéte épidémiologique.

Le GT souligne I'importance d’une réflexion transdisciplinaire approfondie avant la mise en place
des enquétes, afin de s’assurer de 'adéquation des outils analytiques, de I'échantillonnage, des
données recueillies par questionnaire et des traitements statistiques avec les questions posées,
sans en oublier la faisabilité.

La surveillance active programmée des agents infectieux et parasitaires devra étre faite par
des méthodes spécifigues, sensibles et quantitatives, validées et standardisées. Les
principaux agents potentiellement pathogénes en France devront étre recherchés de fagon
concomitante, qu’il y ait ou non des symptéomes. Cette recherche devra étre associée :

o a une quantification du degré d’infestation par Varroa. En effet, ce parametre conditionne
fortement la dynamique des infections transmises par cet acarien et I'état immunitaire des
abeilles ;

o au dépistage des principaux facteurs toxiques (a minima ceux dont les effets sublétaux
peuvent influencer 'immunité, individuelle ou sociale).

Cette surveillance devra permettre de fournir des données, qualitatives et quantitatives, sur le
portage asymptomatique dans les colonies, données insuffisantes a I'heure actuelle. Elle
permettra de comparer les niveaux d’agents infectieux présents dans les ruches asymptomatiques
avec les niveaux observés dans le cadre de la surveillance événementielle, et ainsi contribuer a
préciser le role de tel ou tel agent infectieux dans I’apparition de troubles.

Les stratégies de détection de pesticides devraient avoir les caractéristiques suivantes :

e viser un panel de substances connues pour étre utilisées dans la région ;

e en fonction de la question posée, tenir compte des traitements multiples appliqués sur
la zone de butinage dans le temps et cibler la(les) matrice(s) a analyser ;

e utiliser des méthodes quantitatives validées (existantes ou a venir) dont les seuils de
détection/quantification sont compatibles avec des études portant sur la potentialisation
de molécules et leurs effets adverses sur les colonies d’abeilles. Les méthodes multi-
résidus seront préférables, pour autant que leur sensibilité soit suffisante pour I'objectif
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visé. Pour les pesticides trés toxiques, des analyses mono-résidu (substance active et
ses métabolites toxiques) seront indispensables sur les matrices d’intérét (pollen,
nectar, cires, abeilles, pain d’abeilles). Pour la surveillance de problémes émergents et
pour la toxicovigilance des produits vétérinaires et phytosanitaires, il est nécessaire de
standardiser et centraliser le recueil des observations lors de troubles et de
standardiser les méthodes multi-résidus mises en ceuvre.
En outre, le devenir des substances chimiques dans les différentes matrices apicoles, y compris
les abeilles, devra faire I'objet de recherches. Sa meilleure connaissance permettra de déterminer
les matrices a prélever lors de troubles et de préciser les possibles co-expositions et interactions,
concomitantes et successives, a des agents chimiques.

Il convient de souligner la nécessité d’avoir des méthodes de quantification validées et
harmonisées, pour les agents infectieux et parasitaires, ainsi que les agents chimiques. La
validation des méthodes de diagnostic permettra de conduire la surveillance avec des outils
adaptés, dont la sensibilité, la spécificité et la reproductibilité, la répétabilité ainsi que les limites de
détection et de quantification sont déterminées et dont l'utilisation est harmonisée entre les
laboratoires de référence et agréés afin de conduire des études avec des résultats comparables.

3.3.4. Sur la prise _en compte des interactions dans [l'évaluation des produits
phytopharmaceutiques

v' Concernant les interactions pesticides-pesticides, le GT recommande que la procédure
d’évaluation pré-AMM de la toxicité d’'un PPP intégre des tests pour mesurer I'effet
d’une co-exposition chimique chronique, par voie orale ou topique, a une autre
molécule (choisie pour son potentiel a interagir). La co-exposition du PPP a évaluer
devrait notamment étre testée avec :

o une molécule acaricide anti-Varroa ;

o une molécule fongicide et connue pour inhiber les mécanismes de détoxication
des abeilles ;

o un insecticide ayant un méme mode d’action que le produit a tester et connu
pour étre présent dans les matrices apicoles, si le PPP a tester est un
insecticide.

Du fait de la multiplicité des facteurs de stress potentiels, il serait intéressant, malgré la
difficulté que cela représente, d’établir une hiérarchisation des substances a tester en
interaction, sur la base de critéres tels que leur prévalence et leurs effets (incluant leur
mode d’action), en caractérisant les effets des co-expositions les plus fréquentes.

Ces propositions devraient étre discutées au niveau européen, leur mise en ceuvre
effective nécessitant leur intégration au cadre réglementaire européen aprés mise au point
des tests et procédures nécessaires.

En termes de recherche, les travaux sur les risques écotoxicologiques liés aux expositions
multiples aux pesticides devraient contribuer a :

o concevoir des outils opérationnels de collecte et de traitement des données sur
I'exposition, de diverses origines ;

o comprendre le réle de I'exposition des colonies d’abeilles a plusieurs
pesticides dans les phénoménes de surmortalité, d’affaiblissement et de
baisse de production ;

o évaluer les effets des mélanges de pesticides, notamment & long terme ;

o développer des méthodes d’évaluation du risque en considérant la co-exposition
aux pesticides, notamment a faibles doses, ainsi que les effets en cascade a
I'échelle de la population ;
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o développer des recherches sur les effets des fongicides en association avec
d’autre pesticides, notamment des insecticides ;

o développer des modéles mathématiques permettant d’estimer les effets
additifs et synergiques, principalement des pesticides.

v' Concernant les interactions pesticides - agent biologique, il faudra
o déterminer en laboratoire les effets de ces co-expositions induisant des synergies,
potentialisations ou antagonismes sur la mortalité des abeilles ou la perturbation
des processus de reproduction ;

o décrire les mécanismes d’interactions ;

o puis éprouver les effets sur le terrain au niveau de la colonie.
Des études épidémiologiques apporteront des indices sur l'identité des pesticides ayant
tendance a modifier la prévalence de certains agents infectieux et parasitaires ou la
réponse des individus hotes.
L’accumulation de données de laboratoire et de terrain sur les co-expositions agents
infectieux/pesticides permettra d’alimenter le développement de modéles mathématiques
de type individu-centré. Ces modéles, prenant en compte les traits biologiques et
écologiques des abeilles, visent a prédire le développement et la survie des colonies en
présence de facteurs de stress dans différents contextes (paysagers, populationnels et
climatiques).
Dans le cadre de I'homologation de PPP, il sera pertinent de réaliser des tests en
laboratoire en co-exposant les abeilles au PPP et a des agents infectieux et parasitaires
ayant une forte prévalence et une pathogénicité « relativement faible » pour déterminer
'occurrence éventuelle d’effets additifs, synergétiques, potentialisant ou antagonistes.

Pour I'étude de ces interactions, certaines méthodes existantes peuvent déja étre utilisées au
laboratoire, en conditions semi-naturelles, en plein champ pour prendre en compte les interactions
dans les méthodes d’évaluation des PPP. D’autres méthodes seraient a développer pour mieux
controler l'exposition et I'état d’infection des colonies expérimentales, en début et fin
d’expérimentation.

3.4. Perspectives

La co-exposition de l'abeille domestique a de nombreux facteurs de stress est une réalité
indéniable. La gestion des risques sanitaires, qu’ils soient chimiques et/ou biologiques, doit
aujourd’hui s’adapter a cette réalité et le rapport montre a quel point les mécanismes d’apparition
des troubles sont complexes et interdépendants.

Devant le constat de la multiplicité et de I'ampleur de I'exposition aux substances chimiques
utilisées en santé des plantes et des animaux d’élevage, il est impératif d’ceuvrer de toutes les
manieres possibles pour une diminution globale des intrants.

Il s’agit de minimiser les traitements, ou au moins leurs effets adverses, notamment I'apparition de
résistances et la présence de résidus. Ceci nécessite une approche intégrée combinant en priorité
les leviers agro-écologiques et zootechniques utilisables et, si nécessaire, des traitements
chimiques a bon escient. Concernant plus spécifiquement la santé de l'abeille, les experts
souhaitent encourager le dialogue entre les acteurs des recherches qui sont en cours dans
d’autres filieres animales et ceux de la recherche apicole, en tenant compte de ses
caractéristiques propres, en particulier de son lien trés fort au territoire.
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4. CONCLUSIONS ET RECOMMANDATIONS DE L’AGENCE

L’Agence nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation, de I'environnement et du travail endosse
les conclusions et recommandations du groupe de travail « Co-expositions des abeilles aux
facteurs de stress », adoptées par le CES Santé animale.

La somme des travaux scientifiques publiés depuis le dernier rapport de 'Agence sur le sujet de la
santé des abeilles (2009) permet aujourd’hui d’établir des conclusions plus robustes quant a la
contribution des différents facteurs impliqués dans les troubles des abeilles et colonies d’abeilles.
Méme si des cas de mortalité d’abeilles sont parfois la conséquence de I'action d’un seul facteur,
les experts soulignent le caractére souvent multifactoriel des causes de mortalités des colonies
d’abeilles mais insistent tout particuli€rement sur 'importance de leur co-exposition aux pesticides
et aux agents biologiques dans le déterminisme de leur effondrement. La présence de nombreux
agents infectieux (parasites dont Varroa en tout premier lieu, bactéries, champignons, virus) au
sein des colonies, souvent asymptomatiques au départ, et leur exposition aux pesticides de
diverses origines et mécanismes d’action (insecticides, fongicides et acaricides en particulier)
entrainent selon toute vraisemblance le passage d'unétat de santé normal a I'expression de
pathologies conduisant a I'effondrement de la colonie. Les mécanismes conduisant a ce passage
reléevent pour I'essentiel d'une baisse de l'immunité des individus ou de la colonie, ou d’'une
diminution des mécanismes de détoxication des abeilles. Ces phénoménes sont d’autant plus
marqués que les abeilles sont exposées a de multiples molécules ayant des actions parfois
synergistiques. Ces troubles induits par des co-expositions de facteurs sont démontrés dans des
publications pour certains pesticides et certains agents infectieux. Des recherches restent
néanmoins nécessaires pour en étudier d’autres.

De facon générale, I'Anses note qu’en dépit de I'acuité des phénoménes d’affaiblissement des
colonies d’abeilles et de leur caractére désormais ancien, le déploiement d’études multiples
portées par des opérateurs variés au cours des derniéres années ne permet pas de disposer d’'un
diagnostic consolidé de I'état de santé des colonies au plan national ni de leur coexposition aux
dangers biologiques et chimiques.

Dans ce contexte, et s’il n’est pas possible d’agir & court terme sur des facteurs de stress comme
le climat, 'Anses souligne la nécessité d’intervenir sur 'ensemble des autres facteurs identifiés
comme contribuant a I'affaiblissement des colonies et rappelle en particulier 'importance :

o du maintien de la biodiversité ;
o de l'appropriation et du respect de bonnes pratiques apicoles ;

Bien qu’insuffisantes prises isolément, ces 2 mesures apparaissent néanmoins nécessaires
au maintien des abeilles et de leurs colonies en bonne santé.

o de la diminution de I'exposition globale des abeilles aux produits phytosanitaires, par une
maitrise renforcée du recours aux intrants dans les pratiques agricoles ;

o de l'utilisation a bon escient de traitements chimiques avec des molécules testées au
préalable au regard de leur action additive, synergique ou antagoniste ;

o de l'utilisation de méthodes quantitatives dans la qualification du statut de la ruche vis-a-vis
des agents infectieux ;

o de la création de ruchers de référence, réunis en réseau pour constituer un maillage le plus
complet possible du territoire francais, permettant de définir des référentiels régionaux pour
les différents acteurs ;

Ces 2 dernieres mesures doivent permettre de disposer a terme de référentiels harmonisés
et d’'un réseau d’observation structuré permettant sous la responsabilité d’une coordination
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nationale de produire des bilans de I'état de santé des colonies, de leur co-exposition aux
agents biologiques et chimiques et de leurs évolutions.

o d’intégrer dans la procédure d’évaluation pré-AMM de la toxicité d’'un PPP — dans le cadre
de discussions a engager au niveau européen - des tests pour mesurer I'effet d’'une co-
exposition chimique chronique, par voie orale ou topique, a une autre molécule :

v"une molécule acaricide anti-Varroa ;

v"une molécule fongicide et connue pour inhiber les mécanismes de détoxication des
abeilles ;

v" un insecticide ayant un méme mode d’action que le produit a tester et connu pour
étre présent dans les matrices apicoles, si le PPP a tester est un insecticide.

o dutiliser les données issues du réseau d’observation préconisé comme outil de
phytopharmacovigilance permettant la bonne prise en compte des effets observés des PPP

sur I'état de santé des colonies dans le cadre des processus de réexamen des conditions
d’autorisation ou d’'usage des substances et des produits.

Marc Mortureux
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Présentation des intervenants

PREAMBULE : les experts, membres de comités d’experts spécialisés, de groupes de travail ou
désignés rapporteurs sont tous nommeés a titre personnel, intuitu personae, et ne représentent pas
leur organisme d’appartenance.

GROUPE DE TRAVAIL « CO-EXPOSITIONS DES ABEILLES AUX FACTEURS DE STRESS »

Président

M. Yves LE CONTE - Directeur de recherche, INRA Avignon - Compétences en infectiologie,
toxicologie, physiologie, immunologie des abeilles, dans le domaine des interactions pathogenes/
pesticides/ phéromones

Membres

M. Cédric ALAUX — Chargé de recherche, INRA Avignon - Compétences en toxicologie,
physiologie, immunologie et parasitologie, sur les interactions pathogénes/ pesticides/ phéromones

M. Gérard ARNOLD - Directeur de recherche, laboratoire LEGS, CNRS Gif/ Yvette- Compétences
en physiologie et comportements des abeilles, toxicologie des pesticides.

M. Pierrick AUPINEL — Directeur d'unité, INRA Le Magneraud - Compétences en écotoxicologie,
pesticides, toxicocinétique

Mme Suzanne BASTIAN — Maitre de conférences, Oniris Nantes - Compétences en épidémiologie,
bactériologie, parasitologie et pathologie des abeilles

M. Jean-Marc BONMATIN — Chercheur, CNRS Orléans —Compétences en analytique de résidus
(méthodes et validations), neurotoxiqgues du systéme nerveux central (venins, pesticides),
toxicologie des pesticides (mode d'action, métabolisme et effets a faibles doses), interactions
croisées toxiques/sols/eau/plantes/abeilles

Mme Magali CHABERT — Chef d’unité pathologie de I'abeille, Anses laboratoire de Sophia Antipolis
— Compétences en pathologie/ virologie des abeilles

M. Axel DECOURTYE — Responsable scientifique, Institut technique et scientifique de 'apiculture et
de la pollinisation - Institut de [I'abeille,— Compétences en écotoxicologie, toxicocinétique,
physiologie des abeilles

M. Frédéric DELBAC — Directeur adjoint, Laboratoire Microorganismes Génome et Environnement
UMR CNRS 6023, Université Blaise Pascal Clermont-Ferrand — Compétences en pathologie
infectieuse, immunologie, interactions agents pathogenes/ pesticides

M. James DEVILLERS - Directeur, Centre de traitement de [Iinformation scientifique -
Compétences en écotoxicologie, pesticides et modélisation

Mme Anne-Claire MARTEL — Chargée de projet scientifique, Anses laboratoire de Sophia Antipolis
— Compétences dans le domaine des pesticides et des dosages des contaminants chimiques

M. Franco MUTINELLI — Responsable du Laboratoire national de référence en pathologie apicole a
I'Institut zooprophylactique de Vénétie — Compétences en pathologie infectieuse des abeilles
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M. Bach Kim NGUYEN - Assistant de recherche et de pédagogie, Unité d’entomologie, Université
de Gembloux — Compétences en épidémiologie quantitative, modélisation, pathologie des abeilles. Il
convient de noter que, depuis janvier 2014, M. Nguyen a participé a deux des réunions du GT et
n’est pas intervenu dans la validation du rapport

Mme Bertille PROVOST — Responsable du groupe « pathologie des abeilles », Laboratoire de
pathovigilance et de développement apicole, Université Montpellier SupAgro — Compétences en
immunologie des insectes, interactions hotes / pathogenes, physiologie de la reproduction chez les
abeilles

Mme Freddie-Jeanne RICHARD - Maitre de conférences, Laboratoire Ecologie et Biologie des
Interactions, Université de Poitiers — Compétences en physiologie et écologie comportementale de
insecte, immunité sociale

M. Christophe ROY — Vétérinaire praticien, clinique vétérinaire des Mazets — Compétences en
pathologie clinique des abeilles

M. Cyril VIDAU — Ecotoxicologue, Institut technique et scientifique de l'apiculture et de la
pollinisation - Institut de I'abeille — Compétences en pathologie infectieuse des abeilles, physiologie,
immunologie et toxicologie des abeilles

COMITE D’EXPERTS SPECIALISE

Les travaux, objets du présent rapport ont été suivis et adoptés par le CES suivant :
m CES Santé animale — Dates des passages en CES : 17 02 2015
Président

M. Etienne THIRY - Professeur, Faculté de médecine vétérinaire de Liége (infectiologie,
immunologie, vaccinologie, virologie)

Membres
Mme Suzanne BASTIAN — Maitre de conférence, ONIRIS Nantes (épidémiologie, bactériologie,
parasitologie, pathologie des abeilles)

M. Christophe CHARTIER — Professeur, ONIRIS Nantes (parasitologie, pathologie des petits
ruminants)

Mme Véronique CHEVALIER - Chercheur épidémiologiste, CIRAD-EMVT (épidémiologie,
pathologie aviaire exotique)

M. Eric COLLIN — Vétérinaire praticien (pathologie des ruminants)
M. Philippe DORCHIES - Professeur émérite, ENV Toulouse (parasitologie, zoonoses)

Mme Barbara DUFOUR — Professeur, ENV Alfort (épidémiologie, maladies infectieuse, pathologie
des ruminants)

M. Gilles FOUCRAS - Professeur, ENV Toulouse (immunologie, génétique, pathologie des
ruminants)

M. Jean-Pierre GANIERE - Professeur émérite, ONIRIS Nantes (maladies contagieuses,
réglementation, zoonoses)

M. Bruno GARIN-BASTUJI — Chef de l'unité Zoonoses bactériennes, Anses Laboratoire de santé
animale de Maisons-Alfort (bactériologie — brucellose, tuberculose)

M. Jean GUILLOTIN — Directeur du Laboratoire départemental du Nord (diagnostic de laboratoire,
infectiologie)
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Mme Nadia HADDAD — Enseignant chercheur, Directrice adjointe de 'UMR BIPAR, ENV Alfort
(microbiologie, épidémiologie, maladies contagieuses)

M. Jean HARS — Chargé de mission par le MAAPRAT, Office national de la chasse et de la faune
sauvage (pathologie de la faune sauvage libre, épidémiologie)

Mme Claire LAUGIER - Directrice du Laboratoire de pathologie équine, Anses Dozulé (pathologie
équine, diagnostic de laboratoire)

Mme Arlette LAVAL — Professeur émérite, Oniris Nantes (pathologie porcine)
M. Yves LEFORBAN — Retraité (virologie, réglementation )

Mme Coralie LUPO — Chercheur épidémiologiste, IFREMER (épidémiologie, pathologies aviaire et
aquacole)

M. Gilles MEYER — Maitre de conférence, ENV Toulouse (pathologie des ruminants, virologie)

Mme Virginie MICHEL — Chef d’unité de recherche, Anses Laboratoire de Ploufragan/Plouzané
(pathologie aviaire, bien-étre animal)

M. Yves MILLEMANN - Professeur, chef de département, ENV Alfort (pathologie des animaux de
rente, épidémiologie, bactériologie)

Mme Sophie MOLIA — Chercheur, CIRAD (épidémiologie, pathologie tropicale)

M. Pierre MORMEDE — Chercheur, INRA - Centre de Recherches de Toulouse (génétique du
stress, endocrinologie, bien-étre animal)

M. Philippe NICOLLET — Directeur du Laboratoire d'analyses de Vendée (diagnostic de laboratoire)
M. Jean-Louis PELLERIN — Professeur, Oniris Nantes (microbiologie, immunologie)

Mme Nathalie RUVOEN - Enseignant chercheur, ONIRIS Nantes (maladies contagieuses,
zoonoses, réglementation)

M. Claude SAEGERMAN - Professeur, Faculté de médecine vétérinaire de Liége (épidémiologie,
maladies contagieuses, maladies émergentes)

M. Bernard TOMA — Professeur émérite, ENV Alfort (épidémiologie, maladies contagieuses)

Mme Jaquemine VIALARD — Directrice du Laboratoire de Niort, Anses (pathologie infectieuse,
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Glossaire

Abeille émergente : abeille passant du stade nymphal au stade adulte

Agent infectieux : élément microscopique, étranger a un organisme, capable de s’y multiplier ou de
s’y reproduire aux dépens de cet organisme

Agent pathogene (biologique) : agent dont la présence ou I'excés est responsable de I'apparition
d’'une maladie (définition dans le contexte du rapport)

Anamnese : histoire de la maladie chez un organisme malade

Antagonisme : phénomene survenant lorsque l'effet combiné d'au moins deux substances est
moins toxique que les effets individuels de ces substances

Colonie bourdonneuse : colonie dont tous les ceufs haploides donneront des males
Commeémoratifs : antécédents médicaux
Dose sublétale : dose d’une substance toxique un peu inférieure a la dose mortelle

Effet additif : phénoméne qui survient lorsque l'effet combiné d'au moins deux produits chimiques
est égal a la somme des effets de chaque produit chimique pris individuellement

Effet synergique : lorsque l'effet combiné de deux produits chimiques est supérieur a la somme
des effets de chaque produit pris individuellement

Enzootie : maladie, cliniquement exprimée ou non, sévissant habituellement chez I'animal dans une
région donnée (maladie enzootique)

Essaimage : formation d’'une nouvelle colonie d’abeilles par émigration d’une partie de la population
d’ouvriéres et de la reine (essaim)

Force d’une colonie : nombre d’individus, adultes et immatures, constituant la colonie a un
moment donné, dans une région et pour un génotype donné

In silico: ensemble de méthodes numériques utilisant les approches des mathématiques et
permettant de simuler ou de modéliser un phénoméne biologique a I'aide de 'outil informatique

Introgression : transfert (naturel ou non) de genes d'une espéce dans le génome d'une autre
espéce
Matrice apicole : abeille vivante ou morte, pollen, nectar, miel, cire, propolis, pain d’abeille, gelée
royale

Miellat : excrétion sucrée produite par certains insectes suceurs de séve, notamment les pucerons
et les cochenilles

Pain d’abeille : pollen récolté par les abeilles, mélangé a du miel et des sécrétions salivaires, et
stocké dans les alvéoles, constituant la ressource protéique de la colonie

Parasite : (1) sens large : entité étrangére qui vit aux dépens d’un héte ; (2) sens strict : eucaryote
uni- ou pluricellulaire dont le cycle vital n’est possible qu’en association étroite avec un héte, ne
serait-ce que pendant une durée limitée

Pesticide : selon 'OMS, un pesticide est défini comme « toute substance ou association de
substances, ou micro-organismes y compris les virus, destinée a repousser, détruire ou combattre
les ravageurs, y compris les vecteurs de maladies humaines ou animales, les ravageurs nuisibles,
les especes indésirables de plantes ou d'animaux causant des dommages ou se montrant
autrement nuisibles durant la production, la transformation, le stockage, le transport ou la
commercialisation des denrées alimentaires, des produits agricoles, du bois et des produits ligneux,
ou des aliments pour animaux, ou qui peut étre administrée aux animaux pour combattre les
insectes, les arachnides et les autres endo- ou ectoparasites. Le terme inclut les substances
destinées a étre utilisées comme régulateur de croissance d'insectes ou de plantes, comme
défoliant, comme agent de dessiccation, comme agent d'éclaircissage des fruits ou pour empécher
la chute prématurée de ceux-ci, ainsi que les substances appliquées sur les cultures, avant ou
apres la récolte, pour protéger les produits contre la détérioration durant I'entreposage et le
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transport. Ce terme inclut aussi les produits synergistes et détoxifiants des pesticides quand ils sont
essentiels pour obtenir une prestation satisfaisante du pesticide. Dans le cadre des travaux du GT
ont été considérés les produits chimiques utilisés pour le traitement ou la protection des végétaux.
Les pesticides comprennent les fongicides, les insecticides et acaricides, les rodenticides, les
corvicides les herbicides

Population : nombre d’abeilles dans une colonie

Potentialisation : phénoméne qui survient lorsqu'une substance qui n'a habituellement pas un effet
toxique est combinée a un produit chimique, ce qui a pour effet de rendre ce dernier beaucoup plus
toxique

Préparations telles que définies dans le reglement (CE) n°1107/2009 : les mélanges ou les

solutions composés de deux ou plusieurs substances destinés a étre utilisés comme produits
phytopharmaceutiques ou adjuvants

Remérage : remplacement de la reine de la colonie par une nouvelle

Résidus tels que définis dans le réglement (CE) n°1107/2009 : une ou plusieurs substances
présentes dans ou sur des végétaux ou produits végétaux, des produits comestibles d’origine
animale, I'eau potable ou ailleurs dans I'environnement, et constituant le reliquat de 'emploi d’un
produit phytopharmaceutique, y compris leurs métabolites et produits issus de la dégradation ou de
la réaction

Stress : ensemble des réponses aux facteurs menacant l'intégrité et la santé d'un organisme

Substances telles que définies dans le réglement (CE) n°1107/2009 : les éléments chimiques et
leurs composés tels qu’ils se présentent a I'état naturel ou tels qu’ils sont produits par I'industrie, y
compris toute impureté résultant inévitablement du procédé de fabrication

Superorganisme : organisme composé de nombreux individus, organisés en société (colonie), ou
les individus isolés ne sont pas aptes a vivre par eux-mémes. Chaque individu est au service de la
société, la cohésion entre tous les constituants du groupe social est assurée par un systéeme de
communication trés élaboré, en particulier la communication chimique basée sur des phéromones
nombreuses

Supersédure : phénomene de remérage (changement de reine) naturel

Synergie : situation qui se produit lorsque l'exposition simultanée a au moins deux produits
chimiques provoque des effets sur la santé qui sont supérieurs a la somme des effets individuels de
ces produits

Trophallaxie : régurgitation de nourriture liquide pour nourrir d'autres abeilles. Ce transfert permet
également de faire circuler des informations dans la colonie via des messages chimiques

Xénobiotique : substance chimique étrangére a un organisme vivant
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Sigles et abréviations

a.i. active ingredient

AIP  agents infectieux et parasitaires

ABPV Acute Bee Paralysis Virus (virus de la paralysie aigué)

ADARA Association pour le développement de I'apiculture en Rhéne-Alpes

AKIl complexe incluant TABPV, le KBV et '|APV

ALPV Aphid lethal paralysis virus

AMM autorisation de mise sur le marché

BQCYV Black queen cell virus (virus de la cellule royale noire)

CBPV Chronic bee paralysis virus (virus de la paralysie chronique)

CCD Colony collapse disorder (syndrome d’effondrement des colonies)

CETIOM Centre technique interprofessionnel des oléagineux et du chanvre

CL50 Concentration létale 50

DL50 Dose létale 50

EBI  Ergosterol Biosynthesis Inhibitor (inhibiteur de la biosynthése de I'ergostérol)
EILA Essai inter laboratoire d’aptitude

EILV Essai inter laboratoire de validation

ELISA Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay

EPA Environmental Protection Agency (Agence de protection de I'environnement)

EPPO European and Mediterranean Plant Protection Organization (OEPP - Organisation
Européenne et Méditerranéenne pour la Protection des Plantes)

FEAGA Fonds européen agricole de garantie

GHP Glande hypopharyngienne

HMF  Hydroxyméthylfurfural

IAPV lIsraeli acute paralysis virus (variant israélien du virus de la paralysie aigué)

IGR Insect Growth Regulator (Inhibiteurs de croissance)

INPN Inventaire national du patrimoine naturel

ITSAP Institut technique et scientifique de I'apiculture et de la pollinisation - Institut de I'abeille
KBV Kashmir bee virus (virus du Cashmire)

LOEC Lowest Observed Effect Concentration (plus petite concentration dans une expérience
induisant un effet observe)

LSV Lake Sinai virus (virus du lac du Sinar)
MNHN Museum national d’histoire naturelle

OECD Organisation for Economic Cooperation and Development (OCDE - Organisation de
Coopération et de Développement Economiques)

PCR Polymerase Chain Reaction (amplification génique par polymérisation en chaine)

PER Proboscis Extension Reflex (réflexe d’extension du proboscis REP)

PPP  Produit phytopharmaceutique

gPCR PCR quantitative

RFID Radio-frequency identification (identification par radiofréquence)

RT-PCR Reverse Transcription - Polymerase Chain Reaction (transcription inverse — amplification
génique par polymérisation en chaine)

SBV Sacbrood Virus (virus du couvain sacciforme)
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TL50 Temps létal 50
VdMLVVarroa destructor Macula-like Virus
VdV1l Varroa destructor Virus 1
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1 Contexte, objet et modalités de traitement de la
saisine

1.1 Contexte

Il existe dans le monde de nombreuses espéces pollinisatrices contribuant a la survie et a I’évolution
de plus de 80 % des espéces végétales. Parmi ces pollinisateurs figurent quelgque 20 000 espéeces
d’abeilles dans le monde, dont environ 850 sont présentes en France, notamment [I'abeille
domestique Apis mellifera. Sur son aire de distribution (Europe, Afrique, et Moyen-Orient), cette
espéce s’est diversifiée en prés de 30 sous-espéces avec des caractéristiques propres, adaptées a
leur environnement. En France, la sous-espéce native est A. mellifera mellifera (appelée I'abeille
noire).

Depuis une cinquantaine d’années, le nombre de pollinisateurs tend a diminuer dans des pays
industrialisés. Ce déclin semble s’étre accéléré depuis une vingtaine d’années, notamment chez les
abeilles domestiques en France (Afssa 2009) avec des conséquences délétéres sur les espéces
végétales et sur les productions apicoles. D’autres pays d’Europe de I'Ouest ont également rapporté
des mortalités anormales dans les ruchers pouvant aller jusqu’a 80 % dans certains pays (Neumann
et Carreck 2010; Potts et al. 2010). Le rapport Afssa (2009) rappelait cependant que « des pertes
de colonies d’abeilles domestiques ont été décrites dans les revues apicoles anciennes, depuis que
l'apiculture a évolué de la ruche traditionnelle a la ruche a cadre. »

En France métropolitaine en 2010, la filiere apicole comptait 41 836 apiculteurs déclarant
1 074 200 ruches (contre 1 350 000 en 2004), pour une production de 18 330 tonnes de miel
(FranceAgriMer 2012). Parmi eux, 91 % étaient des apiculteurs amateurs détenant de 1 a
30 ruches, 4 % des professionnels possédant plus de 150 ruches, et 5 % des apiculteurs pluriactifs
ayant de 31 a 150 ruches (FranceAgriMer 2012). D’aprés ces estimations, entre 2004 et 2010, le
nombre d’apiculteurs a diminué de 40 %, le nombre de ruches est passé de 1 350 000 a 1 074 200,
et la production de miel a baissé de 28 %. Il est a noter que le nombre global de ruches dépend a la
fois des pertes et des renouvellements de cheptel assurés par les apiculteurs. Une diminution du
rendem?nt a la ruche est constatée, parallelement avec les phénoménes de surmortalité des
abeilles™.

Dans ce contexte, les phénoménes d’affaiblissement, d’effondrement et de mortalité des colonies
d’abeilles, observés dans la plupart des pays ou I'agriculture est intensive (Europe, Amériques), ont
fait I'objet, au cours des derniéres années, de plusieurs études visant a comprendre le ou les
mécanismes impliqués dans ces troubles. Le rapport Afssa (2009) en soulignait I'étiologie
multifactorielle (facteurs infectieux, chimiques, physiques, climatiques, alimentaires, etc.). Ce
rapport concluait notamment sur la nécessité d’évaluer les effets, individuels et conjoints, de
'exposition des abeilles et des colonies d'abeilles aux agents infectieux et aux produits
phytopharmaceutiques, et de réaliser des recherches sur les expositions chroniques a des
pesticides en présence dinfections latentes, récurrentes, par différents agents infectieux
susceptibles de se potentialiser entre eux. L’Anses a émis en 2012, trois avis portant sur deux
publications scientifiques (Henry et al. 2012; Vidau et al. 2011) qui ont rapporté les effets sur les
abeilles et/ou les colonies d’abeilles, de doses sublétales de pesticides (Anses 2012a; Anses
2012b; Anses 2012c). L’EFSA a publié, en mai 2012, une « déclaration sur les résultats d’études

" Voir l'introduction du rapport Afssa 2009 sur les Mortalités, effondrements et affaiblissements des colonies d'abeilles et le chapitre 1
du rapport Anses sur la hiérarchisation des dangers sanitaires chez les abeilles (2013-SA-0049) pour des éléments d'information sur
la filiere apicole
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récentes examinant les effets sublétaux de certains néonicotinoides sur les abeilles » (EFSA
2012D).

1.2 Objet de I'autosaisine

Dans le contexte évoqué ci-dessus, et compte tenu du travail en cours de 'EFSA sur les effets
chroniques de néonicotinoides, 'autosaisine porte sur les co-expositions (expositions concomitantes
ou successives) des abeilles individuelles et des colonies d’abeilles a différents facteurs de stress,
les mécanismes d’action et d’interaction de ces facteurs et leurs rbles respectifs dans les
phénomenes de mortalité ou d’affaiblissement des colonies d’abeilles. L'accent est mis sur les
interactions entre agents infectieux et parasitaires, d’'une part, et facteurs toxiques a des doses
sublétales, d’autre part. Les autres facteurs, intrinséques (patrimoine génétique et diversité) ou
extrinseques (pratiques apicoles, facteurs environnementaux) sont pris en considération dans leur
capacité a moduler ces interactions et leurs effets. En raison du nombre d’individus constituant les
colonies, du caractére trés structuré de ces derniéres (par exemple la répartition du travail en
fonction de I'dage des ouvriéres), les effets sur l'individu abeille (a I'échelle moléculaire, cellulaire,
tissulaire ou de l'organisme entier) sont distingués des conséquences a I'échelle des colonies
(superorganisme).

Les objectifs du Groupe de travail (GT) mis en place par 'Anses pour traiter cette autosaisine sont
les suivants :

(1) mieux comprendre le rble des facteurs de stress dans les phénomenes d’affaiblissement, de
mortalité et d’effondrement des colonies, en particulier :

o les co-expositions des abeilles a des agents pathogénes et a des substances
chimiques a des doses sublétales,

e la compréhension des mécanismes d’action (effets additifs, synergiques,
potentialisation),

o le rb6le modulateur d’autres facteurs de stress (facteurs génétiques; facteurs
nutritionnels, climatiques, champs électromagnétiques, etc.) sur ces effets individuels
ou conjoints,

et déterminer, dans la mesure du possible, la part respective de ces facteurs et de leurs
interactions en tenant compte également de l'influence des pratiques apicoles et des facteurs
environnementaux.

Des résultats d’analyses de données recueillies sur I'état sanitaire du cheptel apicole et sur
I'exposition d’abeilles a différents facteurs de stress en France métropolitaine sont examinés au
regard des données bibliographiques ;

(2) déterminer si I'élaboration de méthodes prenant en compte, dans I'évaluation des produits
phytopharmaceutiques, les interactions éventuelles entre agents infectieux et facteurs toxiques
serait pertinente et réalisable, notamment de maniére standardisée. Le cas échéant, de telles
méthodes pourraient étre proposées par le GT ;

(3) émettre des recommandations en termes de pratiques apicoles et de recherche.

1.3 Modalités de traitement : moyens mis en ceuvre

L’Anses a confié au groupe de travail « Co-expositions des abeilles aux facteurs de stress »,
rattaché au comité d’experts spécialisé « Santé animale » I'instruction de cette saisine.

Les travaux d’expertise du groupe de travail ont été soumis réguliérement au CES (tant sur les
aspects méthodologiques que scientifiques). Le rapport rédigé par le groupe de travail tient compte
des observations et éléments complémentaires transmis par les membres du CES.

Ces travaux sont ainsi issus d’'un collectif d’experts aux compétences complémentaires.

L’expertise a été réalisée dans le respect de la norme NF X 50-110 « Qualité en expertise —
prescriptions générales de compétence pour une expertise (Mai 2003) ».
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Concernant les parties bibliographiques du rapport, les méthodes d’expertise ont reposé sur
I'analyse critique, par les experts, de travaux originaux d’articles scientifiques publiés principalement
dans des revues scientifiques a comité de lecture. Les articles anciens ont été inclus lorsqu’ils
étaient appropriés. Les experts ont formé trois sous-groupes pour collecter et discuter de la
pertinence de ces articles. Pour les articles relatifs aux pesticides, une attention particuliere a été
apportée a la qualité de la méthode analytique et a I'échantillonnage. Une actualisation des données
bibliographiques a été réalisée tout au long des travaux du GT ; elle s’est terminée a la date de
validation du rapport.

Des données recensées en France sur I'état sanitaire de ruchers et sur des co-expositions a des
agents infectieux et des xénobiotiques ont été collectées et ont fait 'objet d’analyses statistiques par
'Anses, en lien régulier avec le groupe de travail. Les résultats de ces analyses ont été
communiqués au GT qui les a discutés et pris en compte dans I'élaboration du présent rapport.
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2 Etat de la colonie : définitions, outils de mesure,
indicateurs de santé

Les troubles rapportés chez les colonies d’abeilles sont de différents types : affaiblissement,
effondrement et mortalité.

Dans son rapport sur les mortalités, effondrements et affaiblissements des colonies d’'abeilles,
I'Afssa (2009) avait défini plusieurs troubles des colonies d’abeilles comme suit :

« Le dépérissement des abeilles est le fait d’aboutir a la destruction des abeilles, sans expression
précise de la nature et de la vitesse de destruction (Dictionnaire Petit Robert 2007). Plusieurs
termes sont couramment utilisés dans les revues apicoles ou les comptes rendus de conférences
pour le désigner et le caractériser. Les scientifiques et les apiculteurs parlent, notamment,
d’affaiblissement, d’effondrement, de mortalité, de surmortalité, de dépeuplement ou dépopulation
(Haubruge et al. 2006).

L’affaiblissement caractérise un manque de force (de vigueur) d’une colonie d’abeilles et est lié a
une diminution de la densité de peuplement d’'une colonie au cours du temps, associée, la plupart
du temps, a une diminution de l'activité de la ruche (pour une période de I'année durant laquelle ces
diminutions sont inattendues). Des troubles peuvent étre observés chez les abeilles tels que, par
exemple, des anomalies de développement et de comportement. Sous le vocable affaiblissement se
dissimule une multitude de signes cliniques laissés a [appréciation de ['observateur.
L’affaiblissement d’une colonie s’accompagne d’une diminution de sa production de miel.

Le dépeuplement (ou dépopulation) des colonies est une entité nosologique?® propre, caractérisée
par une diminution progressive du nombre d’abeilles dans une colonie au cours du temps, sans
cause apparente, jusqu’a sa disparition, en raison de l'incapacité des abeilles survivantes a assurer
les tAches élémentaires, indispensables a la survie de la colonie. Ce syndrome® peut étre mis en
relation avec une série de manifestations telles que la diminution de production de miel et de récolte
de pollen résultant de la perte progressive des abeilles (Higes et al. 2005).

L’effondrement caractérise une perte rapide d’abeilles au sein d’une colonie, menant a son
anéantissement. Ce phénoméne correspond au syndrome nommé, en anglais, Colony Collapse
Disorder, CCD. » Souvent, les dépeuplements entrent dans le champ de description du CCD.

Le Tableau 1 (Afssa 2009) schématise ces différents troubles.

Tableau 1 : Dépérissement, affaiblissement, dépeuplement et effondrement des colonies d’abeilles
(schématisation) (source : Afssa, 2009)

Diminution du nombre d’abeilles Diminution de 'activité de la colonie Diminution de la production de miel
Qualificatif
Rapide Progressive Oui Non Oui Non
Dépérissement X X X X X*
Affaiblissement (X) X X X
Dépeuplement
(dépopulation) X X X
Effondrement X X X X*

* : les abeilles ne produisent pas de grande quantité de miel toute 'année. Il existe des périodes que I'on appelle
« miellées »* durant lesquelles de grandes quantités de nectar sont accumulées. Si I'effondrement ou le dépérissement
ont lieu apres la derniere miellée, il n’y aura pas de différence de production de miel observable (a la fin de la saison
apicole).

2 Nosologie : discipline médicale qui étudie les caractéres distinctifs des maladies en vue de leur classification méthodique

3 Syndrome : ensemble de signes cliniques, de symptdmes et de modifications morphologiques, fonctionnelles ou biochimiques d'un
organisme, constituant une entité morbide pouvant étre provoquée par des causes variées ou d'origine mal connue (Toma B, Bénet J-
J, Dufour B, Eloit M, Moutou F, Sanaa M (1991) 'Glossaire d'épidémiologie animale.' (Maisons-Alfort, 365 pages)

4 Miellée : transport, par les abeilles, du nectar sécrété par les nectaires des fleurs, et fabrication du miel
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2.1 Etat de santé des colonies d’abeilles

2.1.1 Introduction

Au cours de son évolution, I'espéce Apis mellifera s’est étendue du sud de I'hémisphére Sud
(Afrique du Sud) jusqu'au nord de I'hémisphere Nord (a proximité du cercle polaire arctique), en
passant par les régions équatoriales (Ruttner 1988). Vers l'est, elle s'est étendue jusqu'a I'lran (au
sud) et I'Oural (au nord) (Rinderer 1986). Puis, & la suite de son élevage par 'Homme?®, celui-ci I'a
disséminée quasiment partout, ou les colonies d’abeilles se sont développées dans des conditions
climatiques et environnementales trés différentes et ont évolué en prés de 30 sous-espéces avec
des caractéristiques propres, adaptées a leur environnement. L’aire de répartition de I'abeille s’est
donc considérablement étendue, quasiment a la Terre entiére, incluant 'Amérique du Nord et du
Sud, ainsi que I'Océanie. En France, A. mellifera était représentée par la sous-espece A. mellifera
mellifera, appelée l'abeille noire, et ses différents écotypes dont certains ont été décrits (cas de
I'abeille landaise par exemple). Depuis les années 70, les apiculteurs utilisent frequemment des
hybrides inter-raciaux qu’ils obtiennent en croisant des abeilles de sous-espéeces différentes qu’ils
importent. D’autres apiculteurs utilisent des abeilles sélectionnées a partir d’autres sous-espéces,
pour leur productivité, leur douceur ou leur capacité a ne pas essaimer. Les abeilles Buckfast, trés
appréciées par certains apiculteurs, sont un exemple d’hybridation permettant d’obtenir des colonies
d’abeilles avec les caractéres d’intérét de plusieurs sous-especes géographiques. Ces différentes
sous-especes importées depuis de nombreuses années sont aujourd’hui responsables de niveaux
d’introgressions mitochondriales trés importants des populations frangaises d’'abeilles.

Le fait que les abeilles puissent étre élevées par 'Homme n’'implique pas que toutes les colonies
d’'abeilles vivent dans les ruches appartenant a des apiculteurs. |l existe des abeilles qui sont
redevenues sauvages a la suite d’'un essaimage - plus ou moins ancien - a partir de leur ruche
d’origine. Le nombre de colonies sauvages n’est pas connu en France, mais il faut souligner qu’elles
participent, comme les colonies détenues par les apiculteurs, a la pollinisation des plantes cultivées
et sauvages et au maintien de la biodiversité des abeilles. Quand on considére I'abeille domestique,
il n’est pas possible de considérer uniguement les colonies élevées par les apiculteurs.

Le succes écologique de I'espéce Apis mellifera est di a plusieurs facteurs qui tiennent beaucoup a
I'organisation sociale trés développée de cette espéce - et en particulier a la division du travail entre
les ouvrieres - ainsi qu’a l'optimisation permanente des récoltes de nourriture (pollen, nectar,
miellat) ou d’eau (Seeley 1995; Winston 1987). Parmi les facteurs clés, citons également ses
capacités cognitives exceptionnelles, son immunité sociale et ses capacités de thermorégulation,
qui expliguent que cette espéce puisse se maintenir dans des climats chauds ou froids, si la
nourriture et I'eau sont présentes en quantité suffisante.

2.1.2 Evolution annuelle de la population dans une colonie

La tres grande majorité de la population des abeilles dans une colonie est composée des ouvrieres,
dont le nombre varie de 40 000 a 60 000 individus durant la belle saison et chute a 15 000 voire
5 000 en hiver. La reine est unique, et les males ne représentent que quelques milliers d’'individus,
présents uniquement pendant quelques mois.

5 L'élevage de l'abeille par 'lhomme n'implique pas qu'il s'agisse complétement d’'une domestication (« abeille domestique »), puisque
sa reproduction n’est, généralement, pas contrblée. Les reines se font féconder librement, par des males de différentes origines
génétiques.
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Figure 1 : Evolution annuelle de la population d’'une colonie d’abeilles en climat tempéré,
d’aprés Gould et Gould (1993)

La Figure 1 présente un exemple de cycle annuel « moyen » d’une colonie d’abeilles.

L’évolution de la population d’une colonie d’abeilles au cours de I'année dépend de nombreux
paramétres liés a la colonie, tels que I'age de la reine ou des facteurs génétiques, comme la sous-
espéce. A lintérieur d’'une sous-espéce, elle peut dépendre de I'écotype®, qui est adapté a un
environnement donné.

L’évolution de la population d’'une colonie dépend également de sa localisation, du rythme des

saisons et, fortement de la végétation disponible dans l'aire de butinage de la colonie.

Le cycle du développement d’une colonie d’abeilles présente, globalement, quatre phases
principales :

e une phase de développement (explosion démographique), qui débute a la fin de I'hiver.
Pendant cette période, la reine pond intensément (de 1 500 a 2 000 ceufs par jour), et les ouvriéres
récoltent abondamment du pollen, du nectar ou du miellat. La durée de vie des ouvriéres est a cette
épogue de quelques semaines (environ 5 a 7 semaines).

Concernant l'activité apicole, cette phase de développement peut étre stimulée par un apport de
sucres et/ou de pollen. Une grande vigilance doit étre apportée a la qualité de ces apports ;

e une phase liée a la reproduction de la colonie qui comporte, en particulier, la production

annuelle des méles et, éventuellement, I'élevage d’'une nouvelle reine suivi par un essaimage. Les
males sont présents de la fin de I'hiver jusqu’au début de 'automne. L’essaimage se produit lorsque
la population atteint son maximum, vers la fin du printemps (juin). La reine quitte alors sa ruche avec
une partie des ouvriéres et va fonder plus loin une nouvelle colonie. Une nouvelle reine va éclore
dans la colonie mére et remplacer la reine agée, partie avec I'essaim. Plusieurs essaims successifs
peuvent quitter la ruche (essaims secondaires), chacun comportant une jeune reine vierge et un
groupe d’ouvriéres. Cette période est particulierement importante pour le niveau de la population,
puisque le nombre d’abeilles va considérablement diminuer, et l'activité de récolte s’en trouver
réduite d’autant. Un point important est a souligner : une diminution de population & cette période,
méme si elle n'est pas constatée immédiatement par I'apiculteur (voire jamais), n’est donc pas
équivalente a un affaiblissement d’'une colonie consécutive a un trouble.
Aprés l'essaimage, la jeune reine se met a pondre, ce qui va conduire a une augmentation
temporaire de la population. Dans certaines circonstances, I'essaimage n’a pas lieu, pour diverses
raisons. Dans ce cas, la courbe présentée dans la Figure 1 ne comporte pas la décroissance brutale
de la population due a I'essaimage.

6 Par exemple, I'écotype landais de la sous-espece Apis mellifera mellifera (abeille noire) présente un cycle différent en fin d'été
puisque la reine se remet a pondre juste avant la miellée de bruyére callune (Louveaux et al., 1966).
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Concernant l'activité apicole, I'apiculteur peut décider d’empécher I'essaimage, afin de maintenir
une population élevée dans la colonie dans le but d’assurer une récolte plus abondante de miel ;

e une phase de préparation a I'hivernage, qui débute a la fin de I'été. C’est la période de
diminution naturelle de la population de la colonie. Cette phase permettra le meilleur développement
possible des colonies dés le printemps suivant. La colonie produit les ouvriéres qui passeront I'hiver
(« abeilles d’hiver »), qui vivront plus longtemps (plusieurs mois) que les abeilles d’été (quelques
semaines).

Concernant l'activité apicole, le role de I'apiculteur sera de veiller a ce que le niveau des réserves
soit suffisant et pourra, si nécessaire, apporter un supplément nutritionnel (nourrissement) ;

¢ une phase hivernale, appelée « hivernage », au cours de laquelle la population, réduite a
quelques milliers d’ouvriéres regroupées autour de la reine, vit sur les réserves accumulées pendant
la belle saison. Les ouvriéres hivernantes auront la tache de redémarrer I'activité de la colonie au
printemps. L’état de santé de ces individus hivernants est capital pour la survie des colonies a la
saison froide
Concernant I'activité apicole, le réle de l'apiculteur sera de veiller aux réserves de la colonie au
cours de I'hiver et il pourra, si nécessaire, apporter un nourrissement supplémentaire.

2.1.3 Etat de santé des colonies d’abeilles

Il existe généralement un consensus pour considérer que la taille de la population de la colonie
représente sa force, sa vigueur, et que plus une colonie est « forte », plus elle pourra récolter de
nourriture et résister a certains agents stressants. Des colonies en bonne santé et des récoltes
abondantes sont importantes a la fois pour le développement et la survie de la colonie elle-méme, et
pour l'apiculteur. Comme la taille de la colonie varie fortement au cours de la saison apicole, en
fonction des ressources, I'évaluation de la force de la colonie se réfere a la situation « habituelle »
dans un contexte géographique et a une époque de l'année données. Elle peut donc étre
éminemment subjective, et a proprement parler empirique, lorsqu’elle repose sur I'expérience
pluriannuelle de I'apiculteur ou d’un visiteur sanitaire, qui évalue la quantité d’abeilles et de couvain,
connaissant bien le contexte du rucher. Des parameétres plus objectifs, tels que présentés ci-
dessous, devront étre confrontés a un référentiel qui tienne compte de I'aspect évolutif au cours de
la saison et du contexte local (cf. paragraphe 2.2.4.2). Cette variabilité constitue l'une des
principales difficultés de I'étude des facteurs de santé chez I'abeille domestique.

2.1.3.1 Niveau de la population des abeilles adultes

En climat tempéré, une colonie d’abeille en bonne santé est une colonie dont le développement
annuel suit, globalement, le cycle de développement présenté dans la Figure 1, dans le contexte ou
elle se trouve. Le critére du niveau de population est particuliérement important. Hormis le cas de
'essaimage qui provoque une forte diminution de population, la population de la colonie doit étre au
niveau de ce qu’il est habituellement dans les conditions climatiques et d’environnement ou la
colonie est située. Cette évaluation de la taille de la population peut étre réalisée par un apiculteur
expérimenté.

2.1.3.2 Niveau de la ponte de la reine

Un des facteurs importants contribuant a la bonne santé des colonies d’abeilles est le taux de ponte
de la reine. La ponte doit permettre 'augmentation du nombre d’ouvriéres a la fin de I'hivernage afin
d’aboutir a la taille optimale de la colonie, et doit permettre le renouvellement des abeilles mortes au
cours de la saison. Elle doit aussi permettre le développement de la population des males, et la
production de nouvelles reines, lorsque cela s’avére nécessaire. Il est généralement admis que la
fertilité de la jeune reine est considérée comme bonne lorsque moins de 10 % des cellules sont
inoccupées (Jean-Prost et Le Conte 2005).

Le fait que la reine puisse augmenter sa ponte pour compenser des mortalités anormales
d’ouvriéres peut permettre, dans certains cas, de retrouver un effectif normal d’ouvriéres, mais ce
« rattrapage » a un co(t biologique, non seulement en raison du nombre d’ceufs qu’il nécessite,
mais surtout en raison du cout de I'élevage de ces ouvriéres en termes de nourriture et de soins par
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les nourrices, et du colt en nourriture (miel et pollen) qui leur sera nécessaire au cours de leur vie
adulte.

Si, dans des conditions normales, la durée de vie moyenne des reines est évaluée a 3 ans
(maximum 4-5 ans) (Jean-Prost et Le Conte 2005), de nombreux témoignages d’apiculteurs et de
scientifiques de I'abeille montrent qu’elle est maintenant souvent plus proche d’une seule année, et
que la fertilité des reines aurait également diminué, d’ou un renouvellement fréquent, parfois annuel,
des reines par les apiculteurs (Le Conte, communication personnelle).

2.1.3.3 Niveau d’activité de la colonie

Dans les conditions de température, de pluviométrie et de luminosité qui se prétent au butinage, et
si des floraisons attractives pour les abeilles (nectar et/ou pollen) sont présentes dans son aire de
butinage, une colonie en bonne santé doit montrer une activité soutenue a I'entrée de la ruche. En
particulier, de nombreuses butineuses doivent en partir - et y revenir - chargées de récoltes (pollen,
nectar, miellat, eau).

Concernant le rayon de butinage des abeilles autour de leur colonie, il a été montré qu’il varie de
quelques centaines de métres jusqu’a environ 10 km ou plus (von Frisch 1987). Ainsi, des abeilles
ont été vues collectant du nectar jusqu’a 13,5 km de leurs colonies (Eckert 1933). La distance de
butinage varie en fonction de I'environnement, des besoins alimentaires et en eau, de la génétique
de la colonie, etc. Les publications de Visscher et Seeley (1982), Beekman et Ratnieks (2000) et de
Steffan-Dewenter et Kuhn (2003) ont présenté des résultats sur la moyenne (de 1,5 & 5,5 km), la
médiane (de 1,2 a 6,1 km) et la distance maximale de butinage (de 10 a 12 km).

A ces rayons de butinage autour de la colonie correspondent des aires de butinage potentiellement
visitées par les abeilles. Ainsi, pour un rayon de 1 km, la surface exploitable est de 3,14 km?
(314 ha), pour 2 km elle est de 12,56 km2 (1256 ha), pour 5 km elle est de 78,5 km2 (7850 ha) et
pour 10 km elle est de 314 km2 (31 400 ha).

2.1.3.4 Niveau de mortalité normal des abeilles d’une colonie

Le niveau de mortalité normal des abeilles d’'une colonie en bonne santé n’est pas facile a calculer,
car il dépend de nombreux facteurs. Dans une opinion scientifique récente, 'EFSA (2012a) a estimé
la mortalité quotidienne normale d'une colonie a environ 1 % du nombre total d’individus, en se
basant sur les publications suivantes : i) Sakagami et Fukuda (1968), dont les résultats ont été
repris par DeGrandi-Hoffman et al. (1989) et Schmickl et Crailsheim (2007), et ii) Gary (1960), dont
les résultats ont été repris par Moritz et Southwick (1992). Un taux de mortalité de 1 % correspond a
environ 400 a 500 abeilles par jour dans une colonie qui en contient 40 000 au cours de la saison
apicole. Il faut souligner que ce chiffre est une estimation trés approximative ne reposant, in fine,
qgue sur deux publications scientifiques anciennes réalisées dans des contextes particuliers. Il y a
donc nécessité de réaliser de nouvelles expérimentations sur ce sujet, basées sur ['utilisation
d'outils précis, par exemple des compteurs d'abeilles qui permettent quotidiennement de connaitre
le nombre d'abeilles qui ne rentrent pas a leur ruche (cf. paragraphe 2.2). Ces expérimentations
devront étre réalisées dans des zones représentatives de régions et paysages caractéristiques, sur
des colonies saines et situées dans des zones non exposeées (a priori et a posteriori) aux pesticides.

2.1.3.5 Niveau d’agents infectieux

Un certain nombre d’agents infectieux sont présents dans les colonies d’abeilles en bonne santé.
De plus, un niveau élevé de ces agents dans une colonie n’est pas forcément un signe de mauvaise
santé ou de mauvaise production de miel. Cela traduit un portage asymptomatique, objet d’un
paragraphe dans la partie consacrée aux agents biologiques.

2.2 Outils d’évaluation de la santé des abeilles / colonies d’abeilles

La colonie d’abeilles doit toujours étre considérée dans son ensemble lorsque I'on souhaite évaluer
son état de santé : les interrelations entre individus sont essentielles a I'équilibre physiologique de
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ce superorganisme’. Toute altération d’'une partie de sa population (butineuses ou nourrices par
exemple) entraine une compensation par l'autre partie (plasticité de la répartition des taches entre
les ouvriéres), autant que possible. L’évaluation de la santé des abeilles et des colonies d’abeilles
doit permettre de répondre a deux exigences : d’'une part, vérifier leur bonne santé a un temps T (ou
a contrario leur mauvais état de santé) et, d’autre part, disposer d’éléments concrets et d’outils de
mesure permettant de suivre leur évolution pendant une période P : en effet, deux observations
normales a deux temps différents ne signifient pas nécessairement une évolution normale pendant
la période correspondante. Ces deux objectifs, s’ils sont étroitement liés, restent pourtant distincts et
s’appuient sur des méthodes et outils différents. D’'une maniére générale, définir un état « anormal »
d’'une colonie devrait se faire par l'identification et la quantification de paramétres définissant un état
« normal » de cette méme colonie dans les conditions d’environnement qui lui sont propres. C’est
un domaine de recherche a développer. Par ailleurs, le regard expert d’apiculteurs avertis et formés
permet de déceler des états particuliers (faible, inactif, etc.) qui sont aussi a prendre en compte
puisque ces constatations auto-correlent le comportement d’'une colonie avec son état antérieur.

2.2.1 L’évaluation de la santé d’une colonie d’abeilles

2.2.1.1 L’'examen clinique

La colonie d’abeilles est comparable a un animal qui, lorsqu’il est en bonne santé, assure les
fonctions essentielles a sa survie et a son développement, telles que sa reproduction et sa nutrition
(cf. paragraphe 2.1). A ce titre, la santé de cet animal peut étre appréciée lors d’'un examen clinique
classigue en comparant I'animal examiné avec les constantes physiologiques connues. Dans le cas
de la colonie d’abeilles, le vétérinaire clinicien devra donc comparer I'état de développement de la
colonie examinée avec le stade de développement théorique d’'une colonie placée dans les mémes
conditions en tenant compte de la sous-espéce et de I'environnement (saison, climat, nourriture,
etc.). A linstar des autres espéces domestiques, 'anamnése (historique de la maladie) et les
commémoratifs (antécédents, age de la reine, etc.) ont également toute leur importance en santé de
l'abeille : I'historique du parcours technique, la gestion du parasitisme, certaines pratiques apicoles
(changement de reines) ou I'état des productions (miel et pollen en particulier) peuvent notamment
influencer I'appréciation clinique.

Le modéle dans lequel s’inscrit 'examen peut varier selon le contexte épidémiologique et I'objectif
de [l'observation: soit la probabilité de rencontrer une maladie particuliere est importante
(prévalence de la maladie élevée dans la zone considérée) et 'examen sera déterminant pour
vérifier 'absence ou la présence de symptébmes évocateurs ; soit 'examen est réalisé dans un
objectif de surveillance (prévalence de la maladie faible, voire nulle). Dans les deux cas, des
paramétres objectifs de la santé seront alors utiles. A titre d’exemple, 'examen clinique dans le
cadre d’'importations d’abeilles doit tenir compte du contexte épidémiologique du pays exportateur.

La sémiologie® est une science encore peu développée en apiculture qui fait appel principalement a
I'observation (absence d’outils utilisés habituellement pour les autres espéces tels que le
stéthoscope ou le thermometre). Le clinicien doit donc étre rompu a I'exercice de la démarche
diagnostique médicale et vétérinaire en particulier mais aussi a I'observation des abeilles : pour le
non-initié, I'aspect physiologique peut aisément étre confondu avec une lésion. Plus qu’un outil
d’évaluation de la santé des colonies d’abeilles, 'examen clinique est donc la méthode qui permet,
de fagon synthétique, d’apprécier la santé d’'une colonie d’abeilles, méme si, faute d’outils d’aide au
diagnostic, elle présente des limites. L'examen clinique peut néanmoins s’appuyer sur d’autres
outils d’évaluation de la santé des abeilles.

7 Superorganisme : organisme composé de nombreux individus, organisés en société (colonie), ou les individus isolés ne sont pas
aptes a vivre par eux-mémes. Chaque individu est au service de la société, la cohésion entre tous les constituants du groupe social
est assurée par un systeme de communication trés élaboré, en particulier la communication chimique basée sur de nombreuses
phéromones

8 En médecine, étude des signes des maladies permettant de poser un diagnostic
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2.2.1.2 Examens complémentaires en cas de suspicion de maladie infectieuse ou
d’intoxication
Certains troubles observés sur la colonie ou sur les abeilles individuelles sont évocateurs d’'une
cause infectieuse ou toxique connue. Devant ces troubles, on cherchera a confirmer la suspicion
par la détection, dans la colonie, de I'agent biologique ou chimique suspecté. Pour ce faire, des
prélevements doivent étre réalisés dans des conditions permettant leur analyse et leur interprétation
par des laboratoires, notamment :
e le plus t6t possible aprés 'apparition des troubles, du fait d’'une dégradation souvent rapide
des agents infectieux et/ou chimiques ;
e sipossible avant la mise en ceuvre de tout traitement dans le cas de maladies infectieuses ;
e sur des matrices ciblées, adaptées a I'agent recherché, ce qui varie en fonction de I'agent
causal recherché (par exemple, certains agent infectieux devront étre recherchés sur du
couvain plutét que chez des abeilles adultes). Les laboratoires d’analyse peuvent préciser
les types de matrices a cibler ;
e en quantité suffisante, ces quantités pouvant également étre précisées par le laboratoire
destinataire des prélévements ;
e dans des conditions d’envoi rapide au laboratoire et adaptées au type de prélévement et
d’analyse demandé (exemple : sous couvert du froid).

Il est en outre important que ces prélévements soient accompagnés d’un descriptif complet et précis
du rucher et du contexte (taille du rucher, environnement, suivi, descriptif des troubles, photos, etc.),
données nécessaires a linterprétation des résultats d'analyse. S’agissant de suspicion
d’intoxications, la difficulté est d’abord d’identifier le type de xénobiotique (pesticide ou autres
polluants), puis la classe de pesticide (insecticide, fongicide, herbicide, etc.) ou plus précisément
la(les) molécule(s) a rechercher. Dans ce cadre, les enquétes de terrain approfondies sur
'environnement sont un outil précieux sans lequel l'identification a priori ne peut étre véritablement
argumentée avant analyse. Lors de 'analyse, les limitations techniques des méthodes analytiques
multi-résidus élargissent souvent la gamme de recherches aux molécules de peu d’intérét
(pesticides absents de I'environnement) tandis qu’elles réduisent la gamme de recherches aux
seules molécules « analysables » en termes de codlts, d’échantillonnage pertinent et de
détection/quantification pertinente (Bonmatin et al. 2015). Lorsqu’une suspicion d’intoxication est
établie et qu’elle est étayée par la cohérence avec les enquétes de terrain, un nombre plus restreint
de molécules a rechercher finement est alors possible. Dans la plupart des cas, faute de moyens,
les analyses ne vont pas jusqu’a l'identification/quantification des niveaux de résidus concernant les
métabolites toxiques.

Plusieurs laboratoires, notamment privés ou départementaux, peuvent réaliser des recherches
d’agents infectieux et/ou chimiques sur les matrices apicoles. Il existe en France un réseau de
laboratoires agréés pour le diagnostic des maladies de l'abeille. Les laboratoires national et
international de référence (LNR-LRUE Anses Sophia) sont chargés de développer, d’optimiser et de
valider (selon les normes en vigueur) des méthodes de références (de détection d’identification
et/ou de quantification) pour la réalisation des examens microbiologiques ou chimiques, notamment
ceux qui seront utilisés lors des contréles réglementaires. Cela recouvre le nombre et le type
d'échantillons a prélever ainsi que les méthodes d’analyses de laboratoire a mettre en ceuvre pour
s'assurer des meilleures chances de détection et de la fiabilité de la méthode. Le LNR-LRUE a aussi
comme mission d’assurer I’harmonisation des méthodes au sein des réseaux de laboratoires et
notamment des réseaux de laboratoires agréés francais

En principe, c’est la présence de l'agent causal dans I'échantillon en lien avec sa charge, et avec la
présence de signes cliniques spécifiques dans certains cas, qui permet de confirmer la suspicion
d’une cause infectieuse ou toxique pour expliquer les troubles observés. Le diagnostic étiologique
est ainsi établi et peut conduire a la mise en place d’'un traitement adapté. En outre, pour certaines
maladies infectieuses reglementées, il pourra conduire a la mise en place de mesures particuliéres,
afin notamment d’éviter la diffusion de I'agent causal aux ruchers voisins. Dans le cas d’agents
chimiques, déterminer la substance en cause permet parfois de remonter a la source de I'exposition
et d’y remédier.
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Il est cependant rare que les troubles observés, souvent peu spécifiques, soient évocateurs d’une
cause en particulier. lls peuvent aussi relever d’'un déterminisme multifactoriel. Dans ce cadre, une
cause d’affaiblissement peut permettre I'expression clinique d’'un portage sain : I'expression d’'une
maladie n’est alors que la conséquence d’'une cause primaire. Il peut parfois y avoir un laps de
temps important entre I'exposition a cette cause primaire et les manifestations cliniques. Dans cette
hypothese, un suivi régulier des ruches permettra la détection précoce d’'un affaiblissement associé
a une cause primaire et pourra prévenir I'effondrement tardif de la colonie. Dans ce contexte
multifactoriel, c’est plutét une batterie d’examens de laboratoire qui seront prescrits, au vu d’un
examen attentif des troubles, de l'historique et du contexte dont les résultats seront joints aux
prélevements.

Il convient de noter que linterprétation des résultats d’analyses multi-résidus et multi-agents
infectieux est souvent délicate : en effet, des substances chimiques et agents infectieux pourront
étre détectés conjointement, a des niveaux de contamination souvent faibles, sans pouvoir attribuer
avec certitude I'origine des troubles a I'un ou l'autre des agents détectés.

2.2.2 Evaluation de la santé des abeilles, a I’échelle de 'individu

2.2.2.1 Examen clinique de I'abeille

Si la santé d’'une colonie d’abeille doit étre appréciée dans son ensemble, les individus qui la
composent peuvent chacun exprimer des symptémes. Ceux-ci peuvent apporter des informations
au véteérinaire clinicien quant a la bonne ou a la mauvaise santé du superorganisme.

Ainsi, des anomalies morphologiques sont parfois présentes sur certains individus : port des ailes
anormal, forme et taille des ailes, forme et taille de 'abdomen, couleur de 'abdomen, absence de
poils, langue extériorisée en permanence, présence de parasites, etc. Quelques symptdmes
digestifs tels que la diarrhée, remarqués dans I'environnement proche et dans la ruche, peuvent
parfois affecter les abeilles. Certains troubles du comportement peuvent également étre remarqués
par l'observateur (parfois en lien avec les troubles morphologiques) : incapacité a s’envoler,
agressivité augmentée, tremblements, prurit, etc. Ces troubles peuvent, lorsqu’ils affectent un
groupe d’individus, se traduire par des troubles de comportement sociétal : agressivité marquée,
encombrement du trou de vol, disposition anormale d’un groupe d’abeilles, rejets accrus des
entrées par les gardiennes, etc. et affecter I'activité de butinage.

Cette liste (non exhaustive) de symptémes doit étre interprétée par le clinicien qui devra pondérer, a
'échelle de la colonie, chaque anomalie observée. Certains signes, relevés sur un seul individu,
peuvent étre plus importants dans la démarche diagnostique que d’autres, méme s'’ils concernent
un plus grand nombre d’individus. A titre d’exemple, quelques abeilles tremblantes peuvent évoquer
une intoxication et ne constituer que le seul indice observable.

La présence de cadavres d’abeilles doit aussi étre considérée comme un signe individuel important.
Lorsque le nombre d’abeilles mortes quotidiennement est supérieur a ce qu’il doit étre (plusieurs
centaines par jour parfois (EFSA 2012a)) des tapis d’abeilles mortes peuvent étre observés. La
encore, I'observateur devra prendre le recul nécessaire pour évaluer s'il est face a une anomalie ou
non, en particulier dans le cadre de suspicions d’intoxications. De méme, 'absence de cadavres ne
permet pas d’exclure certaines hypothéses diagnostiques, par exemple dans le cas des mortalités
survenues loin de la ruche, ou lorsque les cadavres d’abeilles ont été mangés par des prédateurs.

Quelques tests rapides peuvent apporter des informations complémentaires sur cet examen
individuel tel que l'aspect de lintestin ou I'examen microscopique de Il'appareil respiratoire.
Concernant les cadavres, la datation précise de leur mort serait d’'une grande aide. Néanmoins,
I'aspect « lessivé », 'odeur, le poids ne donnent que des indications approximatives sur le moment
de la survenue de la mort.

Concernant la santé de la reine, toute affection qui pourrait la concerner constitue un danger vital
pour la colonie dans son ensemble. Dés son émergence, son état de santé et son développement
anatomique sont des éléments déterminants pour ses capacités de ponte ultérieures (capacité
d’envol, intégrité de I'appareil reproducteur). Ainsi, certaines reines naissent naines ou atteintes
d’'une hypoplasie de leur appareil reproducteur. Une part parfois non négligeable des naissances est

page 28 / 252 avril 2015



Anses e rapport d’expertise collective Saisine « 2012-SA-0176 Co-expositions abeilles »

considérée, par les éleveurs de reines, comme incapable d’assurer la fonction de reproduction a
laguelle on la destine. Plus tard, au cours de sa vie, de nombreux pathogénes peuvent I'atteindre au
méme titre que les ouvrieres. Son espérance de vie théorique, de plusieurs années, en font le seul
individu survivant d’'une saison apicole a I'autre et donc le seul individu durablement exposé a un
environnement potentiellement a risque. A titre d’exemple, les effets néfastes de certains
xénobiotiques (coumaphos, tau-fluvalinate, etc.) sur la santé des reines et sur leur élevage sont déja
connus (Haarmann et al. 2002; Pettis et al. 2004). Les modifications physiologiques liées a son
vieillissement (dégénérescence, calcification) ou les affections pathologiques contractées avec I'age
(infections, mélanose, atrophie ovarienne) peuvent également nuire a ses qualités de ponte.
L’appréciation de ces anomalies ne peut étre réalisée, le plus souvent, que par des examens
microscopiques de laboratoire (anatomopathologie) ou grace a des marqueurs physiologiques
(Provost 2013). Cliniguement, ces défaillances de reines correspondent a des remérages naturels
(lorsqu’ils sont possibles) ou a des colonies bourdonneuses.

2.2.2.2 Examen clinique du couvain

L’examen attentif du couvain revét une importance capitale car il est révélateur de I'état de santé de
la colonie et de son avenir. Si sa « quantité » peut étre un indicateur intéressant pour estimer la
force de la colonie, sa « qualité » est la garantie d’'un état de santé satisfaisant et de bons soins
apportés par les jeunes abeilles d’intérieur. Comme pour les abeilles adultes, certains symptémes
peuvent étre relevés dans le couvain ouvert, comme dans le couvain fermé : larves desséchées,
larves de couleur anormale, larves de forme anormale, présence d’écailles, opercules perceés,
opercules bombés, odeurs anormales, présence de parasites ou de larves d’insectes, etc. Les
logues, certains parasites et quelques virus peuvent affecter le couvain. Certains toxiques peuvent
également nuire au développement des larves en empéchant, par exemple, leur mue.

Toutes les anomalies du couvain, quelles qu’elles soient, doivent étre considérées comme de
gravité majeure par I'observateur. Dans certains cas, et lorsque la colonie en est capable, le travail
des fossoyeuses (comportement hygiénique) est suffisamment efficace pour nettoyer rapidement
les alvéoles atteintes. Le couvain apparait alors « en mosaique ». Seule une observation attentive
et des examens répétés a intervalles réguliers peuvent parfois permettre de dépister un indice d’'une
affection du couvain. Etant donné le cycle de développement du couvain (21 jours pour I'abeille
ouvriére entre 'oviposition et 'émergence), on peut donc considérer qu’une visite mensuelle serait
indiquée, en période de développement du couvain, pour vérifier son état de santé.

2.2.2.3 Outils d’évaluation de la santé des abeilles disponibles en recherche
scientifique

2.2.2.3.1 Tests de comportement

Le comportement des abeilles d’intérieur et des butineuses sont des paramétres importants de leur
état de santé. Les capacités cognitives des abeilles sont extrémement développées et leur altération
peut, au-dela du simple individu, perturber le fonctionnement de I'ensemble de la colonie. Quelques
tests d’évaluation sont réguliérement utilisés par les chercheurs, en particulier pour mesurer les
effets de certains xénobiotiques.

A titre d’exemple, I'observation du comportement d’orientation vers la ruche (notamment du temps
mis pour retrouver la colonie d’origine) est utile a la meilleure compréhension de I'effet de certains
toxiques. Les nouvelles technologies participent aujourd’hui a mieux appréhender ce type de
mesure. La communication sociale par les danses, connue depuis plusieurs décennies maintenant,
est un facteur essentiel de partage d’informations entre abeilles ouvriéres : la bonne transmission du
message peut assez facilement étre observée a I'ceil nu et révéle ainsi un comportement altéré ou
non. Enfin, d’autres tests tels que celui de « I'extension conditionnée du proboscis » ou celui du
« labyrinthe en T » sont utilisés en recherche fondamentale pour évaluer le comportement d’abeilles
exposées a des perturbateurs. L’ensemble des tests comportementaux et neuronaux sont décrits

plus précisément dans le paragraphe 3.1.2. consacré aux stress chimiques.
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2.2.2.3.2 Biomarqueurs individuels

L’espérance de vie d’'une abeille dépend de nombreux facteurs extrinséques tels que la saison et
intrinséques (sociaux). Lorsqu’une colonie est en bonne santé, 'espérance de vie des abeilles ne
devrait théoriqguement pas étre réduite. Certains parametres biochimiques, mesurables, peuvent
constituer de véritables biomarqueurs de I'age de I'abeille : la sénescence cellulaire peut ainsi étre
mesurée par le dosage de la lipofuscine (Minch et al. 2013), tandis que le titre en vitellogénine dans
'hémolymphe participe & moduler les taches assurées par chaque abeille et donc & écourter ou a
allonger l'espérance de vie de chaque individu (Amdam 2011). Toutefois, la modularité de
'espérance de vie des abeilles (abeilles d’hiver vs abeilles d’été — réversion possible des taches)
rend complexe I'utilisation de ces outils principalement réservés a la recherche fondamentale.

2.2.2.3.3 Poids des abeilles émergentes

Le poids des abeilles émergentes pourrait constituer un paramétre intéressant, selon certains
auteurs (Scheiner 2012), par le lien démontré entre la morphologie de I'abeille adulte a 'émergence
et ses capacités cognitives ultérieures.

2.2.2.3.4 Radioentomologie

D’autres techniques qui s’appuient sur les principes de I'imagerie médicale appliquées a I'échelle de
la colonie ont été testées, telles que [limagerie par résonance magnétique (IRM) et
l'ultrasonographie (échographie) (Greco 2010). L'IRM permet une meilleure différenciation des
tissus que le scanner mais une moins bonne résolution des images numériques. Les ultrasons
(hautes fréquences), qui ne sont pas transmis par l'air, ne donnent qu’'une image de basse
résolution pour les structures internes des abeilles. En revanche, le scanner semble applicable a
I'examen individuel des abeilles avec des images numériques d’'une trés grande précision (Butzloff
2011). Les auteurs signalent que I'exposition aux rayons X des abeilles par cette technique est
largement inférieure a la dose minimale conduisant a un effet biologique indésirable (la dose de
0,14 mGy par abeille, maximale, est prés de 3 800 fois plus faible que la dose toxique mesurée pour
la Drosophile, méme s'il la comparaison entre ces deux insectes est sans doute abusive). Cet outil
pourrait étre intéressant, selon les mémes auteurs, pour étudier la morphologie des abeilles et leurs
structures internes (Greco et al. 2008). Il présente 'avantage de conserver les individus vivants
(examen sous anesthésie nécessaire) comparé a la dissection et donc de réitérer le méme examen
a plusieurs moments de sa vie. Enfin, il autorise un plus grand éventail de possibilités (infinité
d’angles d’'observation) que I'examen microscopique classique. Le principal inconvénient de cet outil
est son co(t et son accessibilité : il n’est pas transposable a un usage sur le terrain et est réservé a
la recherche scientifique.

2.2.2.3.5 Examen anatomopathologique

L’examen microscopique de tissus est une technique applicable chez les insectes (chez I'abeille
notamment) pour observer les structures internes et externes. Néanmoins, les images
microscopiques documentées sont encore assez peu nombreuses pour I'abeille. Des techniques de
fixation ont été développées récemment et devraient permettre d’envisager cette méthode a des fins
diagnostiques et scientifiques (Scudamore et al. 2012).

2.2.3 Outils disponibles pour évaluer la force d’une colonie a un temps T

2.2.3.1 Evaluation du nombre total d’abeilles

La population totale d’abeilles présentes au sein de la colonie saine fluctue énormément,
notamment selon son cycle de développement : la ponte quotidienne de la reine et I'élevage par les
ouvriéres font varier le nombre de jeunes émergentes et équilibrent la population de la ruche par
rapport aux mortalités « normales » d’abeilles en fin de vie. La taille de la population est souvent
considérée par les apiculteurs et les chercheurs comme un signe évocateur de la santé (hors la
question de I'essaimage). L’évaluation du nombre d’abeilles au sein d’une colonie intéresse depuis
longtemps le monde apicole comme un élément indicateur de la future productivité de la ruche.
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Ainsi, dés les années 50, on évaluait la population d’abeilles en secouant tous les cadres et en
pesant I'essaim nu (Moeller 1958). Cette méthode reste la plus précise et est encore utilisée a des
fins scientifiqgues (Costa et al. 2012; CST 2003; Odoux et al. 2014). En revanche, relativement
invasive, elle a été délaissée par les apiculteurs dans leurs pratiques au profit de I'estimation de la
surface de cadre occupée par les abeilles (Burgett et Burikam 1985). Pour étre le plus précis
possible, cet examen doit se faire tét le matin ou tard le soir afin de prendre en compte la population
des butineuses (en dehors des périodes de butinage donc). On considére qu’un cadre recouvert
d’'une couche uniforme d’abeilles représente environ, par face, 1400 abeilles pour une ruche Dadant
et 1 100 pour une ruche Langstroth (Imdorf et al. 2010). De fagon plus générale, on considere que
130 abeilles recouvrent chaque dm? de cadre. Ainsi, la mesure du nombre de dm? recouverts
d’abeilles dans la ruche permet d’estimer approximativement I'importance de la population. Méme si
cette méthode reste la plus répandue, elle reste peu précise (surfaces inégalement occupées,
abeilles enfoncées dans les alvéoles, abeilles qui ne tiennent pas au cadre, butineuses hors ruche,
abeilles sur les parois de la ruche, etc.), et le nombre d’abeilles par élément de surface peut
facilement varier (de 130 & 400 abeilles par dm?® (Imdorf et al. 2010)). Imdorf recommande de
calibrer cette mesure sur quelques ruches en complétant le résultat de I'évaluation par la pesée du
nombre d’abeilles balayées et récoltées dans un contenant (Imdorf et al. 2010). Cette calibration est
utilisée sur le terrain dans le cadre de programmes de recherche (par exemple actuellement dans le
cadre de la méthode ColEval développée par I'INRA et 'TUMT-Prade dans le suivi de colonies sur
lavande).

2.2.3.2 Evaluation de la surface de couvain

En dehors de la période hivernale pendant laquelle le couvain peut étre absent, le nombre de
cellules contenant des ceufs, larves et nymphes est un indicateur de développement de la colonie et
de fertilité de la reine. Ces cellules sont généralement placées au cceur de la ruche et constituent le
nid a couvain. On peut estimer la surface occupée par ces cellules (couvain operculé et non
operculé) par une observation attentive des cadres porteurs de couvain. Un « cadre-étalon », dont
la surface est subdivisée en dm? par des fils peut étre superposé sur chaque cadre & évaluer afin de
mieux appréhender les surfaces observées (Imdorf et al. 2010).

Des outils modernes peuvent améliorer la qualité de la mesure et la faciliter telle que la
photographie numérique de chaque face de cadre. Ces images peuvent ensuite étre interprétées
par des logiciels informatiques (Emsen 2006; Imdorf et al. 2010; Yoshiyama et al. 2011).

Une des méthodes de mesure de ces deux paramétres (nombre d’abeilles et surface de couvain)
est la méthode dite « de Liebefeld » élaborée par le Centre suisse de recherche apicole (Imdorf et
Gerig 1999). C’est probablement actuellement la méthode d’évaluation de la force d’'une colonie la
plus répandue. Elle a fait ses preuves et obtient, sous réserve d’'une réalisation attentive par
'opérateur, une bonne corrélation entre les évaluations et les mesures, en particulier pour le
nombre d’abeille et la surface de couvain fermé. Concernant le couvain ouvert, 'évaluation est
souvent surestimée (Imdorf et al. 2010). Afin de rendre plus rapide I'évaluation des cadres, une
autre technique (dérivée de la méthode de Liebefeld) consiste a diviser virtuellement les cadres en
quatre quarts : le relevé des observations effectuées pour chaque quart permet alors une estimation
semi quantitative. Néanmoins, cette méthode traditionnelle est plus invasive et peut étre source
d’erreurs qui doivent étre corrigées par des méthodes complémentaires (exemple de ColEval).

2.2.3.3 Estimation de I'activité de butinage

L’estimation de l'activité de butinage au sens strict présente l'intérét de mesurer I'effort consenti par
une colonie pour la collecte des ressources environnementales : une activité intense est un signe
positif, généralement évocateur de bonne santé de la colonie. L’intensité du butinage par les
abeilles peut étre appréciée par l'observation attentive et continue de la planche d’envol. Des
compteurs d’abeilles automatiques ont été trés tdét mis au point dans le but d’estimer aussi le non-
retour des butineuses a la ruche (Pham-Delégue et al. 2002). Les compteurs anciens enregistraient
des impulsions électriques ou des signaux photoélectriques au passage des abeilles. Les divers
appareils ont finalement été adaptés aux ruches, reliés a des systémes informatiques performants
et a des algorithmes qui autorisent, d’'une part le suivi dans le temps de I'activité de butinage et,
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d’autre part, la mesure de la balance entrées-sorties des abeilles pour évaluer les mortalités hors
ruches. Aujourd’hui, de nombreux systémes automatiques permettent de mesurer les
comportements normaux et anormaux des colonies d’abeilles (Devilliers et Devilliers 2014).

Parmi les méthodes les plus performantes, on peut citer les compteurs apiSCAN dont la technologie
repose sur des détecteurs infrarouges (Struye et al. 1994) et qui sont utilisés dans certains
protocoles expérimentaux pour leur précision (Danka et Beaman 2007). Ces outils s’appuient
parfois sur des compteurs a détection de métal voire a détection de couleurs lorsqu’ils sont couplés
a des caméras (Le Conte et Crauser 2006; Poirot et al. 2012). Les abeilles sont alors identifiées des
leur émergence soit par des pastilles métalliques collées sur leur thorax, soit marquées a la peinture
(Dussaubat et al. 2013; Le Conte et Crauser 2006), ce qui permet enfin le suivi de cohorte d’abeilles
au sein d’'une colonie et leur trait de vie (i.e. la chronologie des taches effectuées par les abeilles).
L'utilisation de caméras ou de radars peut enfin permettre de mesurer 'activité a la planche d’envol
de fagon non invasive (Campbell et al. 2008; Devilliers et Devilliers 2014).

2.2.3.4 Estimation de la mortalité des butineuses

Certaines technologies modernes appliquées a l'abeille telle que la RFID (Radio Frequency
Identification) permettent aujourd’hui de compléter cette mesure en évaluant également la durée de
sortie des butineuses suivies (Decourtye et al. 2011b; Devilliers et Devilliers 2014; Streit et al.
2003). Cette technique nécessite le marquage individuel des butineuses. La précision de cette
mesure automatisée est élevée et constitue un outil précieux dans la mise en place de certains
protocoles expérimentaux (Henry et al. 2012). Les compteurs d’abeilles le permettent aussi, par
différence (le soir) entre le nombre d’abeilles rentrées par rapport au nombre d’abeilles sorties ; on
peut considérer qu’une grande partie d’entre elles étaient des butineuses.

2.2.3.5 Estimation de la mortalité dans la colonie

Le nombre d’abeilles mortes quotidiennement au sein d’une colonie est parfois important. Ces
pertes peuvent étre la conséquence de la mort d’abeilles en fin de vie ou d'un trouble qui affecterait
les abeilles adultes en réduisant leur espérance de vie. La ponte de la reine, qui peut atteindre la
moyenne de 1 500 ceufs par jour pendant la saison (Jean-Prost et Le Conte 2005; Winston 1987),
doit au moins compenser les pertes en période de développement de la population. Les troubles
peuvent se manifester par la présence de nombreux cadavres sur le fond de ruche ou au pied de la
planche d’envol. Malheureusement, les outils disponibles pour dénombrer les abeilles mortes
(trappes a abeilles mortes sur le fond ou a I'entrée de la ruche, collecteurs devant la planche
d’envol) sont souvent imprécis : d’une part, ils ne mesurent que le nombre d’abeilles mortes a
lintérieur mais ne comptabilisent pas les butineuses mortes a I'extérieur (pourtant les plus
exposées) et, d’autre part, l'activité des fossoyeuses qui transportent les cadavres loin de la ruche
n'est par exemple pas prise en compte. Ainsi, les valeurs obtenues sont toujours sous estimées et
doivent étre corrigées pour étre interprétables. La maniére la plus fiable est probablement celle qui
s’appuie sur les compteurs d’abeilles (cf. supra, les manquantes sont, par définition, les disparues
mortes, perdues ou ayant dérivé), nombre auquel on peut ajouter celles présentes dans les
collecteurs d’abeilles mortes pour obtenir la mortalité totale.

2.2.3.6 Estimation de la ponte de la reine

Le bon accouplement de la jeune reine émergente est vérifié par I'apiculteur-éleveur en constatant
la ponte réguliere sur la portion de cadre ou elle a choisi de pondre : la fertilité de la reine est
généralement considérée comme bonne lorsque moins de 10 % des cellules sont inoccupées.
L’observation réguliere de tous les cadres du nid a couvain peut permettre de mesurer la ponte
quotidienne de la reine, et donc de connaitre la population d’ouvriéres et de méles a naitre (elle est
estimée a 1 500 ceufs par jour en moyenne durant une saison apicole selon Winston (1987) et peut
atteindre les 3 000 ceufs pondus quotidiennement (Jean-Prost et Le Conte 2005). La fécondité, qui
mesure le nombre d’adultes viables obtenus, est un paramétre plus difficlement mesurable tandis
gu’il donne des informations quant aux perturbations sur le bon développement des ceufs.
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2.2.3.7 Autres méthodes et techniques d’évaluation

La radioentomologie (DR pour Diagnostic Radioentolomogy) est présentée par certains auteurs
comme prometteuse pour I'évaluation de la santé des insectes, dont les abeilles (Greco 2010). La
technique est basée sur l'utilisation d’outils sophistiqués et modernes d’'imagerie médicale tels que
le scanner (voir paragraphe précédent sur cette technologie). Cette technique utilise donc les
rayons X et la tomodensitométrie pour obtenir des images numérisées des structures internes de la
ruche (lorsque c’est la ruche peuplée qui est concernée par 'examen). Cette méthode présente
'avantage d’étre peu invasive (puisqu’il n’est pas nécessaire d’ouvrir la ruche pour I'examiner) et
précise (car elle permet d’observer des détails tels que les ceufs ou les larves et nymphes).
Néanmoins, la ruche examinée doit étre déplacée et donc fermée, ce qui peut perturber les
observations et surtout, comme évoqué précédemment l'usage de telles méthodes est encore
réservé a la recherche.

2.2.4 Outils disponibles pour suivre I’évolution d’'une colonie pendant une période P

Le suivi de la dynamique d’une colonie est un paramétre a prendre en compte pour mesurer son
état de santé. La multiplication des examens a des temps différents et leur comparaison peut
permettre de définir cette dynamigque mais certains parameétres sont, de facon plus spécifique,
adaptés a I'évaluation de cette trajectoire. La fréquence des visites de ses ruches par I'apiculteur est
un élément essentiel pour s’assurer du bon état de santé des colonies. Les bonnes pratiques
apicoles exigent des visites de printemps et d’automne ainsi que des visites en saison « aussi
souvent que nécessaire » (ITSAP 2014). Pendant les périodes de développement du couvain ou
lors de miellées/pollinées a risque, les visites doivent nécessairement étre plus fréquentes afin de
déclencher l'alerte, le cas échéant, le plus précocement possible.

Outre ces visites par I'apiculteur, des outils de monitoring sont en cours de développement, tels que
le dispositif Ecobee (Odoux et al. 2014) ou le suivi des essaimages (Bencsik et al. 2011) afin
d’améliorer la connaissance des variables de la dynamique des populations d’abeilles en conditions
naturelles.

2.2.4.1 Données de production

La colonie d’abeilles en bonne santé accumule des réserves en prélevant divers nectars et pollens
dans son environnement afin de les stocker sous forme de miel et de pain d’abeille. Il en résulte une
augmentation significative du poids de la ruche. La différence de poids de la ruche entre deux
pesées, effectuées dans les mémes conditions, peut donc étre un critére intéressant d’évaluation de
la santé, d’autant que le poids total des abeilles reste globalement constant sur une période courte.
Les données spécifiques de production (mesure du poids des hausses, quantité de pollen prélevé
dans les trappes a pollen) peuvent ainsi étre des parameétres utiles. La surface de pain d’abeille
stocké dans les alvéoles autour du nid a couvain, indispensable a I'élevage, est également une
donnée intéressante. De méme, la colonie en bonne santé est capable de produire de grandes
quantités de cire afin d’étendre les constructions sur lesquelles elle pourra stocker ses réserves.
Cette production - et son évolution dans le temps - sont parfois utilisées dans le monitoring des
colonies suivies expérimentalement (Mattila et Seeley 2007).

Afin d’objectiver et de suivre les récoltes de la colonie, la pesée de la ruche est couramment utilisée.
Elle peut étre réalisée de fagon simple, continue et automatisée par l'utilisation d’'une balance
placée sous la ruche et directement reliée a des systemes informatiques. Buchmann et Thoenes
(1990) ont été les premiers a proposer l'utilisation de balances électroniques de haute précision
pour le suivi des colonies d’abeilles. Cet outil est aujourd’hui commercialisé pour les apiculteurs qui
souhaitent suivre le poids de leur ruche a distance. Cette mesure peut également indiquer une
brusque variation de la population d’abeilles telle qu'un essaimage ou une mortalité massive
(sachant par exemple qu’un kilogramme d’abeilles correspond environ a 10 000 individus).

Enfin, le poids de la ruche, mesuré précisément et en continu peut étre suffisamment informatif pour
permettre d’évaluer 'activité de la colonie au sens large a des fins scientifiques et comme un outil
de décision en apiculture (Meikle et al. 2008).
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2.2.4.2 Suivi de la population

Le taux de ponte de la reine est crucial pour la survie de la colonie comme le taux de mortalité.
Couplé a des modeles mathématiques de dynamique de populations, ce taux permet de prévoir
I'évolution populationnelle de la colonie (Schmickl et Crailsheim 2007). Le suivi de la population
totale d’abeilles peut étre réalisé en multipliant les comptages selon les méthodes précédemment
décrites ou par l'information délivrée par des balances automatiques. De méme, le ratio quotidien
abeilles nées/abeilles mortes serait un paramétre utile pour appréhender si la population de la
colonie décline ou progresse : son calcul nécessite de connaitre le nombre d’abeilles émergentes et
le nombre d’abeilles mortes par unité de temps.

L’essaimage, phénoméne naturel, représente une baisse brutale et conséquente de la population
coloniale qui nuit a la productivité de la ruche. Il ne faut pas confondre cet effondrement du nombre
d’abeilles avec un affaiblissement anormal d’'une colonie. Le dépistage précoce de I'essaimage est
possible par l'enregistrement en continu des sons émis par la colonie. En effet, outre une
augmentation de la température au sein de la ruche, certains auteurs (Ferrari et al. 2008) ont mis en
évidence, a l'approche de I'essaimage, une augmentation continue en amplitude et en fréquence
des sons émis par les abeilles. Le programme européen « Swarmonitor » (projet FP7-SME-2012-2)
devrait permettre de développer ces techniques non invasives de suivi des populations, en cas
d’essaimages ou d’altérations de la santé.

Toutefois, la courbe de population n'est pas un indicateur suffisant pour mesurer la bonne santé
d’'une colonie car elle n’indique pas, par exemple, comment sont réparties les taches entre ouvriéres
et la rotation des activités des abeilles : le déclin d’'une colonie n’est pas forcément la conséquence
d’'une mortalité d’abeilles les plus &gées, donc des butineuses. Méme si les butineuses sont les plus
exposées aux facteurs de stress extérieurs, 'impact de ces facteurs sur des abeilles d’intérieur peut
provoquer un déséquilibre des populations selon les tadches a accomplir. La réversion des taches
(butineuses redevenant abeilles d’intérieur) ou leur accélération (abeilles d’intérieur devenant
rapidement butineuses) constitue donc un déséquilibre qui requiert un effort particulier (organisation
et énergie) pour maintenir I'état de bon équilibre de la colonie. Cette redistribution n’est pas
mesurée par la simple courbe de suivi de la population.

Deux observatoires de ruchers ont été mis en place depuis plus de 7 ans par des scientifiques afin
de comprendre I'évolution des colonies en fonction du contexte paysager, climatique, toxicologique
ou parasitaire. Le premier, Ecobee, est animé par le CNRS de Chizé (CEBC) et 'INRA (Unité
Entomologie Le Magneraud et UR 406 Avignon). |l permet notamment I'étude écologique des
relations entre les ressources disponibles et le développement des colonies (Odoux et al. 2014;
Requier et al. Sous presse). Le second s'intéresse aux facteurs favorisant ou pénalisant la miellée
de lavande et est animé par 'UMT PrADE (unité INRA Biostatistique et Processus Spatiaux et
ADAPI® ; Decourtye, communication personnelle).

2.2.4.3 Suivi de la température du couvain

Pour un développement normal, la température du nid a couvain doit idéalement étre maintenue
entre 32 °C et 36 °C avec une moyenne a 34,5 °C (Kronenberg et Heller 1982). La lutte contre le
chaud ou contre le froid autour du couvain est vitale pour la survie de la colonie : des abeilles en
bonne santé et en quantité suffisante doivent étre capables de maintenir cette température
moyenne. Cette thermorégulation est essentiellement permise par I'action des ouvriéres (ventilation
et apport d’eau contre le chaud et thermogénése contre le froid). Ainsi, la température autour du
couvain et le suivi de cette donnée pourraient étre utilisés comme parametres de la santé de la
colonie. Quelques techniques expérimentales permettent d’évaluer et de suivre cette température.
Auparavant, des thermocouples étaient utilisés. Plus récemment, Becher et Moritz (2009) ont utilisé
des capteurs (« thermistors ») placés au centre d’une colonie et reliés a un ordinateur pour suivre
I'évolution de la température du nid pendant trois jours. Les thermometres a infrarouge sont parfois
utilisés pour mesurer la température au sein des colonies, notamment dans les études relatives a la
physiologie de la thermogénése par les abeilles, en particulier au sein des grappes hivernales

9 Association pour le développement de I'apiculture provencale
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(Stabentheiner et al. 2003; Stabentheiner et Schmaranzer 1987). Néanmoins, ces méthodes restent
expérimentales et ne sont pas utilisées au quotidien a cause de leur co(t.

2.2.4.4 Modeéles mathématiques

Le développement physiologique d’'une colonie d’abeilles et la dynamique de sa population sont
assez bien connus et dépendent de multiples facteurs intrinséques (age de la reine, sous-espéce,
etc.) et extrinséques (climat, région, saison, ressources alimentaires, etc.). Ce développement est
modélisable et des équations mathématiques permettent aujourd’hui de projeter I'évolution d’'une
colonie en fonction de certains parametres de départ. La question des modéles mathématiques est
abordée dans le paragraphe 5.4.2.

2.2.5 Outils manquants

Une majorité des outils et méthodes proposés dans les paragraphes précédents ne sont pas
utilisables en routine par les apiculteurs : soit il s’agit de technologies colteuses, soit elles sont
plutdt adaptées a un usage scientifique, soit elles sont invasives. Aujourd’hui, seules les évaluations
reposant sur des observations ou sur des balances sont envisageables au quotidien. Des outils
supplémentaires sont donc attendus afin d’améliorer 'appréciation de la santé des colonies.

2.2.5.1 Outils diagnostiques

Le recueil des signes cliniques et lésionnels des colonies repose aujourd’hui uniquement sur des
observations fortement dépendantes de I'expérience et des connaissances des techniciens
sanitaires apicoles et des vétérinaires cliniciens. A linstar des autres espéces, le vétérinaire
clinicien pourrait affiner son diagnostic présomptif s’il disposait d’outils de mesure simples et
novateurs en termes de sémiologie lors de I'examen clinique. Ces outils devraient étre pratiques et
utilisables sur le terrain. De méme, I'accés aux examens complémentaires, et en particulier a des
tests rapides, est encore trop restreint en apiculture. |l existe des tests rapides pouvant étre réalisés
directement au rucher pour aider au diagnostic des loques™, mais il manque un atlas de pathologie
de I'abeille, en particulier concernant les examens microscopiques des tissus (histologie). Enfin, les
données épidémiologiques (précieuses comme aide au diagnostic et dans la gestion du risque) dont
dispose la filiere apicole sont encore ponctuelles, partielles et récentes : les efforts consentis depuis
deux ans (programme européen Epilobee) ont permis de mieux connaitre la prévalence et
l'incidence des maladies et troubles des abeilles en France mais seule une veille continue peut
permettre d’apporter une information pérenne. Les autres filiéres animales disposent de moyens de
veille qui ont fait leur preuve depuis plusieurs décennies et ces modéles pourraient étre appliqués a
la filiére apicole.

2.2.5.2 Estimation des mortalités

Les comptages de disparition de butineuses ne sont, a ce jour, pas possibles en routine. D’autre
part, les trappes a abeilles mortes ne suffisent pas a elles seules a mesurer les mortalités d’abeilles
au sein des colonies. De nouveaux outils de mesure de la mortalité, utilisables au quotidien, sont
donc nécessaires : outre la précision dans la mesure, ils doivent permettre de mesurer précocement
les mortalités afin d’aider l'apiculteur a déclencher lalerte au plus t6t, notamment en cas
d’intoxication ou le délai entre I'exposition et la recherche du toxique doit étre courte du fait du
métabolisme ou de la dégradation rapide des toxiques. Une détection précoce implique
nécessairement un suivi a distance avec déclenchement d’alertes. Les outils permettant une
détection précoce de baisses brutales de population ne sont pas disponibles en routine (balances,
compteurs d’entrée — sortie des butineuses) et les moyens disponibles sont souvent trop onéreux
pour étre accessibles a tous et/ou concerner un grand nombre de colonies.

19 Actuellement, en pathologie apicole, seuls deux tests par immunochromatographie (ELISA) sont disponibles pour les loques
américaine et européenne
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2.2.5.3 Estimation de la répartition des classes d’age

La connaissance de la répartition des taches au sein de la population permettrait de mieux
appréhender les phénoménes de mortalités et d’affaiblissement. Les comptages des envols ne
permettent pas de connaitre de fagon précise la part de la population affectée au butinage. En effet,
une part significative d’abeilles qui entrent et sortent ne sont pas des butineuses (Van der Steen et
al. 2012). De la méme maniére, les différentes classes d’ages sont regulierement réparties entre les
cadres d’une ruche (Van der Steen et al. 2012), ce qui rend difficile 'appréciation de la pyramide
des ages au sein d’une colonie.

2.2.5.4 Données prédictives pour estimer le devenir d’'une colonie

Les modéles mathématiques permettent des projections et simulations de dynamique de population
en fonction de situations possibles. Toutefois, certains paramétres biologiques ne peuvent pas
encore étre intégrés a ces modeéles. Pourtant, la prédiction de I'évolution d’une colonie serait
précieuse dans la gestion de ses colonies par I'apiculteur (gestion des non valeurs, gestion du
cheptel de renouvellement, amélioration de la productivité) et I'on sait aujourd’hui que certains bio
marqueurs constituent des facteurs prédictifs de la santé des colonies (Dainat et al. 2012b). Une
meilleure connaissance de ces facteurs prédictifs, regroupés par exemple sous forme de bilans de
santé des colonies, permettrait donc de mieux prévenir certains risques d’effondrement.

2.3  Propositions d’indicateurs de la santé des abeilles / colonies
d’abeilles

2.3.1 Indicateurs utilisables par I’apiculteur

Parmi les différents indicateurs de la santé cités dans les paragraphes précédents, I'apiculteur peut
suivre la bonne évolution de ses colonies en s’appuyant, par exemple, sur les outils suivants :

e observation de l'activité sur la planche d’envol ;

e observation des cadres de couvain et des abeilles afin d’estimer la force de la colonie
(premiére impression a I'ouverture de la ruche, nombre d’inter-cadres occupées, surface
de couvain ouvert et operculé, etc.) ;

e observation de la reine et de la qualité de sa ponte ;

e production de la cire (la cire récemment produite apparait blanchatre), suivi des entrées
de pollen, de nectar et de miellat ;

e balances permettant la pesée des ruches (obtention de données de production et de
données de population) ;

¢ suivi a distance de ce poids, associé a des données climatiques du site du rucher.

Quelques outils supplémentaires sont en cours de développement :
e suivi a distance de I'activité a la planche d’envol par des systémes vidéo ;
e monitoring des vibrations et sons émis par la colonie pour prévoir 'essaimage ;
e « thermoboutons » pour suivre la température a l'intérieur de la ruche.

Certaines informations, actuellement incomplétes ou indisponibles, permettraient d’améliorer
I'appréciation par I'apiculteur du développement de ses colonies : on pourrait citer 'absence de
valeur de références, disponibles localement. La définition d’'une colonie au comportement
« normal » fait défaut, surtout lorsque, par opposition, le comportement d’'une colonie est décrit
comme « anormal ». Il faudrait définir des moyennes par région et/ou par sous-espéces utilisées en
s’appuyant sur des données anciennes telles que celles issues des travaux de Louveaux et al.
(1966) afin de les actualiser et de les développer. Il serait également envisageable de placer des
colonies d’abeilles dans plusieurs environnements donnés, de les suivre avec des outils de mesure
physico-chimiques et biologiques disponibles, d’autocorréler ces paramétres (comparaison d’'une
colonie par rapport a elle-méme) et d’en déduire un état moyen normal en fonction du temps, de
'environnement et de linteraction temps-environnement, dans une région donnée. Ces états
moyens normaux, une fois définis, devront étre facilement accessibles a I'image de ceux issus des
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fermes de référence dans les autres filieres, par exemple). L'utilisation de sites gratuits en ligne
(exemple de http://hivetool.net/ aux Etats-Unis), permettrait ainsi d’aider et d’assister I'apiculteur
dans la bonne gestion zootechnique de son rucher.

2.3.2 Indicateurs utilisables par le vétérinaire clinicien

Outre les informations précédentes collectées par I'apiculteur et constituant les commémoratifs qui
seront pris en compte par le vétérinaire clinicien, les éléments suivants sont utilisables par le
vétérinaire clinicien :
e ['examen clinique ;
e uelques tests rapides réalisables « au chevet de la colonie malade » (type test ELISA
pour les loques) ;
e quelques examens complémentaires de laboratoire, y compris les recherches de
résidus ;
e quelques données épidémiologiques (nombre de colonies atteintes, épizootie,
mouvements d’animaux, contexte régional, etc.).
Ces outils sont, comparés aux autres espéeces, tres limités (cas des examens de laboratoire et des
tests rapides) ou parcellaires (cas des données épidémiologiques). D’autres outils, utilisables « au
chevet de la colonie malade » devraient étre développés afin de faire progresser I'examen
sémiologique et améliorer les orientations diagnostiques sur le terrain. La définition de constantes
physiologiques permettrait également d’aider le vétérinaire clinicien dans sa démarche diagnostique
ou dans le développement d’outils de bonne santé tels que les bilans de santé.

2.3.3 Indicateurs utilisables par le chercheur

Les outils d’évaluation de la santé des abeilles/colonies d’abeilles disponibles pour le scientifique
sont nombreux. Des méthodes standardisées pour la recherche apicole, s’appuyant sur les outils
actuellement disponibles et consolidés, ont récemment été recensés par le groupe Coloss dans le
Journal of Apicultural Research (Beebook, 2013"). Les chercheurs ont ainsi acces aux outils
suivants :

e a I'échelle individuelle (abeille seule) : tests de comportement, poids des émergentes,
radioentomologie, examen anatomopathologique, biomarqueurs individuels, etc. ;

e a I'échelle de la colonie : balances de haute précision, différents compteurs d’abeilles,
suivi de la température du couvain par thermocapteurs, suivi des butineuses identifiée
par radiofréquence (technologie RFID) ou par caméra, etc. ;

e a l'échelle d’un rucher: addition des moyens précédents aux données paysagéeres
(exemple d’Ecobee) ;

¢ modéles mathématiques.

1 http://www.coloss.org/beebook
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2.4

Conclusions / recommandations

Définir I'état de santé des colonies d’abeilles, pour mieux déterminer leur état « normal » ou
« anormal » et mieux caractériser les troubles d’une colonie, apparait a I'heure actuelle comme une
nécessité. L’évaluation de la santé d’'une colonie d’abeilles repose sur I'estimation de plusieurs
critéres : taille de la population, niveaux de ponte, d’activité de la ruche, de mortalité quotidienne
normale des abeilles et d’agents infectieux et parasitaires. Elle s’appuie sur un examen clinique
associé, le cas échéant, a des examens complémentaires. Plusieurs outils sont disponibles pour
ces estimations, a un moment donné et/ou dans le cadre d’un suivi de la dynamique d’une colonie.

Le groupe de travail a recensé plusieurs outils manquants, en soulignant l'intérét de distinguer, les
outils utilisables par les apiculteurs et ceux destinés au diagnostic, voire a la recherche. Des
recherches devraient ainsi étre encouragées pour :

établir des constantes physiologiques chez les abeilles et colonies d’abeilles ;

améliorer et développer des dispositifs d’évaluation du taux de mortalité et de disparition des
ouvriéres, en particulier des butineuses ;

développer des outils visant a mesurer 'équilibre des différentes castes et classes d’age
dans les colonies ;

développer des outils diagnostigues de référence, validés et harmonisés, utilisables a
plusieurs niveaux (sur le terrain pour I'évaluation des colonies comme en laboratoire pour
les analyses). Ces outils de référence permettront notamment de garantir la qualité, la
représentativité et la comparabilité des résultats ;

disposer d’un atlas de pathologie des abeilles ;

développer des modéles mathématiques pour comprendre les effets potentiels des
perturbateurs de la santé des colonies, et comme alerte sur la santé des colonies ;

disposer de données de référence (état moyen d’'une colonie) dans un environnement et une
région donnés.
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3 Facteurs de stress

En préambule, il convient de rappeler que I'autosaisine porte uniquement sur les dangers présents
en France métropolitaine. Par conséquent, les dangers biologiques exotiques (e.g. Aethina tumida,
apparu récemment en ltalie, et Tropilaelaps spp.) et les substances non utilisées en France a
I'heure actuelle ne sont pas abordés.

3.1 Données bibliographiques

En biologie, on entend par stress l'ensemble des réponses d'un organisme a des facteurs qui
menacent son intégrité. Dans le cadre des co-expositions des abeilles aux facteurs de stress, un
certain nombre de facteurs ont été recensés dans la bibliographie et sont décrits ci-dessous : il
s’agit de facteurs biologiques, chimiques, alimentaires, physiques, de facteurs liés aux pratiques
apicoles ou aux conditions climatiques.

Il convient de souligner que la présentation des facteurs de stress dans ce chapitre ne résulte pas
d’une hiérarchisation, que ce soit entre les types de facteurs ou au sein de chacun de ces groupes.

3.1.1 Facteurs biologiques

3.1.1.1 Introduction

Par analogie avec les maladies infectieuses et parasitaires des vertébrés, la colonie sera traitée
comme un individu-h6te (superorganisme). Les différents compartiments (classes d'age mais aussi
rayons) peuvent étre parasités (ou contaminés) par des agents infectieux et d’autres organismes.
Les réserves prélevées par I'homme (miel, pollen...) ainsi que les jeunes reines en élevage, sont
assimilables a la « production » de la colonie.

Plusieurs dangers biologiques (bactéries, virus, champignons, protozoaires, parasites, prédateurs)
ont été reconnus comme capables de causer des entités cliniques définies, au travers de
mécanismes pathogéniques ayant un impact sur tel ou tel compartiment de la colonie, ou sur la
production (Evans et Schwarz 2011; Genersch 2010). En effet, dans certaines entités pathologiques
bien connues, dénommées « maladies infectieuses ou parasitaires », les conséquences
dommageables pour l'organisme ho6te sont directement attribuables a I'action spoliatrice de
'organisme biologique « pathogéne ». L'organisme « pathogéne » est, biologiquement parlant,
toujours un agent infectieux (ou parasitaire) qui vit aux dépens de son héte. Souvent, l'intensité des
troubles va de pair avec l'abondance de cet agent infectieux. Les dommages vont du détournement
de certaines voies métaboliques a des lésions tissulaires aboutissant parfois a la destruction
cellulaire. La mort ou I'affaiblissement des individus entraine des baisses de production et peut
conduire au déclin de la colonie entiére.

En partant du principe que l'unité épidémiologique pour la mesure d'un état de maladie est la
colonie, lincrimination d'un agent biologique comme facteur causal se fait donc par détection et
guantification de celui-ci dans la colonie malade et en prenant en compte, pour certains, les signes
clinigues induits qui peuvent étre caractéristiques. Le degré d'infection par un agent infectieux peut
étre variable d'un individu a l'autre dans la colonie, d'ou l'importance de faire un échantillonnage
représentatif de plusieurs individus dans la colonie (dans le compartiment d'intérét) pour faire une
évaluation quantitative de l'infection (Ribiére et al. 2010). Il existe souvent, au sein d'une méme
classe d'agents infectieux, des variants génétiques plus ou moins virulents, qui peuvent étre
caractérisés par des marqueurs génétiques.

Dans les paragraphes descriptifs suivants, les agents reconnus comme potentiellement pathogénes
sont présentés avec leurs mécanismes pathogéniques. Les études expérimentales se sont souvent
intéressées a l'effet de chaque agent sur les abeilles individuelles ; les effets sur la colonie peuvent
étre plus complexes et progressifs. Certains agents peuvent en effet étre a l'origine d'un
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déséquilibre des classes d'age conduisant & un affaiblissement de la colonie. De plus, les effets sur
la colonie pourront étre différents selon le type de castes affecté (reine, males, ouvrieres).
Cependant, on observe une grande proportion de colonies asymptomatiques qui sont porteuses
d'agents infectieux ou parasitaires connus pour étre susceptibles de provoquer des troubles de la
santé de l'abeille (Chauzat et al. 2010). L'infection et l'infestation sont des phénoménes dynamiques
gui reposent sur I'exposition a la contamination (dose infectante), la résistance de I'hote et le stade
d'évolution de l'infection mais aussi I'action d’autres facteurs favorisants. Dans des colonies a
I'équilibre, plusieurs types d'agents infectieux peuvent étre présents simultanément, en méme temps
gu'une flore commensale, qui comprend des bactéries, des protozoaires, des champignons et des
virus non pathogeénes voire bénéfiques pour la colonie (Cornman et al. 2012b). Au sens large, la
microflore du pain d'abeilles par exemple peut également étre considérée comme faisant partie de
la microflore de la colonie. Les nouvelles techniques de séquencage a haut-débit donnent acces
depuis peu de temps a la composition de cette microflore (Runckel et al. 2011).

Le dernier paragraphe, concernant le portage asymptomatique, passera en revue les études

montrant le portage de différents agents potentiellement pathogénes dans des colonies sans signes
cliniques.

3.1.1.2 Présentation des dangers biologiques d’intérét dans le cadre des co-
expositions et interactions, en France métropolitaine

3.1.1.2.1 Bactéries

Parmi les bactéries pathogénes de I'abeille, deux espéces principales peuvent entrainer des
mortalités des larves, Paenibacillus larvae et Melissococus plutonius, respectivement agents de la
loque américaine et de la loque européenne (Forsgren 2010; Genersch 2010).

Historique de la découverte

Les loques, maladies contagieuses qui affectent le couvain, sont des entités pathologiques connues
depuis le XVlliéeme siécle, mais ce n'est qu'au début du XXéme siécle que I'on distingue la loque
européenne de la loque américaine, avec des agents infectieux causaux distincts - revue dans
(Forsgren 2010).

3.1.1.2.1.1 Loque américaine

e Agent infectieux

Paenibacillus larvae

En 2006, Genersch et al. ont démontré que les deux sous-especes P. larvae subsp. larvae et P.
larvae subsp. pulvifaciens ne correspondaient qu’a une seule espéce nommée Paenibacillus larvae
sur la base de critéres biochimiques, génétiques et de virulence (Genersch 2010; Genersch et al.
2006a).

e Maladie
Loque américaine / American foulbrood / AFB

e Evolution de larépartition géographique, actualité

La distribution de P. larvae est mondiale. Quatre clusters génétiques sont connus (typage
moléculaire par ERIC-PCR), dont deux génotypes de virulence élevée, ERIC | et ERIC I
(Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus) qui co-circulent en Europe (Morrissey et al. 2014;
Peters et al. 2006; Rusenova et al. 2013). La virulence des ERIC types Il et IV est moins connue.

e Description morphologique et moléculaire

Paenibacillus larvae est une bactérie Gram positive, produisant des spores. Ces spores,
extrémement résistantes, constituent le mode de dissémination et de contamination de la bactérie.
P. larvae a été assigné par génotypage de I'ARNrl6S au genre Paenibacillus, distinct du genre
Bacillus. Le génome de P. larvae a été complétement séquencé (Chan et al. 2011; Qin et al. 2006).
Dans une étude de génomique comparative, Djukic et al. (2014) montrent que les deux génotypes
ont la capacité de secréter de nombreuses toxines et collagénases, et sont caractérisés par une
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grande plasticité génomique (présence de transposases, intégrases, recombinases) favorisant
l'acquisition d'éléments de virulence par transfert horizontal. Les deux génotypes différent assez
fortement entre eux sur le plan génomique, ce qui se reflete dans leur virulence. Il arrive que les
deux génotypes soient observés simultanément dans une méme colonie (Rusenova et al. 2013).

Il n'y a pas dllots de pathogénicité connus chez P. larvae, mais I'adaptation a I'héte (et donc la
virulence) est liée a la présence d'un cluster génétique de grande taille codant pour des
polyketides/peptide-synthétases non-ribosomales (« PK/INRPS gene clusters »). Ces enzymes
permettent la synthése de molécules antimicrobiennes (antibiotiques, antiparasitaires et
antifongiques) grace auxquelles la bactérie détruit ses compétiteurs et la flore commensale de la
larve (Genersch 2010; Yue et al. 2008). En patrticulier, un tripeptide non-ribosomal antibactérien a
récemment été identifié (Garcia-Gonzalez et al. 2014a; Genersch 2010; Yue et al. 2008). Garcia-
Gonzalez et al. (2014b) ont également caractérisé une protéine impliquée dans la dégradation de la
chitine de la membrane péritrophique au cours de l'infection des larves. D’autres facteurs de
virulence incluant notamment des toxines et d’autres métabolites sécrétés ont également été mis en
évidence (Djukic et al. 2014; Funfhaus et al. 2013; Krska et al. 2015; Schild et al. 2014).

¢ Manifestations cliniques, pouvoir infectieux/pouvoir pathogéne

Paenibacillus larvae infecte les larves durant les premiers jours apres l|'éclosion. Les bactéries
proliférent dans le tube digestif, avant d'envahir I'hémocoele et de détruire la larve par la libération
de protéines dégradant la chitine. Cliniguement, cela se manifeste par un contenu des alvéoles brun
filant, puis desséché en écailles (Garcia-Gonzalez et al. 2014b; Yue et al. 2008). Une partie
seulement des alvéoles sont atteintes sur un cadre de couvain. Les adultes ne présentent pas de
signes cliniques. Les spores sont extrémement résistantes dans l'environnement de la ruche
(alvéoles, cire) et véhiculées par les abeilles nourrices ainsi que lors de I'évacuation des larves
mortes ou du nettoyage des alvéoles. Les génotypes ERIC-I et ERIC-II qui co-circulent en Europe,
différent par la durée nécessaire a l'infection systémique d'une larve, ce qui conduit a la mort de la
larve avant ou apres operculation du couvain et modifie donc I'accessibilité pour le nettoyage. Ceci a
des conséquences sur les manifestations cliniques. Ainsi, la virulence a I'échelle de la colonie est
inversement proportionnelle a la rapidité d'invasion de la larve par la bactérie (Rauch et al. 2009). Le
génotype d'infection lente (ERIC I) est responsable de taux de mortalité plus importants a I'échelle
de la colonie et d’'une production de spores plus élevée, du fait d’'une élimination plus tardive et
moins efficace des larves malades par les ouvriéres.

Le comportement hygiénique des ouvriéres, a support génétique, est une composante essentielle
de la réponse d'une colonie a cette maladie.

L'essaimage a un effet curatif sur la maladie, en écartant les adultes de I'environnement contaming,
d'ou l'intérét des méthodes de transvasement (« shook swarm method ») (Fries et al. 2006; Pernal
et al. 2008).

e Situations de co-infections/co-exposition a d'autres facteurs de stress

Pour cette maladie, le comportement hygiénique des ouvriéres est déterminant pour les
conséquences de l'infection a I'échelle de la colonie. Ce comportement repose sur des facteurs
génétiques et peut étre altéré par des dangers chimiques - perturbation de I'olfaction par exemple
(Kadala et al. 2014). De plus, des interactions sont possibles au niveau du microbiote de la larve,
favorisant la prolifération de la bactérie ou l'envahissement de I'hémocoele par fragilisation
intestinale. de Smet et al. (2014) ont montré que la teneur en sucres des liquides intestinaux et de
I'hémocoele chez la larve avait des effets régulateurs sur I'expression de ces différents genes, et de
la croissance de P. larvae en général. On peut donc penser que la composition du régime
alimentaire des larves joue également dans la dynamique de l'infection.

e Détection

L’infection se manifeste par un couvain en mosaique, avec des opercules affaissés et percés et des
larves brunes filantes. Le diagnostic peut se faire par le « test de I'allumette ». Ce test consiste a
introduire une allumette dans l'alvéole supposée infectée. En retirant I'allumette, il apparait un
filament brun visqueux si la larve est infectée. L’aspect trés visqueux est caractéristique de la loque
américaine. Cependant, le diagnostic doit étre confirmé par un test de laboratoire. Les alvéoles de
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larves malades contiennent P. larvae en grande quantité. Le Manuel terrestre de I'OIE (OIE 2014)
liste les méthodes bactériologiques et moléculaires de référence pour la détection et l'identification,
notamment un jeu d'amorces pour la détection spécifique du gene codant pour le fragment 16S de
I'ARN ribosomal. Dans la Revue Scientifique et Technique de I'OIE, Riviére et al. (2013)
recommandent la généralisation de méthodes de PCR quantitative, de fagon a disposer d'une
information de la charge infectante, plus sensible et plus facile a mettre en ceuvre que le comptage
de spores. La charge infectante est trés hétérogéne au sein d’'un rucher infecté et a l'intérieur d’'une
colonie. Il est nécessaire dans un cadre diagnostique de faire des préléevements répartis sur
plusieurs colonies (Forsgren et Laugen 2013; Lindstrdm 2008; Rauch et al. 2009).

Il n'existe a 'heure actuelle pas de méthode de génotypage sub-spécifique normalisée, ni de base
de données internationale. Cependant, les méthodes de sous-typage reposant sur les profils de
PCR sur des séquences répétées telles que ERIC, REP et BOX paraissent les meilleurs candidats
pour caractériser des sous-types géographiques corrélés avec la virulence (Genersch 2010;
Rusenova et al. 2013).

e Traitement, contrble et méthodes de prévention

La méthode de choix pour I'élimination des colonies cliniquement malades est la destruction de la
ruche par le feu. Seules les spores sont capables d'initier la maladie, elles sont extrémement
résistantes aux conditions d'environnement, a la chaleur et aux agents chimiques.

Les méthodes de transvasement (« shook swarm method ») sont efficaces mais seulement pour les
colonies infectées non cliniguement malades, dont la charge en spores sur les adultes est faible
(20 CFU vs 6 000 CFU chez des adultes provenant d'une colonie malade) (Pernal et al. 2008;
Rauch et al. 2009). Dans le cas des colonies malades ces méthodes sont insuffisantes.

Bien que le traitement antibiotique soit interdit en France, P. larvae est sensible a I'oxytétracycline et
au sulfathiazole, mais il apparait des souches résistantes, en lien avec un plasmide mobilisable
pMAG67 (géne de résistance tetL (Ammor et al. 2008)), susceptible d'étre hébergé par d'autres
bactéries du couvain telles que Paenibacillus alvei. Les antibiotiques ne sont pas actifs sur les
spores et leur usage en apiculture est interdit dans I'Union européenne (cf. paragraphe 3.1.2.4.1).

e Réglementation de la maladie

La logue américaine est classée comme danger sanitaire de premiére catégorie (arrété ministériel
du 29 juillet 2013). Elle est sur la liste des maladies notifiables de I'OIE (OIE 2015). Dans la
réglementation européenne elle est sur la liste A des maladies notifiables de la directive 92/65/CEE
du Conseil du 13 juillet 1992 et, au sein de I'Union européenne, les échanges d’animaux vivants
sont soumis a certification sanitaire (réglement (UE) n° 206/2010).

3.1.1.2.1.2 Loque européenne

e Agent infectieux

Melissococcus plutonius est une bactérie Gram positive, ne formant pas de spores.
e Maladie

Loque européenne / European Foulbrood / EFB
e Evolution de larépartition géographique, actualité

La loque européenne a une répartition mondiale, excepté en Nouvelle-Zélande. Une recrudescence
de cas cliniqgues sévéeres est observée en Europe depuis les années 90, en particulier en Suisse
(Roetschi et al. 2008) et en Grande-Bretagne (Haynes et al. 2013).

e Description morphologique et moléculaire

La bactérie M. plutonius est la seule espece du genre Melissococcus, apparenté aux Enterococci.
Elle est assez pléiomorphe™ & I'examen direct (Gram positive, ne formant pas de spores). Sur le
plan génétique, I'espéce est remarquablement homogéne partout dans le monde. Il a été cependant
possible récemment de distinguer des génotypes locaux par une approche MLST (multi-locus

12 Susceptible de prendre différentes formes
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sequence typing) (Haynes et al. 2013). Plus récemment, cette approche a permis de distinguer des
variants géographiques liés a des cas plus ou moins sévéres (Budge et al. 2014). Cependant, dans
cette récente étude les variables concernant d'autres facteurs de stress n'ont pas été mesureées.

¢ Manifestations cliniques, pouvoir infectieux/pouvoir pathogéne

M. plutonius infecte lintestin des larves, linfection est souvent létale en 4-5 jours, avant
I'operculation du couvain.

La maladie se manifeste par un couvain non operculé en mosaique, dont une partie des larves ont
été tuées. Celles-ci meurent déplacées dans l'alvéole, et présentent une coloration jaune, puis
marron et enfin gris noiratre. Les larves étant sensibles a linfection quel que soit leur age, le
couvain operculé peut également étre atteint, avec un aspect ressemblant & la loque américaine.
Cependant, les larves peuvent survivre si elles ont été infectées tardivement. Les adultes qui en
émergent sont alors plus petits et porteurs de l'infection, propageant la bactérie par leurs déjections
dans la ruche (Forsgren 2010). Le génome complet de la souche-type a été séquencé (Okumura et
al. 2011), donnant des pistes sur les mécanismes de virulence, les génes pouvant étre utilisés pour
un diagnostic plus spécifique et les génes support pour le typage de variants. La souche séquencée
héberge notamment des séquences CRISPR (clustered regularly interspaced short palindromic
repeats) conférant une résistance a l'infection par des phages.

Ainsi, le génome de M. plutonius apparait beaucoup moins plastique que celui de P. larvae, mais la
vaste distribution mondiale de cette bactérie témoigne de son caractere généraliste de parasite des
abeilles.

e Situations de co-infections/co-exposition a d'autres facteurs de stress

Le pouvoir pathogéne direct de M. plutonius a pu étre corrélé expérimentalement & la dose
infectante, cependant on trouve fréquemment cette bactérie en co-infection avec d'autres agents
infectieux opportunistes tels que Achromobacter euridice, Enterococcus faecalis, Brevibacillus
laterosporus, ou Paenibacillus alvei, dont le réle dans les mécanismes de pathogénicité reste mal
connu. Ces saprophytes sont souvent plus abondants dans les alvéoles malades, lors du diagnostic,
gue M. plutonius proprement dit.

e Détection

Les larves malades sont de couleur jaune-marron et sont non filantes, contrairement a celles
atteintes de la loque américaine. M. plutonius est la plus abondante dans les alvéoles contenant des
larves malades, mais peut étre indétectable dans les alvéoles voisines. Elle peut également étre
difficile a détecter en fin d'évolution de l'infection, lorsque d'autres microorganismes ont proliféré
(cf. ci-dessus). Dans une colonie malade, les ouvriéres du corps de ruche sont généralement
porteuses de la bactérie, détectable et quantifiable par des approches de PCR quantitative (Riviere
et al. 2013; Roetschi et al. 2008). Les méthodes de détection bactériologiques et moléculaires de
référence sont listées dans le Manuel terrestre de I'OIE (OIE 2014).

e Traitement, contrble et méthodes de prévention

La méthode de transvasement « shook swarm method » peut étre utilisée, mais en Grande-
Bretagne, ou la maladie est & déclaration obligatoire, les colonies fortement atteintes sont détruites
(Budge et al. 2014). Cependant, une étude a montré que la destruction systématique pratiquée en
Suisse ne permettait pas d'enrayer les cas cliniques. Ceci est probablement di & la persistance de
l'infection dans les colonies voisines, particulierement en situation de forte densité spatiale de
ruchers (Roetschi et al. 2008). La transmission par du miel contaminé importé est possible et peut
expliquer I'apparition de variants génétiques nouveaux émergeant localement. Bien que M. plutonius
soit sensible a l'oxytétracycline, le traitement antibiotique (interdit dans I'Union européenne en
pathologie apicole, cf. paragraphe 3.1.2.4.1) est insuffisant en cas d'infection sévére de la colonie.
Contrairement a P. larvae, il n'y a pas de résistance connue aux tétracyclines dans cette espéce.

e Réglementation de la maladie

La logue européenne ne figure pas parmi les dangers de premiére et deuxiéme catégorie de I'arrété
du 29 juillet 2013. Elle figure sur la liste B des maladies pouvant faire I'objet de programmes
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nationaux dans la réglementation européenne (directive CEE/92/65 du Conseil du 13 juillet 1992) et
fait partie des maladies notifiables a I'OIE (OIE 2015).

3.1.1.2.2 Virus

Jusqu’en 2011, 19 virus avaient été décrits chez I'abeille (Chen et Siede 2007; Evans et Schwarz
2011). La plupart sont des petits virus a ARN simple brin positif qui ont été classés comme virus
apparentés a la famille des Picornaviridae. Plus récemment, Runckel et al. (2011), dans une étude
basée sur I'analyse temporelle du microbiome de I'abeille, ont identifié quatre autres virus a ARN
pouvant infecter Apis mellifera. Enfin, Li et al. (2014a) ont suggéré qu’un virus pathogene de plante
(tobacco ringspot virus - TRSV) pourrait se répliquer chez I'abeille domestique.

Parmi les principaux virus qui seront décrits ci-dessous, on retrouve le virus des ailes déformées —
DWYV (Lanzi et al. 2006) -, le virus de la cellule noire de la reine — BQCV (Leat et al. 2000) -, le virus
de la paralysie chronique — CBPV (Olivier et al. 2008a) -, le virus du couvain sacciforme — SBV
(Ghosh et al. 1999) - et le complexe AKI qui regroupe 3 virus, le virus de la paralysie aigué — ABPV
(Govan et al. 2000) -, le virus du Cachemire — KBV (de Miranda et al. 2004) - et le variant israélien
du virus de la paralysie aigué — IAPV (Maori et al. 2007a).

Beaucoup d’infections virales restent asymptomatiques, certaines peuvent étre la cause de
maladies du couvain ou des abeilles adultes associées a des malformations, des paralysies
aboutissant parfois a un affaiblissement et/ou a la mortalité des colonies (Chen et Siede 2007;
Olivier et Ribiére 2006). Il est important de signaler que I'apparition de l'acarien parasite Varroa
destructor, de par sa capacité a transmettre et/ou a provoquer l'activation de la réplication de
certains virus, semble avoir modifié I'équilibre entre virus et abeilles (de Miranda et Genersch 2010;
Mondet et al. 2014; Nazzi et al. 2012; Ryabov et al. 2014; Tentcheva et al. 2004).

3.1.1.2.2.1 Le virus des ailes déformées

e Agent infectieux
Virus des ailes déformées, Deformed Wing Virus, DWV

e Historique de la découverte :

Le DWYV a été isolé au début des années 1980 a partir d’abeilles symptomatiques du Japon et décrit
initialement comme correspondant a la souche japonaise de I'Egypt Bee Virus (EBV) (Bailey et Ball
1991; Ball 1989; Bowen-Walker et al. 1999). La transmission du DWV est fortement favorisée par
I'acarien parasite Varroa destructor, mais pas obligatoire (Ball et Allen 1988).

e Evolution de larépartition géographique, actualité

La répartition de ce virus est aujourd’hui mondiale (Allen et Ball 1996; Ellis et Munn 2005). Le DWV
infecte non seulement Apis mellifera, mais on le trouve aussi chez 'abeille asiatique Apis cerana F.
(Allen et Ball 1996), I'abeille naine Apis florea F. (Allen et Ball 1996; Ellis et Munn 2005), I'abeille
géante Apis dorsata F. dans le sud de I'lnde (Desai et al. 2012) et chez le bourdon Bombus
terrestris (Furst et al. 2014; Genersch et al. 2006b). Le DWV est présent aujourd’hui dans la
majorité des ruchers francais. Des récentes analyses ont montré que les souches de DWV peuvent
présenter des niveaux de virulence différents (Ryabov et al. 2014).

e Description morphologique et moléculaire

Le DWV appartient au genre des Iflavirus. Ce virus, a structure icosaédrique de petite taille (30 nm),
est composé d’'un génome ARN simple brin positif de 10 140 nucléotides, codant pour 3 protéines
majeures de structure VP1 (44 kDa), VP2 (32 kDa) et VP3 (28 kDa) (Lanzi et al. 2006).

e Manifestations cliniques, pouvoir infectieux/pouvoir pathogéne

Le DWYV est transmis horizontalement (par excrétion dans les féces, cannibalisme et transmission
orale) (de Miranda et Genersch 2010), mais aussi verticalement puisqu’il a été retrouvé dans du
sperme de males et chez les reines (de Miranda et Fries 2008; Fievet et al. 2006; Yafiez et al. 2012;
Yue et al. 2006; Yue et al. 2007). Il persiste a tous les stades de développement de I'abeille
domestique (adultes, nymphes, larves dans une moindre mesure, et ceufs) (Bailey et Ball 1991;
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Chen et al. 2006; Lanzi et al. 2006; Yue et al. 2006), les pupes étant globalement moins infectées
gue les abeilles adultes (Tentcheva et al. 2004).

Les infections déclarées a DWV avec des manifestations cliniques (déformations alaires, abdomen
malformé, raccourci, etc.) sont étroitement associées avec la transmission vectorielle par Varroa
destructor (transmission par injection du virus aux pupes). La présence de signes cliniques de DWV
a pu également étre observée en I'absence de Varroa (Forsgren et al. 2012; Shutler et al. 2014).
Bien qu’un consensus existe dans la littérature quant a la transmission du DWV aux pupes par les
acariens parasites comme prérequis au développement des ailes déformées (Ball et Allen 1988;
Bowen-Walker et al. 1999; Shen et al. 2005b; Yue et Genersch 2005), les mécanismes exacts
conduisant a ces malformations restent inconnus (de Miranda et Genersch 2010).

Une plus grande prévalence du DWV a été mesurée dans des abeilles collectées en automne par
rapport aux abeilles de printemps ou d’été. Cette augmentation au cours de I'année pourrait étre
corrélée a 'augmentation du taux d’infestation des ruchers par Varroa jusqu’a I'administration de
traitements anti-Varroa de fin d’été/début d’automne. Les nymphes parasitées par Varroa portent
des charges virales beaucoup plus élevées que les nymphes non parasitées (Shen et al. 2005b). Le
DWYV est ainsi impliqué comme une des causes de pertes de colonies au cours de I'hiver (Dainat et
Neumann 2013; Highfield et al. 2009).

La présence du DWV est décrite, chez les abeilles adultes symptomatiques issues de colonies
fortement infestées par Varroa destructor, comme souvent associée a une déformation alaire : ailes
vestigiales et froissées, abdomen gonflé, paralysie et, chez les abeilles asymptomatiques, par une
mort prématurée (au stade nymphal) (Dainat et al. 2012a) et une diminution des performances de la
colonie (Bowen-Walker et al. 1999). Cependant, malgré un titre viral 10 & 100 fois plus important
chez les abeilles a ailes déformées que chez les abeilles dépourvues de symptdmes (Tentcheva et
al. 2004), le processus conduisant a la déformation de l'aile est toujours inconnu, et les abeilles
sans symptdomes apparents peuvent aussi étre porteuses de forts titres de DWV. Ces résultats
confirment ceux obtenus par Bowen-Walker et al. (1999) qui avaient conclu que le nombre de
particules virales présentes par abeille était déterminant pour la déformation alaire a I'émergence.
Les reines peuvent aussi étre porteuses du DWV et symptomatiques, mais ces derniéres sont
probablement éliminées précocement par leurs demi-soceurs compte tenu de leur difformité, et donc
de leur incapacité a assurer la descendance de la colonie (Williams et al. 2009). Le DWV se
multiplie lentement durant les stades immatures de 'abeille, et bien que tuant rarement la nymphe, il
raccourcit la longévité du stade adulte. Le virus se concentre dans la téte et 'abdomen des abeilles
adultes, il a aussi été retrouvé en moindre concentration dans le thorax et les ailes d’'individus
infectés, mais jamais dans les pattes (Lanzi et al. 2006). Chez les individus reproducteurs, le DWV a
été localisé par hybridation in situ, dans le cytoplasme des cellules du tissu adipeux de reines et en
moindre mesure, par PCR quantitative, dans les ovaires, la téte et le tractus digestif. Chez les
males, le DWV est présent dans le tractus digestif ainsi que dans l'ensemble du tractus
reproducteur/génital (Fievet et al. 2006). Le virus se réplique dans l'abeille, mais des dosages
exceptionnellement élevés de DWV dans des Varroa laissent supposer que le virus pourrait aussi
se répliquer dans l'acarien vecteur de fagon trés efficace afin d’assurer sa dispersion (Bowen-
Walker et al. 1999; Shen et al. 2005b). Cependant, les expérimentations d’immunolocalisation du
DWV chez Varroa destructor, qui ont montré une présence de ce virus dans la lumiére du tube
digestif, n'ont pas permis de confirmer la thése de I'acarien parasite comme siége de réplication
virale (Santillan-Galicia et al. 2008). L’hypothése d'une activation ou induction de la réplication du
DWYV dans l'abeille par Varroa a aussi été proposée, notamment pouvant étre consécutive a une
immunosuppression induite par le parasitisme (Shen et al. 2005b). Cette immunosuppression
augmenterait la sensibilité des abeilles a des agents infectieux « opportunistes » tels que le DWV
(Nazzi et al. 2012; Yang et Cox-Foster 2005).

e Situation de co-infections/co-exposition a d’autres facteurs de stress

Parmi des nymphes naturellement parasitées par Varroa (n = 46), Shen et al. (2005b) ont montré
que 70 % d’entre elles étaient co-infectées par le DWV et le KBV. Par contre, cette co-infection n’est
pas obligatoire puisque prés de 22 % des nymphes n’étaient porteuses que d’'un des deux virus.
Cette étude a aussi mis en évidence un effet synergique du DWV avec le parasitisme par Varroa
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destructor. Aucune action synergique entre Nosema ceranae et le DWV n’a par contre été observée
(Martin et al. 2013). Il y aurait plutbt une compétition entre les deux concernant leur développement
dans lintestin (Doublet et al. 2015). Il a été montré récemment des effets négatifs de I'exposition a
un néonicotinoide (la clothianidine) sur 'immunité antivirale qui a entrainé la réplication du DWV
dans des abeilles porteuses du virus (Di Prisco et al. 2013).

e Détection

Le virus DWYV est un des principaux virus des abeilles susceptibles de causer des dégats visibles
sur I'héte infecté. On peut ainsi suspecter sa présence dans une colonie grace a l'observation
d’abeilles adultes dont les ailes sont déformées, anormalement courtes ou froissées. Cependant, le
DWYV étant également retrouvé au sein de colonies asymptomatiques, cette simple observation ne
suffit pas a établir formellement I'absence du virus, qui doit étre validée a l'aide de tests plus
spécifiques.

Les méthodes les plus pointues permettant aujourd’hui de déterminer la présence du DWV font
appel a des détections a l'aide d’anticorps (ELISA) ou des approches moléculaires par RT-PCR
(Tentcheva et al. 2004; Yue et Genersch 2005) ou RT-PCR quantitative (Chen et al. 2005; Dainat et
al. 2011).

e Traitement, contr6le et méthodes de prévention

Comme pour 'ensemble des virus des abeilles, il n’existe a ce jour aucun traitement contre le DWV.
Des stratégies visent a utiliser des traitements a partir d’ARNs interférents (RNAIi). Une telle
stratégie a été mise au point contre le virus IAPV (Maori et al. 2009).

En termes de pratiques apicoles, Varroa étant un vecteur du DWV maintenant reconnu, le
traitement attentif des colonies contre le parasite est fortement recommandé, afin notamment de
limiter la dispersion du virus et 'augmentation des charges virales par son intermédiaire (Locke et
al. 2012).

Enfin la transmission verticale du DWV, via les méles mais a plus forte raison, les reines (dans la
mesure ou elles sont les seules a revenir a la ruche aprés le vol nuptial et a représenter un risque
potentiel de contamination pour la colonie), améne a souligner la possibilité de tester la présence de
virus dans les échantillons de sperme utilisés en insémination artificielle (de Miranda et Fries 2008).

¢ Réglementation de la maladie
Aucune

3.1.1.2.2.2 Levirus de la cellule noire de lareine

e Agent infectieux

Virus de la cellule noire de la reine, virus de la cellule royale noire, virus de la cellule royale, Black
Queen Cell Virus, BQCV

e Historique de la découverte

Le BQCYV a été décrit pour la premiére fois en 1974 par Bailey et Woods chez des larves et pupes
de reines d’Apis mellifera. Son nom provient de la coloration sombre que prennent certaines zones
des parois des cellules royales contenant des pupes infectées (Bailey et Woods 1977; Benjeddou et
al. 2002). Ce virus a ARN, classé initialement dans le groupe des virus « Picorna-like », a été
reclassé par I'lCTV (International Committee on Taxonomy of Viruses) en 2002 et appartient depuis
au genre des Cripavirus de la famille des Dicistroviridae (Mayo 2002).

e Evolution de la répartition géographique, actualité

Le virus est présent dans le monde entier (Allen et Ball 1996). Il a été retrouvé dans des
échantillons d’abeilles provenant des continents européen, africain, asiatique, américain ainsi que
d’Australie. La séquence compléte du génome d’une souche d’Afrique du Sud a été obtenue (Leat
et al. 2000). La phylogénie générée a partir des séquences de virus BQCV, récoltés sur des abeilles
provenant du monde entier, montre un fort degré de conservation du génome des isolats des
différentes provenances géographiques, en particulier entre les séquences codant pour les
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protéines de structure. La région la plus variable correspond a la séquence codant pour une
protéine non-structurale dont le réle n’a pas encore été élucidé (Reddy et al. 2013a).

Le virus BQCV a aussi été retrouvé chez le bourdon Bombus huntii (Peng et al. 2011) ce qui met en
évidence un spectre d’hdétes du virus BQCV potentiellement large, en termes d’espéces
pollinisatrices.

e Description morphologique et moléculaire

Les particules virales isométriques de BQCV mesurent 30 nm de diametre. Elles contiennent un
ARN simple brin dont la séquence a été évaluée a 8550 pb. Le séquencage d’'une souche d’Afrique
du Sud (Leat et al. 2000) a mis en évidence 2 cadres de lecture ouverts (ORF). Le premier, en 5’,
code pour une protéine de type réplicase et le deuxiéme, en 3’, code pour une polyprotéine de
capside. Les masses moléculaires des protéines matures sont respectivement de 34, 32, 29 et
6 kDa.

¢ Manifestations cliniques, pouvoir infectieux/pouvoir pathogéne

Les ouvrieres comme les larves et les pupes d’Apis mellifera peuvent étre porteuses de BQCV,
mais sont asymptomatiques. Les ouvriéres transmettraient le virus aux larves et plus
particulierement aux larves de reines en apportant la gelée royale puis la bouillie larvaire au
couvain. En revanche, le BQCV n’a jamais été détecté chez le parasite Varroa destructor (Gauthier
et al. 2007; Tentcheva et al. 2004), ce qui exclurait 'hypothése d’'une transmission via I'acarien.

A ce jour, le mécanisme pathogéne n’a pas été décrit et demeure inconnu. Le virus injecté dans la
pupe s’y multiplie, mais, ne se propage pas entre abeilles adultes encagées. Par contre, il se
multiplierait chez I'abeille adulte lorsqu’il est ingéré avec des spores de la microsporidie Nosema
apis (Bailey et al. 1983).

Le virus est rencontré dans de nombreux ruchers et de nombreuses colonies asymptomatiques
analysées (Mouret et al. 2013; Tentcheva et al. 2004) (Provost, communication personnelle). Le
virus a été détecté dans la majorité des échantillons d’abeilles adultes et dans prés d’un quart des
pupes. La charge virale des abeilles adultes présente un pic d’infection au printemps et au début de
I'été (comme Nosema apis) puis diminue légerement a 'automne (Tentcheva et al. 2004) a I'inverse
de la pression parasitaire due a Varroa destructor ce qui corroborerait I'hypothése citée plus haut de
non transmission du BQCYV par le parasite.

L’implication du virus BQCV dans la mortalité des abeilles est encore mal connue, et n’induirait que
des effets limités sur la santé des ouvriéres comme des faux-bourdons, indépendamment du niveau
d’infection (Retschnig et al. 2014b). Le BQCV a été décrit comme étant a la cause la plus commune
de la mort des reines en Australie (Anderson 1993), ces derniéres étant retrouvées mortes au stade
prépupal ou pupal dans la cellule royale. De plus, des symptdmes décrits comme étant liés a
linfection par BQCV se caractériseraient par une hypertrophie de 'abdomen et des mouvements
saccadés (Higes et al. 2007a).

e Situation de co-infections/co-expositions a d’autres facteurs de stress

Plusieurs auteurs font état de fréquentes co-infections par le virus BQCV et la microsporidie
Nosema apis (Allen et Ball 1996; Bailey et al. 1983), le BQCV pouvant étre impliqué dans la mort
des abeilles co-infectées par ce parasite. Higes et al. (2007a) font 'hypothése que la co-infection
par ces 2 agents infectieux pourrait peser sur I'évolution clinique en augmentant le pouvoir
pathogéne Nosema. Ces co-infections ont été confirmées par Dainat et al. (2012b) et Mouret et al.
(2013). Des interactions synergiques ont été plus récemment documentées entre le BQCV et
'espéce Nosema ceranae (Doublet et al. 2014).

e Détection

A ce jour, la technique de transcription inverse (RT) puis PCR quantitative (RT-gPCR) est la plus
fiable et pertinente (Gauthier et al. 2007), elle a supplanté la PCR classique qui ne permet de faire
qu’un diagnostic de type « présence/absence ». Depuis quelques années, la PCR classique permet
aussi, grace a la technique Multiplex, de détecter plusieurs agents infectieux en une seule réaction
(Grabensteiner et al. 2007; Sguazza et al. 2013; Topley et al. 2005).
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e Thérapie, contrble et méthodes de prévention

Aucune méthode de thérapie n’est disponible a ce jour. Seule la désinfection rigoureuse du matériel
est préconisée afin d’éviter les contaminations.

e Réglementation sur la maladie
Aucune

3.1.1.2.2.3 Levirus de la paralysie chronique

e Agent infectieux

Virus de la paralysie chronique, Chronic Bee Paralysis Virus, CBPV
e Maladie

Maladie noire, paralysie chronique de I'abeille,
e Historique de la découverte

Le CBPV, agent étiologique d'une maladie infectieuse et contagieuse des abeilles adultes, a été
isolé et caractérisé par Bailey et al. en 1963 (Bailey et al. 1963). C’est, avec 'ABPV, I'un des deux
premiers virus des abeilles a avoir été isolés. N'ayant pu étre assigné a une famille virale existante,
il ferait partie d’'une nouvelle famille de virus (Morimoto et al. 2012).

e Evolution de larépartition géographique, actualité

Le virus CBPV est retrouvé partout dans le monde (Morimoto et al. 2012) et peut étre détecté tout
au long de I'année, la plupart du temps chez des abeilles asymptomatiques (Bailey 1967; Bailey et
al. 1963). Les symptdbmes, associés a de la mortalité devant les ruches, sont plus fréquemment
observés au cours du printemps et de I'été (Bailey 1967; Ribiere et al. 2002). Les reines peuvent
également étre infectées au contact d’ouvriéres symptomatiques (Amiri et al. 2014). Le CBPV
infecte également I'abeille asiatique Apis cerana (Ai et al. 2012; Choe et al. 2012).

e Description morphologique et moléculaire

La particule virale du CBPV est de petite taille (30 a 60 nm), de forme anisométrique (Bailey et al.
1968). Il s’agit d’un virus & ARN simple brin fragmenté a polarité positive (Overton et al. 1982). Son
génome, comprenant 2 ARN majoritaires (ARN1 de 3674 nucléotides et ARN2 de
2305 nucléotides), a été séquencé (Olivier et al. 2008a). L’analyse de ces séquences indique la
présence de 7 cadres de lecture (ORF), 3 pour TARN 1 et 4 pour 'ARN 2.

¢ Manifestations cliniques, pouvoir infectieux/pouvoir pathogéne

Connue par les apiculteurs sous le nom de maladie noire (Faucon 1992), la paralysie chronique se
manifeste par la présence d’abeilles tremblantes, d’affaiblissements de colonies et de diminutions
de production (Ball et Bailey 1997) et peut parfois entrainer des pertes de colonies (Kulinevi¢ et
Rothenbuhler 1975). Cette infection virale peut étre a I'origine de deux types de syndromes appelés
syndrome de Type 1 et syndrome de Type 2 (Bailey et Ball 1991) qui peuvent étre présents au sein
d’'une méme colonie. Dans le cas du syndrome de Type 1 décrit en Angleterre, des tremblements
des ailes et du corps sont observés. Les abeilles sont incapables de voler et rampent sur le sol ou
les tiges des plantes. Les abeilles meurent quelques jours aprés l'apparition des symptomes
(Ribiere et al. 2010). Le syndrome de Type 2, initialement, préférentiellement décrit en Europe
continentale, se caractérise par une perte de poils, donnant au corps des abeilles un aspect noir et
brillant. Ces abeilles sont parfois rejetées de la colonie et de nhombreux cadavres sont retrouves a
I'entrée de la ruche (Ribiére et al. 2010).

Chez les abeilles symptomatiques, des quantités importantes de virus sont retrouvées dans
différentes régions du cerveau (Blanchard et al. 2007; Olivier et al. 2008b).

La transmission du CBPV se fait essentiellement par contact (Bailey et al. 1983; Ribiére et al. 2007).
La transmission serait favorisée lors d’épisode de claustration en saison apicole par 'augmentation
des contacts entre abeilles saines et infectées. Toutes les castes peuvent étre infectées, ouvriéres,
méales et reine (Blanchard et al. 2007; Chen et al. 2005; Chen et al. 2006; Tentcheva et al. 2004).

Les abeilles peuvent étre infectées expérimentalement par voie orale, par voie topique ou par
injection directe (Bailey 1965; Rinderer et Rothenbuhler 1975) mais avec des efficacités nettement
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supérieures par injection. Les symptdmes apparaissent 5 a 6 jours apres l'infection expérimentale
(Chevin et al. 2012). Cependant, Toplak et al. (2013) indiquent que la réplication du virus CBPV
serait plus efficace lorsque les abeilles sont infectées par voie orale.

Une étude suggére que les fourmis pourraient aussi étre des réservoirs du virus mais leur role
éventuel dans la transmission n'a pas été démontré. De plus, la transmission pourrait se faire
également par I'intermédiaire de Varroa (Celle et al. 2008).

e Situation de co-infections/co-exposition a d’autres facteurs de stress

Il a été noté, en conditions expérimentales, une réplication du CBPV plus importante associée a une
mortalité plus rapide des abeilles co-infectées par la microsporidie Nosema ceranae (Toplak et al.
2013).

e Détection

Les symptomes (tremblements et présence d’abeilles rampantes devant la ruche) peuvent étre
confondus avec ceux d’autres maladies et/ou résultant d’'une intoxication chimique d’ou la nécessité
de disposer d’outils de diagnostic fiables et validés permettant l'interprétation des résultats, en
particulier des outils de quantification de ce virus largement présent dans les colonies d’abeilles,
avec et sans signes cliniques associés.

Un premier test de RT-PCR a été développé notamment pour révéler les infections inapparentes car
de nombreuses colonies sont porteuses du virus sans aucun symptdbme (Ribiére et al. 2002).
L’obtention de séquences complétes du génome du CBPV (Olivier et al. 2008a) a permis de mettre
au point une nouvelle méthode de RT-PCR utile pour détecter les différents isolats du virus
(Blanchard et al. 2007; Blanchard et al. 2009). Une approche de RT-PCR en temps réel (RT-gPCR)
basée sur la technologie TagMan a également été développée pour mesurer la charge du CBPV
(Blanchard et al. 2007; Celle et al. 2008).

Afin de proposer ce test comme méthode de référence, il a été caractérisé au travers d’'une étude
intra-laboratoire au cours de laquelle la fiabilité et la répétabilité des résultats et la performance du
test ont été confirmées. Le test qPCR seul et toute la méthode de quantification (de I'extraction de
I'ARN d’échantillon a analyser) ont été validés selon la norme ISO / CEI 17025 et la récente norme
U47-600 XP délivrée par l'Institut de normalisation francais (AFNOR). Les performances de la
méthode d'analyse de quantification du CBPV par RT-gPCR ont été validées et la limite de détection
fixée. Enfin ce protocole de quantification du CBPV par RT-gPCR a été approuvé par le Comité
francais d'accréditation (COFRAC) (Blanchard et al. 2012).

Au-dela de 10 copies du génome viral par abeille, la paralysie chronique est considérée comme
déclarée (Blanchard et al. 2012; Ribiére et al. 2010). Le virus peut étre détecté dans tous les stades
de développement depuis les ceufs jusqu’aux abeilles adultes (Blanchard et al. 2007) mais la
maladie ne se manifeste que chez les adultes (Ribiére et al. 2010).

Le diagnostic de la paralysie chronique est ainsi basé sur la mesure des charges virales couplée
aux symptdmes clinigues relevés sur le terrain.

o Traitement, contrble et méthodes de prévention
Aucun traitement n’est disponible a ce jour.

e Réglementation sur la maladie
Aucune

3.1.1.2.2.4 Le virus du couvain sacciforme
e Agent infectieux
Virus du couvain sacciforme, virus du couvain en forme de sac, Sacbrood Virus, SBV
e Maladie
Couvain sacciforme, couvain en forme de sac
e Historique de la découverte

C’est en 1917 que ['étiologie virale du couvain sacciforme a été démontrée (White 1917). Le virus
SBV, agent de cette maladie, a été décrit en 1964 (Bailey et al. 1964). C’est le premier virus des
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abeilles dont le génome a été entierement séquenceé (Ghosh et al. 1999). Le couvain sacciforme tire
son nom de l'aspect des larves mortes, un petit sac rempli de liquide.

e Evolution de larépartition géographique, actualité

Chez Apis mellifera, le SBV est retrouvé sur tous les continents (Allen et Ball 1996). Il n’a en général
pas de conséquence majeure sur la survie des colonies, méme s’il peut parfois affecter le
développement du couvain et étre a l'origine de pertes de colonies. Chez Apis cerana, ce virus est
une cause importante de mortalité des colonies en Asie (Liu et al. 2010).

e Description morphologique et moléculaire

Le SBV est un virus a ARN simple brin a polarité positive. Les particules virales ont une taille de
28 nm (Bailey 1968). Comme le DWYV, il appartient au genre des Iflavirus, un groupe de virus
apparenté aux Picornavirus (King et al. 2011; Lanzi et al. 2006). Le génome complet a été séquencé
et comprend 8 832 nucléotides (Ghosh et al. 1999) avec un seul ORF codant une polyprotéine de
2 858 acides aminés. D’autres souches du SBV isolées au Vietnam ou en Corée ont été
séquenceées plus recemment (Choe et al. 2012; Nguyen et Le 2013).

¢ Manifestations cliniques, pouvoir infectieux/pouvoir pathogéne

C’est une maladie contagieuse du couvain. Au début de l'infection, la larve prend une couleur jaune
pale puis elle apparait comme un sac rempli de liquide. A un stade avancé, la maladie se manifeste
par un couvain irrégulier, en «mosaique», les opercules sont affaissés. Les larves mortes
deviennent noiratres et, a la différence de la loque américaine, peuvent étre facilement retirées de
lalvéole. Le SBV est également retrouvé chez l'abeille adulte surtout en présence de Varroa
(Tentcheva et al. 2004). Il entraine une diminution de leur espérance de vie. Le virus s’accumule
dans les glandes hypopharyngiennes des ouvriéres, dans les adipocytes, les cellules musculaires et
les cellules trachéales des larves (Lee et Furgala 1967).

La fréquence de linfection est plus élevée au printemps et en été (Chen et Siede 2007).

Des analyses réalisées en France sur des colonies d’abeilles apparemment saines montrent que les
SBV est présent dans 86 % des échantillons d’abeilles adultes, 80 % des échantillons de nymphes
et 45 % des échantillons de Varroa destructor (Tentcheva et al. 2004). Ceci suggére un rble de
Varroa dans la transmission du SBV.

e Situation de co-infections/co-exposition a d’autres facteurs de stress

Comme précédemment indiqué, la présence du virus est souvent associée a une infestation des
colonies par Varroa.

e Détection

Des méthodes de RT-PCR quantitative (RT-qPCR) ont été mises au point pour la détection et la
guantification du SBV (Chantawannakul et al. 2006; Evison et al. 2012; Gauthier et al. 2007;
Kukielka et Sanchez-Vizcaino 2009; Locke et al. 2012; Yoo et al. 2012). Plus récemment, Blanchard
et al. (2014b) ont développé une approche de RT-qPCR basée sur la technologie TagMan,
permettant de quantifier le virus dans les larves, les pupes et les adultes. lls ont défini un seuil de
10" copies du génome viral par abeille a partir duquel des signes cliniques sont observés. Afin de
proposer ce test comme méthode de référence, cette technique a été validée selon la norme
AFNOR U47-600 ou la fiabilité et la répétabilité des résultats et les performances de I'essai ont été
testées et validées.

e Traitement, contr6le et méthodes de prévention

Comme pour les autres virus des abeilles, il n'existe actuellement pas de traitement antiviral en
apiculture. De bonnes conditions d'hygiéne et une bonne miellée peuvent permettre aux colonies de
résister a cette infection virale. Des travaux de recherche indiquent que [lutilisation d’ARN
interférents (RNAI) pourrait permettre de lutter contre le CSBV (Chinese Sacbrood Bee Virus) (Liu et
al. 2010).

e Réglementation sur la maladie
Aucune
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3.1.1.2.2.5 Le complexe AKI (ABPV, KBV, IAPV)

Le complexe AKI regroupe trois virus étroitement apparentés, de la famille des Dicistroviridae, qui
sont souvent difficiles a différencier : le virus de la paralysie aigué (ABPV), le virus du Cachemire
(KBV) et le virus israélien de la paralysie aigué (IAPV) plus récemment décrit (de Miranda et al.
2010). Ces virus ont une répartiion mondiale, sont souvent responsables d’infections
asymptomatiques mais peuvent aussi étre impliqués dans des pertes de colonies en particulier
lorsqu’ils sont associés au parasite Varroa destructor. Leur prévalence est plus importante chez les
abeilles adultes mais ils peuvent étre retrouvés chez les larves et les nymphes. Leur virulence est
élevée lorsqu’ils sont inoculés de maniére expérimentale. En effet, 100 particules virales injectées
dans '’hémolymphe sont suffisantes pour provoquer la mort des abeilles alors que par voie orale il
faut environ 10" particules pour entrainer la mort (Bailey et Ball 1991; Bailey et al. 1963; Bailey et
Woods 1977; Maori et al. 2007a; Nordstréom 2000; Ribiere et al. 2008).

3.1.1.2.2.5.1 Le virus de la paralysie aigué

e Agent infectieux
Virus de la paralysie aigué, Acute Bee Paralysis Virus, ABPV
e Historique de la découverte

Le virus ABPV a été identifié en 1963 en Angleterre (Bailey et al. 1963), au cours de travaux qui
portaient sur le virus CBPV, en inoculant a des nymphes des extraits d’abeilles malades souffrant
de paralysie chronique.

e Evolution de la répartition géographique, actualité

Sa distribution est mondiale, c’est le virus le plus commun du complexe AKI en Europe (Baker et
Schroeder 2008; Blanchard et al. 2008; Gauthier et al. 2007; Siede et Buchler 2006; Tentcheva et
al. 2004) et en Amériqgue du Sud (Antunez et al. 2006; Weinstein-Teixeira et al. 2008). La
transmission de ce virus est fortement favorisée par I'acarien parasite Varroa destructor.

L’héte original est probablement Apis mellifera. Des essais d’infections ont également montré que
ce virus pouvait se répliquer chez différentes espéces de bourdons (Allen et Ball 1996; Bailey et
Gibbs 1964; Ribiere et al. 2008).

e Description morphologique et moléculaire

L’ABPV est un virus a ARN simple brin a polarité positive de la famille des Dicistroviridae (genre
Cripavirus). Les particules virales ont un diametre d’environ 30 nm. Le génome complet d’un isolat
du Royaume-Uni (~9,5 kb) a été séquencé (Govan et al. 2000). Comme I'ensemble des virus de la
famille des Dicistroviridae, le génome comprend deux cadres de lecture (ORF) séparés par un
espace intergénique. L'ORF en 5 code des protéines non structurales (hélicase, protéase et
polymérase ARN-dépendante) impliquées notamment dans la réplication. L'ORF en 3’, plus court,
code les protéines de la capside (de Miranda et al. 2004; Govan et al. 2000; Maori et al. 2007a).
D’autres isolats provenant de différentes origines géographiques ont été également séquencés
(Bakonyi et al. 2002b).

e Manifestations cliniques, pouvoir infectieux/pouvoir pathogéne

L’ABPV est capable de se multiplier chez l'abeille adulte et dans le couvain, sa prévalence
augmente au cours de la saison apicole avec un pic a la fin de I'été (Bailey et Ball 1991, Bailey et al.
1981; Ball et Allen 1988; Gauthier et al. 2007; Siede et Buchler 2006; Tentcheva et al. 2004).
Comme de nombreux autres agents infectieux, 'ABPV peut étre détecté dans des colonies sans
aucun signe clinique. Lors d’infections expérimentales, les abeilles sont trainantes, tremblantes et
sont incapables de voler (Bailey et al. 1963; Ribiére et al. 2008). Dans certains cas, des symptémes
de paralysie précoce ont été rapportés. Les ailes des jeunes abeilles peuvent étre asymétriques ou
écartées. Un couvain en forme de mosaique et une importante mortalité aux stades larvaire ou
nymphal ont été parfois constatés pouvant aboutir & un déclin de la population.

Le virus a été retrouvé en grandes quantités dans le cerveau et les glandes hypopharyngiennes
chez les adultes (Bailey et Milne 1969) et on peut aussi le détecter dans les féces (Ribiere et al.
2008). Les voies de transmission du virus ABPV sont les mémes que celles des 2 autres virus du
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complexe AKI : transmission horizontale, de maniere orofécale ou vectorielle par le parasite Varroa,
et transmission verticale par voie transovarienne (Beebook, 2013"). Les virus du complexe AKI ont
en effet été mis en évidence dans les ovaires, sur les ceufs et dans la semence des méales (Francis
et al. 2013a; Yue et al. 2006).

e Situation de co-infections/co-exposition a d’autres facteurs de stress

Le réle du virus ABPV dans I'effondrement de colonies d’abeilles est suspecté depuis I'apparition de
Varroa. Des corrélations entre le taux important de ce virus (et des deux autres virus du complexe
AKI), l'infestation par Varroa et les mortalités hivernales ont en effet été mises en évidence (Francis
et al. 2013b; Genersch et al. 2010). Varroa joue essentiellement un rble de vecteur mécanique (Di
Prisco et al. 2011). De plus, son rble immunosuppresseur entraine souvent une augmentation de la
réplication virale.

e Détection

Le virus ABPV est fréquemment retrouvé a des titres faibles dans des colonies saines et
asymptomatiques. De plus, le diagnostic clinique est difficile car les symptémes, lorsqu’ils existent,
ne sont pas toujours spécifiques. Il y a donc nécessité d’un diagnostic de laboratoire, les méthodes
les plus performantes étant des méthodes de biologie moléculaire par RT-PCR ou RT-qPCR qui
permettent de différencier les trois virus du complexe AKI. Ainsi, plusieurs approches de RT-PCR
conventionnelles (Bakonyi et al. 2002a; Benjeddou et al. 2001; Gauthier et al. 2007; Grabensteiner
et al. 2007; Tentcheva et al. 2004) et de RT-gPCR en utilisant du SYBR-Green (Kukielka et
Sanchez-Vizcaino 2009; Siede et al. 2008) ou une sonde TagMan (Chantawannakul et al. 2006;
Jamnikar Ciglenecki et Toplak 2012) ont été mises au point pour détecter le virus ABPV. La
méthode de RT-gPCR développée par Jamnikar Ciglenecki et Toplak en 2012 est 230 fois plus
sensible que les méthodes de RT-PCR conventionnelles et permet de détecter différents variants du
virus ABPV. Une validation de ces méthodes selon les normes applicables parait indispensable.

e Traitement, contrble et méthodes de prévention

Il n’existe aucun traitement contre le virus ABPV. Des travaux de recherche montrent que des
approches RNAI (petits ARN interférents) pourraient étre envisagées. Varroa étant un vecteur des
virus du complexe AKI, il est important de poursuivre la lutte contre cet acarien pour limiter la
dispersion de ces virus.

e Réglementation sur la maladie
Aucune
3.1.1.2.2.5.2 Le virus du Cachemire

e Agent infectieux
Virus du Cachemire, Kashmir Bee Virus, KBV
e Historique de la découverte

Le virus KBV a été identifié lors d’infections expérimentales chez Apis mellifera en 1974 a partir
d’extraits d’abeilles asiatiques Apis cerana en provenance de la vallée du Cachemire (Bailey et al.
1976; Bailey et al. 1979). C’est le virus qui semble le plus virulent en laboratoire, mais on le trouve
aussi dans des colonies apparemment saines.

e Evolution de larépartition géographique, actualité

Le KBV est retrouvé chez Apis cerana et Apis mellifera dans différentes régions du monde (Allen et
Ball 1995; Allen et Ball 1996; Ball et Bailey 1997; Choe et al. 2012), sa prévalence est plus élevée
en Amérique du Nord (Cox-Foster et al. 2007; Hung et al. 2000; Hung et al. 1996) et en Nouvelle-
Zélande (de Miranda et al. 2010; Todd et al. 2007). Il a également été mis en évidence chez des
bourdons de Nouvelle-Zélande et des guépes d'Australie (Anderson 1991). Le KBV est
particulierement virulent chez I'abeille en présence de I'acarien Varroa destructor, pouvant entrainer
une mortalité tres rapide du couvain et de I'adulte, sans symptdmes particuliers.

13 hitp://www.coloss.org/beebook/Il/virus/table-2
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e Description morphologique et moléculaire

Le KBV est un virus a ARN simple brin a polarité positive du genre Cripavirus appartenant a la
famille des Dicistroviridae (Liljas et al. 2002). L’étude de profils de protéines de capsides et des
analyses sérologiques montrent que ce virus est plus variable que le virus ABPV (Allen et Ball 1995;
Bailey et al. 1979). Son génome a été complétement séquencé et présente environ 70 % d’identité
avec celui du virus ABPV (de Miranda et al. 2004). Des génotypes de différentes origines
géographiques ont également été séquencés (Reddy et al. 2014).

¢ Maladie, manifestations cliniques, pouvoir infectieux/pouvoir pathogéne

L’infection par le virus KBV fait partie des infections virales les plus fréquentes chez l'abeille
domestique. Elle touche tous les stades de développement du couvain et se retrouve chez les
abeilles adultes. Aucun symptdme ne définit clairement linfection, qui est méme parfois
inapparente. Lorsqu’il est inoculé expérimentalement, KBV est le plus virulent des virus de I'abeille
(Chen et Siede 2007). Il est en effet |étal pour les adultes et les larves aprés injection ou par voie
orale a fortes doses (Bailey et al. 1963; Nordstrom 2000). Le virus est capable d’infecter plusieurs
tissus des abeilles.

Le KBV peut étre détecté dans Varroa (Shen et al. 2005b). Des acariens issus de colonies infectées
par le KBV sont capables de transmettre le virus a des nymphes issues de colonies saines avec une
efficacité de transmission de 70 % (Chen et al. 2004). Comme pour d’autres virus, l'infestation par
Varroa provoque une activation de la réplication de KBV. Il peut ainsi étre a I'origine de pertes de
colonies en association avec Varroa (Hung et al. 1996; Ribiere et al. 2008; Todd et al. 2007). Il
existe donc plusieurs voies de transmission de KBV : transmission vectorielle par Varroa,
transmission par voie orale et transmission verticale (détection des virus a la surface des ceufs,
(Chen et al. 2006)).

La prévalence de KBV augmente au cours de la saison avec un pic plus important observé en
automne (Gauthier et al. 2007; Tentcheva et al. 2004).

e Situation de co-infections/co-exposition a d’autres facteurs de stress

A I'état latent dans la ruche, l'infection se développe lorsque le virus KBV est associé a Varroa
destructor, au champignon parasite Nosema apis ou a certains facteurs environnementaux.

e Détection

Le premier diagnostic moléculaire de KBV par RT-PCR a été mis en place par Stoltz et al. (1995) et
utilisé pour étudier la prévalence de ce virus dans différents pays (Blanchard et al. 2014a; Blanchard
et al. 2008; Evans 2001; Siede et al. 2005; Tentcheva et al. 2004). Cependant, les amorces
développées par Stoltz et al. (1995) n’étaient pas spécifiques du virus KBV et amplifiaient aussi le
virus IAPV (Blanchard et al. 2008; de Miranda et al. 2010). Plus récemment un test plus spécifique
par RT-PCR a été développé par Blanchard et al. (2012). Des approches par RT-qPCR ont
également été mises au point (Antunez et al. 2012; Ward et al. 2007).

e Traitement, contr6le et méthodes de prévention

Aucun traitement n’est utilisé pour lutter contre KBV. Comme pour d’autres virus, des approches
utilisant de petits ARN interférents pourraient étre envisagées.

e Réglementation sur la maladie

Aucune

3.1.1.2.2.5.3 Le virus israélien de la paralysie aigué
e Agent infectieux

Virus israélien de la paralysie aigué, Israeli Acute Paralysis Virus, IAPV
e Historique de la découverte

Le virus IAPV a été détecté plus récemment, en 2002 en Israél (Maori et al. 2007a; Maori et al.
2007b). De la méme maniére que pour les virus ABPV et KBV, sa découverte a été faite a la suite
d’infections expérimentales.
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« Evolution de la répartition géographique, actualité

Initialement découvert en Israél, le virus IAPV a ensuite été identifié dans différents pays du monde,
y compris en France en 2008 (Blanchard et al. 2008; Cox-Foster et al. 2007). Il est dominant au
Moyen-Orient et en Australie (Maori et al. 2007a; Palacios et al. 2008). Varroa est vecteur de ce
virus (Di Prisco et al. 2011).

Une étude métagénomique réalisée aux Etats-Unis a suggéré que la présence de ce virus pouvait
étre corrélée au syndrome d’effondrement des colonies (CCD) (Cox-Foster et al. 2007). Le seul héte
connu pour IAPV est Apis mellifera (Chen et Evans 2007; Maori et al. 2007a; Maori et al. 2007b).
Cependant, une étude expérimentale indique que le virus IAPV, comme le virus KBV, peut infecter
Bombus terrestris (Meeus et al. 2014).

e Description morphologique et moléculaire

L’'IAPV est un nouveau virus de la famille des Dicistroviridae, étroitement apparenté aux virus ABPV
et KBV (Maori et al. 2007a). Il s’agit d’'un virus & ARN simple brin de 9487 nucléotides a polarité
positive. Le génome de I'lAPV présente le méme type d’organisation que les deux autres virus du
complexe AKI. Plusieurs souches isolées en Corée du sud ont également été séquencées (Reddy
et al. 2013b). Il existe une importante variabilité génétique entre les souches d'lAPV (Chen et al.
2014).

¢ Manifestations cliniques, pouvoir infectieux/pouvoir pathogéne

Le virus IAPV est capable d’'infecter tous les stades de développement (ceufs, larves, nymphes,
adultes) et les différentes castes d’Apis mellifera. Il cause une infection systémique chez les
abeilles. Le virus est en effet détecté dans ’hémolymphe, le cerveau, le corps gras, les glandes
salivaires, les glandes hypopharyngiennes, l'intestin, les cellules musculaires..., les titres les plus
élevés étant observés dans lintestin (Chen et al. 2014). Des approches par hybridation in situ
montrent que le virus IAPV peut se retrouver dans les ceufs, lintestin, les ovaires et la
spermathéque de reines infectées (Chen et al. 2014).

Comme pour les deux autres virus du complexe AKI, la transmission de ce virus peut se faire de
maniere horizontale et/ou verticale, et Varroa joue un rble de vecteur.

Des études récentes portant sur la réponse des abeilles a cette infection virale indiquent que le virus
IAPV modifie l'activité transcriptionnelle de génes impliqués dans différentes fonctions cellulaires
fondamentales telles que la machinerie de synthese des ribosomes (Boncristiani et al. 2013) ou
I'activité mitochondriale (Chen et al. 2014). Ces derniers auteurs montrent aussi que l'infection virale
déclenche des voies de réponse immunitaire des abeilles adultes. L’'IAPV pourrait donc jouer un rble
important dans I'affaiblissement de colonies d’abeilles en lien avec le syndrome d’effondrement des
colonies (Hou et al. 2014).

e Situation de co-infections/co-exposition a d’autres facteurs de stress
L’acarien Varroa destructor joue un role de vecteur dans la transmission de I'lAPV (Di Prisco et al.

2011). De plus, ce parasite induit une inhibition de la réponse immunitaire des abeilles et active la
réplication du virus IAPV.

e Détection

Le virus IAPV peut étre détecté par RT-PCR (Blanchard et al. 2008; Cox-Foster et al. 2007) ou par
des méthodes de PCR Multiplex (Carletto et al. 2010).

e Traitement, contr6le et méthodes de prévention

Les travaux de Maori et Hunter, menés sur des colonies en plein champ, ont montré que I'utilisation
d’ARN double brin permettait de contréler l'infection par I'l|APV dans les colonies d’abeilles (Hunter
et al. 2010; Maori et al. 2009). Cet ARN a été ajouté, dans la réglementation relative aux LMR dans
les aliments d’origine animale, a la liste des substances pharmacologiquement actives avec la
mention « aucune LMR requise » pour le miel**.

14 Réglement d’exécution (UE) N° 489/2013 de la Commission du 27 mai 2013 modifiant 'annexe du réglement (UE) N° 37/2010
relatif aux substances pharmacologiquement actives et a leur classification en ce qui concerne les limites maximales de résidus dans
les aliments d’origine animale, concernant la substance acide ribonucléique double brin homologue a I'acide ribonucléique viral qui
code pour une partie de la protéine d’enveloppe et une partie de la région intergénique du virus israélien de la paralysie aigué
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Le parasite Varroa destructor jouant un réle de vecteur, la lutte contre cet acarien reste la mesure
de prophylaxie a maintenir pour contrdler cette infection virale.

e Réglementation sur la maladie
Aucune

3.1.1.2.2.5.4 Conclusion sur les virus du complexe AKI

En France, deux études menées en 2002 (Tentcheva et al. 2004) et en 2009 (Mouret et al. 2013)
ont permis d’analyser la prévalence des virus du complexe AKI. L’étude de Tentcheva et al. (2004)
a porté sur 360 colonies asymptomatiques provenant de 36 ruchers répartis sur le territoire francais.
23 % des ruchers étaient porteurs du virus ABPV, la prévalence du virus IAPV était de 6 %. Les
travaux de Mouret et al. (2013) ont été menés sur 90 colonies sans symptéme venant de 18 ruchers
situés dans l'ouest de la France. Des abeilles de 5 ruches de chaque rucher ont été analysées a
quatre périodes de I'année. C’est le virus KBV qui était le plus prévalent (75 % des ruchers), puis
IAPV (65 % des ruchers) et ABPV (14 % des ruchers).

Certaines études suggérent que les virus du complexe AKI pourraient jouer un rble dans
I'effondrement de colonies. |l faut cependant rester prudent sur les causes des mortalités observées
car le nombre d’études est faible et la présence de ces virus dans des colonies mortes ne permet
pas d’en déduire que ce sont ces agents qui en sont responsables. Varroa joue un réle majeur en
tant que vecteur mécanique et par son rdle immunosuppresseur qui favorise/active la prolifération
de ces virus. Ceci est également vrai pour les autres virus de I'abeille et de nombreux autres agents
infectieux.

3.1.1.2.3 Champignons

Plusieurs dangers biologiques classés parmi les champignons sont responsables de pathologies
chez les abeilles. Parmi les plus fréquents, on retrouve les microsporidies parasites de l'intestin
Nosema apis et Nosema ceranae, responsables de nosémoses, et Ascosphaera apis agent de
'ascosphérose.

3.1.1.2.3.1 Nosema apis/ Nosema ceranae

e Agent infectieux
Nosema apis / Nosema ceranae
¢ Maladie

La nosémose est une maladie de I'abeille adulte qui affecte le tube digestif et peut provoquer des
diarrhées aigués et dans certains cas entrainer une mortalité des colonies atteintes. Deux espéces
de Nosema sont retrouvées chez l'abeille domestique : Nosema apis et Nosema ceranae. Les
Nosema font partie des microsporidies, un groupe d’eucaryotes unicellulaires parasites
intracellulaires obligatoires.

e Historique de la découverte

Nosema apis est connue pour infecter I'abeille européenne A. mellifera depuis plus d’un siecle
(Zander 1909). En 2005, des échantillonnages réalisés en Espagne et & Taiwan ont montré
qu’A. mellifera pouvait étre infectée par une seconde espéce, Nosema ceranae (Higes et al. 2006;
Huang et al. 2007). Des études ultérieures ont suggéré que N. ceranae était présente chez
A. mellifera depuis au moins 1998 en Europe (Paxton et al. 2007), 1995 aux Etats-Unis (Chen et al.
2008), et méme 1990 en Uruguay (Invernizzi et al. 2009). N. ceranae a initialement été décrite en
Chine chez I'abeille asiatique Apis cerana (Fries et al. 1996). N. ceranae aurait récemment effectué
un saut d’espéce de I'abeille asiatique vers I'abeille européenne (Botias et al. 2012a).

Les abeilles adultes se contaminent en ingérant des spores (cire, pollen, nectar ou eau souillés de
déjections d’abeilles contaminées). La propagation de l'infection peut se faire au sein d'une méme
colonie (échanges entre abeilles, activités de nettoyage, trophallaxie, etc.) et entre colonies (dérive,
pillage, transhumance, etc.).

e Evolution de larépartition géographique, actualité
Les échanges commerciaux ont pu rapidement accroitre la distribution géographigue de N. ceranae
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au sein des colonies d’A. mellifera. En effet, cette espéce est désormais trés répandue dans le
monde (Klee et al. 2007). En plus de sa large distribution géographique, N. ceranae semble
aujourd’hui présenter une prévalence bien plus élevée que celle de N. apis au sein des colonies
(Botias et al. 2012c; Chaimanee et al. 2010; Chen et al. 2009; Stevanovic et al. 2010). Un
remplacement de N. apis par N. ceranae chez A. mellifera a d’ailleurs été suggéré (Botias et al.
2012a; Chen et al. 2012; Martinez et al. 2012). Toutefois, dans certains pays comme I'Allemagne
(Gisder et al. 2010) ou la Suéde (Forsgren et Fries 2013), les deux espéces sont encore
fréquemment retrouvées, N. apis présentant des prévalences plus élevées que N. ceranae. Le fait
gue les spores de N. ceranae soient plus sensibles a de faibles températures (Fenoy et al. 2009;
Fries 2010) et que leur germination (processus nécessaire a l'infection des cellules de I'héte) soit
significativement diminuée apres traitement a 4 °C (Gisder et al. 2010) pourrait entraver le pouvoir
infectieux et la propagation de cette espéce dans les régions climatiques caractérisées par des
hivers plus froids. Hormis ces exceptions, I'espéce N. ceranae semble dominer en terme de
prévalence dans les nombreuses régions aux climats plus chauds (Fries 2010; Higes et al. 2010;
Higes et al. 2013). N. ceranae est également capable d’infecter d’autres espéeces d’abeilles telles
gue A. cerana, A. florea, A. dorsata et A. koschevnikovi (Botias et al. 2012a; Chaimanee et al. 2013;
Suwannapong et al. 2010) et certaines espéces de bourdons comme Bombus atratus, Bombus
morio, Bombus bellicosus et Bombus terrestris (Graystock et al. 2013; Plischuk et al. 2009).

e Description morphologique et moléculaire

Les Nosema sont des eucaryotes unicellulaires, parasites intracellulaires obligatoires apparentés
aux champignons formant des spores résistantes de petite taille (quelques pm) qui peuvent
persister dans I'environnement pendant de trés longs mois. Ces agents pathogénes font partie des
microsporidies, groupe qui comprend environ 1500 espéces parasitant 'ensemble des organismes
du régne animal, y compris 'Homme (Vavra et Lukes 2013). Les spores microsporidiennes infectant
I'abeille mellifere sont ovales, celles de N. apis (6 x 3 um) étant [égérement plus grandes que celles
de N. ceranae (4,4 x 2,2 um) (Chen et al. 2009; Fries et al. 1996).

La spore est entourée d'une membrane et d’une paroi extracellulaire rigide trés épaisse composée
de deux parties : I'exospore, matrice glycoprotéique et fibreuse dense, et I'endospore, matrice
principalement composée de chitine et de protéines. L’intérieur de la spore renferme le sporoplasme
qui correspond au matériel infectieux (Keeling et Fast 2002). Chez N. apis et N. ceranae, le
sporoplasme posséde deux noyaux étroitement associés en diplocaryon (Chen et al. 2009; Fries et
al. 1996). Le sporoplasme renferme également un tube polaire ou filament polaire enroulé, structure
impliquée dans le processus d’invasion des cellules de I'épithélium intestinal (Vavra et Lukes 2013).
Le processus d’invasion débute en effet par une phase de germination au cours de laquelle la spore
microsporidienne dévagine son tube polaire ce qui permet le transfert du sporoplasme jusqu’au
cytoplasme d’une cellule héte. Les génomes complets de N. ceranae (Cornman et al. 2009) et
N. apis (Chen et al. 2013) sont désormais connus. Actuellement aucune corrélation entre variants
génétiques et virulence n’a été établie ; des différences de susceptibilité & Nosema selon les
colonies ont par contre été rapportées (Fontbonne et al. 2013).

e Manifestations cliniques, pouvoir infectieux/pouvoir pathogéne

La nosémose est une maladie, de gravité variable en fonction de conditions plus ou moins
favorables a la multiplication et a la dissémination du parasite. La nosémose se développe en effet
surtout lorsque les conditions météorologiques sont défavorables (hiver long et pluvieux), lorsque
les colonies sont faibles ou lorsque les reines sont &gées. Si la nosémose n’a pas de signes
clinigues caractéristiques, elle peut étre responsable de troubles digestifs (traces diarrhéiques
retrouvées sur les cadres, le plancher..). On peut observer dans certains cas des abeilles
trainantes avec I'abdomen gonflé, des abeilles mortes devant les ruches, des dépopulations.

Le parasite effectue son cycle de développement a lintérieur des cellules épithéliales de l'intestin
moyen (Higes et al. 2010). Au sein de ces cellules, différents stades parasitaires peuvent étre
observés : mérontes, sporontes, sporoblastes et spores. L’observation de spores de N. ceranae
dans les cellules intestinales de I'abeille 3 jours aprés infection suggére un développement rapide
du parasite, finalisé en seulement 72 h (Higes et al. 2007b). L’infection naturelle par N. ceranae
conduit souvent a la production de plusieurs millions voire plusieurs dizaines de millions de spores
au sein d’'un méme individu (Higes et al. 2008; Mulholland et al. 2012; Paxton et al. 2007; Smart et
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Sheppard 2012). Celles-ci sont libérées avec les déjections de I'abeille et peuvent ainsi contaminer
la ruche et son environnement.

La présence de N. ceranae a également été détectée par PCR dans d’autres tissus des ouvrieres :
les glandes hypopharyngiennes, mandibulaires et salivaires, les tubes de Malpighi, le corps gras et
le sac a venin (Chen et al. 2009; Copley et Jabaji 2012). Toutefois, malgré la détection moléculaire
du parasite dans différents tissus, des analyses microscopiques n’ont pas permis d’observer de
spores ou de stades de développement intracellulaires dans d’autres tissus que le tractus digestif
(Huang et Solter 2013).

Les infections naturelles d’A. mellifera par N. ceranae ont été d’abord détectées dans la caste des
ouvriéres (Higes et al. 2006; Huang et al. 2007), et plus récemment chez les méles (Traver et Fell
2011) et chez les reines (Traver et Fell 2012). La détection de spores dans leurs ovaires suggére
une possible transmission verticale du parasite entre individus de générations successives (Traver
et Fell 2012).

De nombreuses études portant sur N. ceranae ont été réalisées a I'échelle de lindividu en
conditions de laboratoire et a I'échelle de colonies en étude de semi-terrain pour identifier les effets
de linfection sur le comportement, la physiologie ou encore la survie de I'abeille. Les conséquences
de l'infection sont multiples avec notamment des effets sur I'état nutritionnel et énergétique de
l'abeille (Alaux et al. 2010a; Aliferis et al. 2012; Dussaubat et al. 2012; Martin-Hernandez et al.
2011; Mayack et Naug 2009; Mayack et Naug 2010; Naug et Gibbs 2009), sur I'activité de butinage
(Dussaubat et al. 2013; Kralj et Fuchs 2010; Mayack et Naug 2010), sur la production d’hormones et
de phéromones chez I'abeille (Alaux et al. 2011b; Antinez et al. 2009; Ares et al. 2012; Dussaubat
et al. 2010; Goblirsch et al. 2013), sur I'épithélium intestinal de I'abeille (Dussaubat et al. 2012) et
sur la survie de I'abeille (Chaimanee et al. 2013; Forsgren et Fries 2013; Higes et al. 2007b; Martin-
Hernandez et al. 2011).

e Situation de co-infections/co-exposition a d’autres facteurs de stress

Des interactions parfois synergiques avec d’autres agents infectieux (Bromenshenk et al. 2010;
Doublet et al. 2015; Hedtke et al. 2011; Ravoet et al. 2013; Schwarz et Evans 2013; Toplak et al.
2013) et avec différentes classes d’insecticides (Alaux et al. 2010a; Aufauvre et al. 2012; Pettis et
al. 2012; Retschnig et al. 2014a; Vidau et al. 2011; Wu et al. 2012) ont été démontrées ces
derniéres années (cf. chapitre sur les interactions). Une inhibition de I'expression de génes de
limmunité par certains insecticides pourrait ainsi accentuer les effets de l'infection par Nosema
ceranae (Aufauvre et al. 2014).

o Détection

Il N’y a pas de signe clinique qui soit caractéristique de cette maladie. La nhosémose a N. apis se
manifeste par des troubles digestifs, des traces diarrhéiques peuvent ainsi étre observées sur les
parois de la ruche ou les cadres. Un examen de l'intestin des abeilles peut étre réalisé. L'intestin des
abeilles atteintes est généralement de couleur blanche, alors que celui des abeilles saines est brun-
rouge. Le diagnostic de certitude se fait au laboratoire, il consiste a mettre en évidence et a réaliser
un comptage des spores au microscope. Cependant, la présence des spores n'est pas une preuve
absolue que le parasite soit la cause de la pathologie observée sur les colonies ou sur les pertes
constatées. De plus, il ne permet pas de différencier Nosema apis et Nosema ceranae. Seul le
diagnostic moléculaire par PCR (sur abeilles adultes) permet de différencier les deux espéces de
Nosema. Différents marqueurs peuvent étre utilisés (Gisder et Genersch 2013; Roudel et al. 2013).
Des approches de PCR multiplex (Carletto et al. 2013; Hamiduzzaman et al. 2010) et de PCR
guantitative (Bourgeois et al. 2012) ont également été mises au point.

e Traitement, contr6le et méthodes de prévention
Les moyens de lutte contre N. ceranae et N. apis sont relativement limités. L'infection des colonies
d’abeilles peut étre contrélée par l'utilisation d’'une molécule antiparasitaire appelée fumagilline. La
fumagilline est un antibiotique originellement produit par Aspergillus fumigatus. Cette molécule
aurait pour cible 'enzyme méthionine aminopeptidase 2 qui est une protéase ayant pour fonction le
clivage de la méthionine en position N-terminale lors de la maturation des protéines (Didier et al.
2006). Le traitement par la fumagilline durant 'automne de colonies infectées par N. ceranae réduit
significativement l'intensité de l'infection (charge parasitaire) lors du printemps suivant (Williams et
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al. 2008). De plus, le traitement des colonies par la fumagilline réduirait significativement le risque
de dépeuplement sans pour autant empécher les réinfections ultérieures (Higes et al. 2008). Ce
risque de réinfection ultérieure est un probleme sérieux puisque de faibles concentrations de
fumagilline, persistant durant plusieurs mois apres le traitement, auraient un impact négatif en
entrainant une hyperprolifération de N. ceranae chez les abeilles traitées (Huang et al. 2013). De
nombreux pays dans le monde utilisent toujours la fumagilline pour contréler I'infection des colonies
par N. ceranae. Cependant, le traitement des colonies d’abeilles avec cet antibiotique est interdit
dans I'Union européenne a cause de I'absence d’autorisation de mise sur le marché et de I'absence
de limite maximale de résidus définie dans le miel (Fries 2010; Higes et al. 2010).

De facon alternative, une bonne gestion de l'activité apicole pourrait dans certains cas prévenir
I'évolution de la nosémose a travers, par exemple, le remplacement des cadres et des reines de
colonies infectées (Higes et al. 2010). Ainsi, le remplacement de la reine d’'une colonie infectée par
une reine plus jeune entraine une diminution significative du nombre d’abeilles infectées au sein de
la colonie permettant sa survie (Botias et al. 2012b). Pour diminuer les risques de nosémose, il est
également conseillé d’éviter les expositions trop ombragées et les endroits humides, de mettre en
hivernage assez t6t, d’éviter le miellat et les nourrissements trop tardifs et de désinfecter
régulierement le matériel.

¢ Réglementation sur la maladie

En France, la nosémose due a Nosema apis est un danger sanitaire de premiére catégorie (AM du
29 juillet 2013). Ce n’est pas le cas pour N. ceranae.

3.1.1.2.3.2 Ascosphaera apis

e Agent infectieux
Ascosphaera apis
¢ Nom scientifigue/Noms communs/ nomenclature anglaise/ abréviation

Ascosphérose/maladie du couvain, couvain platré, couvain calcifié ou couvain dur/Chalkbrood
disease

e Historique de la découverte

La maladie du couvain platré a été décrite au début du XXéme siécle (Maassen 1913) en Europe.
L’agent responsable initialement appelé Pericystis apis fut renommé Ascosphaera apis par Spiltoir
en 1955. La transmission se fait via I'ingestion de spores d’A. apis par les larves.

e Evolution de larépartition géographique, actualité

Cette maladie est désormais observée dans la plupart des pays du monde et son incidence a
tendance a augmenter ces derniéres années (Kluser et Peduzzi 2007).

Une publication récente indique que les virus DWV, BQCV et IAPV peuvent infecter et se multiplier
chez Ascosphaera apis (Li et al. 2014b). De futures études sont nécessaires afin d’évaluer les effets
potentiels des combinaisons virus-champignons sur la santé des abeilles.

Il existe également d’autres especes du genre Ascosphaera qui peuvent parasiter des abeilles
solitaires (Wynns et al. 2013).

e Description morphologique et moléculaire

Ascosphaera apis est un champignon appartenant a 'embranchement des ascomycétes (Lumbsch
et Huhndorf 2007). La reproduction sexuée de ce champignon résulte de la fusion de deux
mycéliums (formes végétatives difficiles a distinguer morphologiquement) de types sexuels
différents. Cette fusion donne naissance a des asques au sein desquels se forment des spores
appelées ascospores (taille de 2 & 3 um). Les ascospores sont les stades infectieux qui vont ensuite
germer au niveau de l'intestin des larves pour reformer des mycéliums. Les ascospores peuvent
résister plusieurs années dans les larves momifiées (une momie pouvant renfermée entre 10° et
10°ascospores). Elles persistent également dans le pollen, le miel et la cire qui sont donc des
sources importantes de contamination (Flores et al. 2005a; Flores et al. 2005b). Les spores sont
également résistantes dans le milieu extérieur ce qui n’est pas le cas des mycéliums.
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Des enzymes impliquées dans la pénétration du champignon a travers la membrane péritrophique
ont été identifiées (Theantana et Chantawannakul 2008). Deux souches de type sexuel différents
(ARSEF 7405 et 7406) ont été isolées par Murray et al. (2005). Ces deux isolats ont été nommés
MAT1-1 et MAT1-2 par Aronstein et al. (2007).

Le séquencage du génome d’A. apis (Qin et al. 2006) et des études de transcriptomique (Cornman
et al. 2012a) ont permis de mettre en évidence de nombreux facteurs de virulence, notamment des
génes codant des chitinases, des protéases et des toxines.

¢ Maladie, manifestations cliniques, pouvoir infectieux/pouvoir pathogéne

La maladie est surtout observée au printemps. Elle est propagée par les ascospores qui sont
ingérées par les larves. Lorsque les conditions sont favorables, les spores germent dans l'intestin de
la larve et forment un filament ou mycélium. Ce dernier va envabhir tous les tissus de la larve et la
tuer. Les larves infestées sont d’abord molles et de couleur blanc-jaunatre puis se raffermissent et
deviennent de couleur jaune. Le mycélium forme un feutrage blanc ou vert-noir. La larve va ensuite
se dessécher et entrer dans un processus de momification ; c’est pour cette raison que I'on parle de
« couvain platré ».

Si l'infection est fatale pour les larves, elle est rarement responsable de la destruction totale d’'une
colonie ; cependant elle peut étre a l'origine de son affaiblissement et provoquer des baisses de
productivité de la colonie.

La consommation d’aliments contaminés (miel, pollen), la trophallaxie et le matériel contaminé
permettent la dissémination de la maladie. Le pillage, la dérive, les manipulations apicoles peuvent
faciliter la propagation de la maladie entre les colonies.

Chaque caste (ouvrieres, males et reines) de la colonie peut étre touchée, mais seules les larves
sont sensibles. Les abeilles adultes bien que résistantes peuvent héberger des spores dans leur
intestin et servent de vecteurs (Aronstein et Murray 2010).

Il est également important de signaler que plusieurs souches d’A. apis ont été mises en évidence
avec des niveaux de virulence différents (Glinski 1982; Lee et al. 2013; Vojvodic et al. 2011).

Des facteurs biotiques et abiotiques peuvent favoriser le développement du champignon et
'apparition de la maladie. Ainsi, une baisse de température et une humidité importante favorisent la
germination des spores et donc la croissance du champignon.

e Situation de co-infections/co-exposition a d’autres facteurs de stress

Hedtke et al. (2011) ont montré que l'infestation des colonies d’abeilles par Varroa en été favorisait
I'apparition de cas d’ascosphérose. Un réle de Nosema ceranae dans la susceptibilité des colonies
a Ascosphaera apis a également été évoqué. L'utilisation d’antibiotiques, la présence de résidus de
produits phytosanitaires seraient également des facteurs favorisants (cf. chapitre interactions).

e Détection

La présence de larves momifiées blanches ou noires sur la planche d’envol ou au pied de la ruche
est une caractéristique spécifique de la maladie. Le diagnostic se fait par recherche des spores sur
les larves mortes au microscope.

Etant donné que des spores d’A. apis sont souvent présentes dans des colonies asymptomatiques,
un diagnostic par PCR est nécessaire. Celui-ci est réalisé a partir de région de 'ADNr et des ITS1
et 2 (Borum et Ulgen 2008; Chorbinski 2004). Une approche par PCR basée sur des séquences
répétées (Rep-PCR) a également été utilisée par Reynaldi et al. (2003) pour caractériser différents
isolats d’A. apis. Plus réecemment, une approche par PCR multiplex a été développée pour évaluer
la prévalence d’A. apis et des bactéries responsables des logques américaine et européenne
(Garrido-Bailon et al. 2013).

e Traitement, contrble et méthodes de prévention

Il n'existe actuellement pas de traitement. La mise en évidence d’A. apis doit s’laccompagner d’un
nettoyage/désinfection de la ruche pour en limiter la propagation. Des stratégies alternatives sont
proposées pour contrbler la maladie : sélection de lignées résistantes basée sur le comportement
hygiénique (Evans et Spivak 2010; Invernizzi et al. 2011), remplacement de reines, amélioration de
la gestion sanitaire des ruchers, utilisation de produits naturels a activité antifongique tels que des
huiles essentielles (Kloucek et al. 2012) ou de microorganismes (ex : Bacillus subtilis) capables
d’inhiber la croissance d’A. apis (Sabaté et al. 2009).
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Des méthodes de stérilisation peuvent étre utilisées pour diminuer la charge des spores d’A. apis
dans les ruches car elles peuvent persister plusieurs années dans le pollen, la cire ou le miel
(Aronstein et Murray 2010).

Il est également important de choisir un lieu ensoleillé pour 'emplacement du rucher, de vérifier la
ventilation des ruches, la qualité de I'alimentation qui est apportée dans les colonies, de renouveler
les vieux cadres qui peuvent étre contaminés par des spores. Dans le cas de forte infection, un
transvasement de la colonie peut étre envisage.

¢ Réglementation sur la maladie

Aucune

3.1.1.2.4 Parasites

3.1.1.2.4.1 Varroa destructor

e Parasite
Varroa destructor
e Maladie

Varroase, varroatose ou varroose
e Historique de la découverte

La premiére espece de Varroa, Varroa jacobsoni Oudemans, a été décrite au début du XXéme
siécle, en Indonésie, sur des abeilles de I'lle de Java de I'espéce Apis cerana. Une autre espéce,
Varroa destructor originaire du Sud-Est Asiatique (Anderson et Trueman 2000), s’est rapidement
développée sur son nouvel héte Apis mellifera et est aujourd’hui considérée comme la menace la
plus importante pour les abeilles melliferes et une des causes majeures de leur déclin (Le Conte et
al. 2010).

e Evolution de larépartition géographique, actualité

Le phénoméne d’adaptation de I'acarien a Apis mellifera s’est opéré vraisemblablement au cours
des années soixante, a la suite de 'augmentation progressive des populations d’A. mellifera, en
Asie, dans un but d’amélioration de la productivité des colonies d’abeilles asiatiques et a partir d’'un
nombre trés limité de Varroa (Solignac et al. 2005). Le transport d’essaims infestés, d’'une part, et
les échanges entre apiculteurs, d’autre part, ont entrainé la dissémination de cet agent pathogéne a
travers le monde. Aujourd’hui, la varroose touche I'ensemble de la planéte a I'exception de
I'Australie. En France, la premiére observation de colonies d’abeilles infestées par Varroa a été faite
en 1982 (Colin et al. 1983).

e Description morphologique et moléculaire

Varroa destructor est un acarien parasite de I'abeille adulte ainsi que des larves et des nymphes. I
est retrouvé chez les ouvriéres, les males et rarement chez les reines. La présence de couvain est
nécessaire pour son développement. Il présente un dimorphisme sexuel facilement observable a
'age adulte. Les femelles sont de couleur brune et mesurent de 1 & 1,8 mm de long sur 1,5 a 2 mm
de large. Les males sont blanc jaunatres et mesurent 0,8 mm de diamétre. Seule la femelle, en
perforant les téguments de I'abeille, se nourrit de 'hémolymphe. De forme aplatie, Varroa posséde
huit pattes trés courtes et trés puissantes lui permettant de s’accrocher aux abeilles.

Le génome de ce parasite a été partiellement séquencé (Cornman et al. 2010).
e Maladie, manifestations cliniques, pouvoir infectieux/pouvoir pathogéne

Le cycle de développement de cet ectoparasite se déroule essentiellement dans le couvain et dure
environ huit jours. Les femelles adultes envahissent les alvéoles de couvain quelques heures avant
leur operculation par les ouvrieres (Beetsma et al. 1999). Environ 60 heures aprés I'operculation, la
femelle acarien pond son premier ceuf qui donnera naissance a un male, les ceufs suivants
donneront naissance a des femelles. La durée d’operculation du couvain d’ouvriére d’A. mellifera
permet la production d’environ deux femelles Varroa matures et celle du couvain male la production
de trois a cing femelles matures (Martin 1998; Rosenkranz et al. 2010). Le male féconde les
a

femelles a lintérieur de l'alvéole operculée. Le parasite se nourrit de I'hémolymphe des stades
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immatures et des adultes. L’infestation par V. destructor est extrémement dommageable aux
colonies d’abeilles domestiques (Bailey et Ball 1991). Les principaux effets délétéres sont causés
par les femelles reproductrices qui, en se nourrissant de 'hémolymphe, affaiblissent les larves, les
nymphes et les ouvriéres, ce qui se répercute sur la colonie toute entiére (Kanbar et Engels 2003).
Cet acarien est également vecteur d’autres agents infectieux, notamment de nombreux virus. Il peut
étre lui-méme infecté par un virus spécifique (VDV1) mais non connu pour étre pathogene des
abeilles (Ongus et al. 2004; Zhang et al. 2007), sachant que des recombinants entre le VDV1 et le
DWYV existent (Moore et al. 2011). Une grande partie des signes cliniques observés au sein des
colonies semble étre liée aux infections transmises, plus qu’a linfestation elle-méme (Ball 1985;
Glinski et Jarosz 1995). Par ailleurs, Benoit et al. (2004) ont mis en évidence la capacité de
V. destructor a véhiculer des microorganismes tels qu’Aspergillus sp. et Penicillium sp. dans les
colonies d’abeilles domestiques. L’acarien est aussi considéré comme un vecteur potentiel de la
maladie du couvain pétrifié et/ou de la maladie du couvain platré (Benoit et al. 2004; Liu 1996).

Les conséquences de l'infestation sont, notamment :
e une réduction en poids et en volume de 'hémolymphe (Romaniuk et Wawrzyniak
1991; Yang et Cox-Foster 2007) ;
e un sous-développement des glandes hypopharyngiennes (De Jong et al. 1982) ;
¢ une diminution de la longévité (Amdam et al. 2004a; Ellis et Delaplane 2009; Kovac
et Crailsheim 1988) ;
e une activité de butinage précoce des ouvriéres dans leur cycle de vie (Janmaat et
Winston 2000b) ;
e une altération de [l'ontogenése et de I'expression des glycoprotéines des
spermatozoides (Marti et al. 1996).
En outre, il a été démontré une action immunosuppressive de l'infestation par ce parasite sur les
abeilles émergentes (Yang et Cox-Foster 2007; Yang et Cox-Foster 2005). Des effets, liés a la
synergie ou l'association avec d’autres agents pathogénes (autres acariens, bactéries, virus et
champignons), peuvent également apparaitre potentiellement en lien avec cette
immunosuppression (Gregory et al. 2005; Yang et Cox-Foster 2005).
De maniére générale, pour un rucher fortement infesté, un important taux de mortalité hivernale
(Amdam et al. 2004a) est constaté ainsi que la perte de nombreuses colonies (Caron et al. 2005;
Faucon et al. 2002; Morse et Goncalves 1979; Oldroyd 2007; Wenning 2001). Aux Etats-Unis, une
part importante des mortalités de colonies serait la conséquence de l'action de l'acarien Varroa
destructor en association avec des attaques virales (Johnson 2007).
Les femelles Varroa vont pouvoir étre disséminées dans la ruche et les ruches avoisinantes en
s'accrochant aux ouvriéres et aux males.

e Situation de co-infections/co-exposition

Les colonies infestées par Varroa sont souvent co-infectées par d’autres agents infectieux (autres
acariens, bactéries, virus et champignons), en particulier certains virus tels que le DWYV, le KBV,
'ABPV ou le SBV, connus pour, ou supposés étre transmis aux abeilles par cet acarien. De plus,
action immunosuppressive de Varroa amplifie le développement de ces virus et leurs effets
(Gregory et al. 2005; Yang et Cox-Foster 2005). Ainsi, des taux plus importants de virus sont
retrouvés dans les colonies fortement infestées par Varroa.

e Traitement, contr6le et méthodes de prévention

Plusieurs méthodes de lutte sont utilisées mais il est actuellement impossible d’éradiquer totalement
cet ectoparasite. L'objectif est de diminuer le taux d’infestation par Varroa destructor a un niveau
« supportable » pour la colonie. Il existe trois types d’acaricides pour lutter contre Varroa
(cf. paragraphe 3.1.2.5): les molécules organiques de synthése (tau-fluvalinate, amitraze ou
coumaphos), les produits naturels a base de thymol et les acides organiques (acide formique, acide
oxalique). L'usage du coumaphos n’est pas autorisé en apiculture en France. Une autre approche
de lutte anti-Varroa vise a sélectionner des colonies résistantes a ce parasite (Rinderer et al. 2014).
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e Réglementation

C’est un danger sanitaire de deuxieme catégorie (arrété ministériel du 29 juillet 2013) en France et
une maladie inscrite sur la liste OIE et sur la liste B des maladies pouvant faire I'objet d’'une
surveillance au niveau Européen (directive CEE/92/65 du Conseil du 13 juillet 1992 Annexe B).

3.1.1.2.4.2 Acarapis woodi

o Parasite
Acarapis woodi
¢ Maladie

Acariose des trachées ou acarapidose
e Historique de la découverte

L’'acariose des trachées a été associée a la « Maladie de I'lle de Wight » (Rennie 1921), une
maladie des abeilles s’Taccompagnant de pertes extrémement élevées apparue en 1904 sur l'lle de
Wight (Royaume-Uni). En 1906, environ 90 % des colonies d’abeilles de l'lle en auraient été
atteintes et en 1918, les pertes de colonies dans I'ensemble des iles britanniques ont été estimées a
90 % (Borchert 1970; Sammataro et al. 2000). Bailey (1961) signale que les conditions de récoltes
et de climat défavorables, ainsi que les pratiques apicoles désastreuses liées a la situation
d’instabilité et d’insécurité de la premiére guerre mondiale ont favorisé le développement de cette
acariose. Toutefois, selon Bailey, cette maladie ne serait pas uniquement liée a l'acarien des
trachées. D’apres l'analyse des données sanitaires apicoles obtenues sur llle de Wight, de
nombreuses autres maladies auraient contribué a cette situation, avec, parfois, des signes cliniques
analogues. En effet, les signes cliniques décrits pour cette maladie sont aussi trés proches de ceux
décrits pour la paralysie chronique, maladie d’origine virale (Ball et Bailey 1997; Ribiére et al. 2008).
La maladie de I'lle de Wight serait donc mortelle, de nature infectieuse et provoquée par différentes
causes, dont A. woodi fait partie (Borchert 1970; Wilson et al. 1997).

e Evolution de larépartition géographique, actualité

La distribution géographique d’A. woodi est mondiale, a I'exception de I'Océanie (Wilson et al.
1997). A l'instar de la varroose, I'acariose est dommageable a I'apiculture.

Depuis sa premiére identification aux Etats-Unis, en 1984, A. woodi a été responsable de la perte
de dizaines de milliers de colonies et d’'un préjudice estimé a plusieurs millions de dollars
(Delfinado-Baker 1984). En 1989, un échantillonnage d’abeilles auprés de 55 apiculteurs a permis
de mettre en évidence, d’'une part, la présence de A. woodi dans 50 % des échantillons et, d’autre
part, une relation significative entre I'impact de cet acarien et la mortalité hivernale (Frazier et al.
1994). Sa présence est actuellement hypothétique dans les ruchers en France et les traitements
acaricides réalisés contre Varroa ont fait baisser sa prévalence dans les colonies d’abeilles.

e Description morphologique et moléculaire

Acarapis woodi est un acarien parasite spécifique de l'abeille domestique qui vit et se reproduit au
niveau de l'appareil respiratoire, principalement dans la premiére paire de trachées thoraciques. I
est capable de parasiter les 3 castes d’abeilles adultes (reine, ouvriéres et méles). De couleur
brune, il mesure environ 150 ym et est donc invisible a I'ceil nu. Il posséde un appareil buccal
muni de mandibules fines et pointues lui permettant de perforer la paroi trachéale pour se nourrir de
’'hémolymphe.

e Maladie, Manifestations cliniques, pouvoir infectieux/pouvoir pathogéne

L’acariose est une maladie de I'abeille adulte. Elle se traduit cliniuement par une nécrose de la
trachée qui prend un aspect noir caractéristique de linfestation. L’acarien envahit une partie du
systeme respiratoire (notamment, la premiere paire de trachées). Il perfore la paroi des trachées
d’A. mellifera pour se nourrir de son hémolymphe, entravant parfois sévérement la respiration de
'héte. Alors que tous les stades de développement (cycle de développement d’environ quatorze
jours) d’A. woodi se déroulent a lintérieur des voies respiratoires, les femelles reproductrices
guittent la trachée pour parasiter une nouvelle abeille adulte (Morgenthaler 1933). A. woodi ne survit
que quelques heures a l'extérieur des trachées, une transmission par contact direct entre les
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abeilles adultes est donc nécessaire (Pettis et al. 2007), et tout confinement prolongé des individus
de la colonie, notamment, lors de conditions climatiques défavorables, est propice a la transmission
de l'agent pathogéne.
Les signes cliniques, sur les abeilles adultes, dépendent du nombre de parasites présents dans les
trachées et sont le plus souvent attribués aux dommages mécaniques et aux perturbations
physiologiques liés a I'obstruction de la premiére paire de trachées.
Les symptdmes de l'infestation de la colonie n'apparaissent que lorsque le nombre de parasites
dépasse un seuil critique et arrive a obstruer les trachées respiratoires des abeilles, généralement,
au début du printemps. Ceux-ci se traduisent par :
v des abeilles paralysées ou/et incapables de voler (Faucon 1992; McMullan et Brown
2006) ;
v un raccourcissement de la durée de vie des abeilles (Bailey et Ball 1991; De Guzman
et al. 2005; Gary et Page 1989) ;
v'une mortalité d’adultes (au printemps) supérieure a la mortalité naturelle (Bailey et
Ball 1991; Otis et Scott-Dupree 1992; Root 1990) ;
v' une forte mortalité hivernale en particulier dans les régions tempérées (Bailey 1958;
De Guzman et al. 2005; Phibbs 1996) ;
v une diminution de la production de couvain et de miel (Eischen et al. 1989; Eischen
1987; McMullan et Brown 2006).
Outre son action spoliatrice et traumatique, A. woodi serait également susceptible de transmettre
des virus a l'abeille domestique (notamment le virus de la paralysie aigué de l'abeille - ABPV)
(Shimanuki et al. 1994).
Certains signes cliniques observés lors du syndrome de I'effondrement des colonies (CCD) aux
Etats-Unis semblent trés proches de ceux de la « Maladie de I'lle de Wight » (vanEngelsdorp et al.
2007), mais le CDD n’a pas été corrélé avec cette parasitose.

e Situation de co-infections/co-exposition a d’autres facteurs de stress
Lors de la piqlre, I'acarien pourrait inoculer certains agents infectieux, en particulier des virus.
o Détection

L’acariose ne peut étre détectée qu’en laboratoire. La détection d’Acarapis woodi se fait par
observation au microscope des trachées apres dissection. Un test immunologique par ELISA a été
développé (Grant et al. 1993). Des approches de PCR ont plus récemment été mises au point
(Cepero et al. 2015; Kojima et al. 2011).

e Thérapie, contrbéle et méthodes de prévention

Des produits naturels a base d’acide formique, de menthol ou de thymol ou des produits de
synthése (amitraze en fumigation) peuvent étre utilisés pour lutter contre I'acariose des trachées
(Underwood et Currie 2004). Les traitements acaricides pour lutter contre Varroa destructor ont
également eu pour conséquence une diminution de la prévalence d’Acarapis woodi et donc de cette
acariose.

e Réglementation

Cette maladie est inscrite sur la liste de 'OIE (OIE 2015), et sur la liste B des maladies pouvant faire
I'objet d’une surveillance au niveau Européen (directive CEE/92/65 du Conseil du 13 juillet 1992).

3.1.1.2.4.3 Crithidia mellificae

Crithidia mellificae est un protozoaire flagellé du genre Trypanosoma, parasite de I'abeille mellifere
ayant été décrit pour la premiére fois en 1967 en Australie (Langridge et McGhee 1967). Il présente
cependant une large distribution puisque depuis il a été identifié un peu partout a travers le monde
(Etats-Unis, Europe et Asie).Quarante ans aprés sa découverte et avec I'émergence de nouveaux
outils moléculaires de détection, des études ont rapporté une corrélation significative entre la
présence de Crithidia mellificae et la perte de colonies aux Etats-Unis et en Belgique (Cornman et
al. 2012b; Ravoet et al. 2013). Par exemple, les charges en C. mellificae étaient 6,15 fois plus
élevées dans les colonies atteintes de CCD que dans les colonies non atteintes dans I'étude menée
aux Etats-Unis. Par contre, aucun lien entre l'apparition de CCD et la prévalence du parasite n'a été
observé (Cornman et al. 2012b). En Belgique, une prévalence légerement supérieure du parasite a
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été observée dans les colonies mortes au cours de l'hiver (81,3 %) par rapport aux colonies
survivantes (71,3 %) (Ravoet et al. 2013). De plus, les abeilles étaient souvent co-infectées par C.
mellificae et Nosema ceranae (Ravoet et al. 2013; Runckel et al. 2011). Le pouvoir pathogene de C.
mellificae n'est pas encore bien connu, mais une étude en laboratoire a identifié la réponse
immunitaire de l'abeille a ce parasite (Schwarz et Evans 2013). En France, ce parasite n’est pas
recherché actuellement et la maladie n’est pas réglementée.

3.1.1.2.5 Prédateurs : frelon asiatique
e Agent biologique
Vespa velutina Lepeletier 1836/ Frelon asiatique, Frelon a pattes jaunes / Yellow-legged hornet/pas
d’abréviation
e Historique de la découverte

Espece introduite en France, signalée pour la premiére fois en 2004 dans le Lot-et-Garonne
(Haxaire et al. 2006).

e Evolution de la répartition géographique, actualité

Son aire de répartition d'origine va de I'Afghanistan a I'Est de la Chine, I'Indochine et I''ndonésie
(Villemant et al. 2011). Depuis sa premiére observation en 2004 dans le Sud de la France, il a
colonisé progressivement la majorité du territoire frangais et le Nord de I'Espagne. La répartition
actuelle est suivie par des campagnes de signalement sur I'ensemble du territoire, coordonnées par
le MNHN (site web de 'INPN™ pour la situation mise a jour). Une vingtaine d'autres espéces de
frelons exotiques sont susceptibles d'étre importées accidentellement en Europe et de s'implanter
(revue dans Beggs et al. (2011)). Comme pour toutes les espéces potentiellement invasives, la
réussite locale effective d'un taxon est imprévisible. Elle dépend de ses caractéristiques propres
comme des capacités d'accueil des écosystemes d'arrivée.

e Description morphologique et moléculaire

De taille inférieure au Frelon d’Europe (Vespa crabro), il possede une coloration différente
(dominante noire, orange et liseré jaune sur 'abdomen, face orange, extrémité des pattes jaunes)
(Rome et Villemant 2011).

e Troubles observés

Prédateur des colonies, il s’attaque aux butineuses a proximité de la planche d’envol, puis au
couvain si la configuration de la ruche le permet.

L’effet sur les colonies d’abeilles est direct, lié a la prédation, et indirect, lié a la menace sur les
butineuses par des frelons en vol stationnaire a proximité de la ruche ou des ressources (Arca et al.
2014; Monceau et al. 2013). La menace peut ainsi avoir un effet disproportionné sur le butinage.
Des essais expérimentaux sur les abeilles Apis cerana ont montré que les abeilles restreignent le
butinage de 55 a 79 % sur des ressources ou les prédateurs sont présents (Tan et al. 2013).

Les colonies de Vespa velutina ne survivent pas a I'hiver. Les femelles fondatrices quittent la colonie
en fin d'été, sont fécondées, survivent seules a 'hiver dans des anfractuosités. Elles élévent un petit
nombre d'ouvriéres qui construisent ensuite un nid de plusieurs milliers d’individus. Celui-ci est bien
souvent difficile a détecter en saison, car masqué par les frondaisons®®.

e Détection

Les criteres de diagnose des ouvriéres et des nids sont publiés par le Museum national d’histoire
naturelle - MNHN*".

Il n’existe pas de mention de Vespa velutina pour l'instant a 'OIE, mais comme cet organisme n'est
pas susceptible d'étre véhiculé par des animaux vivants ou des produits d'origine animale, il n'y a
pas de raison de mettre en place des dispositifs de certification sanitaire comme pour Tropilaelaps
par exemple.

15 Inventaire national du patrimoine naturel
16 Feuillages d'un arbre
7 http://inpn.mnhn.fr/docs/Vespa velutina/Fiches ldentification_Vespa velutina MNHN.pdf
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La progression de l'espece sur le territoire frangais est suivie par un réseau d'observateurs
volontaires.

e Mesures de lutte et de prévention

Du fait de la difficulté de détecter les femelles fondatrices, les méthodes de lutte ne peuvent viser
que les prédateurs a proximité de la ruche (mais le piégeage sélectif est encore peu efficace). La
destruction d'un nid pendant la saison, lorsqu’il est accessible, résout ponctuellement les attaques,
jusgu’a une nouvelle installation (Beggs et al. 2011).

¢ Réglementation sur la maladie

Le frelon asiatique est classé danger sanitaire de catégorie dans I'arrété ministériel du 29 juillet
2013. Son introduction est interdite sur le territoire national (il est absent dans les Départements et
Territoires d'Outre-mer) (arrété du 22 janvier 2013 interdisant sur le territoire national I'introduction
de spécimens du frelon a pattes jaunes Vespa velutina).

2éme

3.1.1.3 Portage asymptomatique

Lorsqu'une colonie présente des signes cliniques donnés, le diagnostic étiologique repose sur
l'identification et la quantification de l'agent causal dans la colonie et dans son environnement
(rucher, autres sources de contamination). Le diagnostic va aussi tenter de faire la différence entre
des contaminants saprophytes et les agents trés virulents (par exemple entre Paenibacillus alvei,
saprophyte, et Paenibacillus larvae, I'agent de la loque américaine). Aujourd'hui, ceci se fait
frequemment par détection et quantification moléculaire (techniques de biologie moléculaire).
L'interprétation d'un résultat d'analyse de laboratoire nécessite donc une bonne connaissance du
« paysage microbiologique et parasitaire » dans lequel vit la colonie.
Chez les abeilles, la plupart des agents infectieux sont peu ou pas virulents. lls persistent a bas bruit
dans certains ruchers sans provoquer de troubles, mais ils peuvent peser sur les performances
zootechniques (Evans et Schwarz 2011). On peut souhaiter déterminer I'état sanitaire d’'une colonie,
de fagon a choisir les meilleures techniques apicoles visant a réduire ce portage, le cas échéant.
Dans ce cas, il est intéressant de comparer les associations d’agents infectieux, qui se
potentialisent parfois, avec les indicateurs de la force de la colonie, qui sont le reflet des impacts
subcliniques.
Si un état infectieux a bas bruit peut étre bien supporté par la colonie, un cofacteur (toxique,
météorologique, etc.) peut rompre cet équilibre et entrainer I'apparition de symptémes et de la
mortalité. Par conséquent, il faut connaitre la situation normale pour évaluer le risque entrainé par
une perturbation.
Les études de prévalence disponibles actuellement sur les agents infectieux de I'abeille reflétent la
diversité de contextes dans lesquels on cherche a connaitre le portage asymptomatique. Les
objectifs poursuivis par les différentes équipes sont eux-mémes tres diversifiés. Ce paragraphe
propose une synthése de ces études de prévalence afin de répondre a différentes questions sur :
e les agents infectieux détectés dans les colonies asymptomatiques, leurs associations
éventuelles et le statut du rucher dans lequel ils sont identifiés ;
¢ les charges infectieuses trouvées a un moment donné ;
e la fréquence de détection d’agents infectieux. En raison du cycle de vie des colonies, la
saison doit étre prise en compte ;
e les variations géographiques ;
o ['éventuel caractére prédictif d’un risque ultérieur en cas de présence d’agents infectieux
dans les colonies a un instant t et, dans I'affirmative, le mécanisme probable.
Dans le Tableau 2 sont compilées les informations issues d'études (présentées dans le Tableau 3) sur
les agents infectieux des colonies asymptomatiques en Europe. Certaines de ces études combinent
plusieurs des questions ci-dessus.
VanEngelsdorp et al. ont passé en revue les criteres de qualité méthodologique pour les études
épidémiologiques en santé de I'abeille (vanEngelsdorp et al. 2013a). Il faut étre vigilant sur le terme
de prévalence, utilisé indifféremment par les auteurs pour l'infection asymptomatique (prévalence de
I'infection) et la survenue de troubles (prévalence de cas de maladie, avec une définition précise du
cas). Dans le Tableau 3, le taux de prévalence de I'agent infectieux (Al) observé dans la population
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de colonies ou de ruchers sans symptémes (P.s,_Al) permet, ou non, selon le type d'étude, une
généralisation pour toute la zone d’étude. Les limites méthodologiques de chaque étude seront
détaillées ci-dessous.

Les informations issues de ces études permettent de proposer des recommandations en termes
d'échantillonnage pour quatre types d’enjeux :

le diagnostic étiologique de troubles,

le dépistage des agents épizootiques et la qualification de zones indemnes,

la gestion zootechnique de I'état infectieux,

la standardisation des essais d'évaluation des produits phytopharmaceutiques avant et apres
homologation.

3.1.1.3.1 Agents infectieux et parasitaires trouvés dans les colonies
asymptomatiques. Statut du rucher. Agents associés

Le Tableau 2 (2a et 2b) recense la majorité des agents infectieux et parasitaires connus pour circuler
actuellement en Europe, et détectés dans les études listées dans le Tableau 3. Seules des études
européennes récentes (échantillonnage postérieur a 2002) ont été passées en revue.
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Tableau 2 :Agents infectieux et parasitaires circulant en Europe

Tableau 2a : Agents bactériens et parasitaires circulant en Europe

10,2 % PCR (/363) (Q)

Varroa Paenibacillus larvae Me}l)llsustzc,::;:l::us Nosema apis Nosema ceranae n?gﬁ%g’;
0, 0
Fréquence dans les 99 % (118) (A) 76 % (118) (A) 2 _/"Sglzz /(261)) 8 QN%S/(‘;rg;i)p(;\)1 380% (24) )
ruchers (/N) 35-50 % (/24) (B) 23-40 % (/24) (B) 18-29 % (/24) (B) 33 % (19) (K) N. ceranae 38 % (9) (K)
(référence) 70 % (/27) (J) 14 % (/7) (H) 8 15°°/ " ’
-15 % (/456) (M) 40 % (/456) (M)
5 % (/90) (A)
3-60 % (/120) (B) 71 % (/90) (A)
Fréquence dans les 66 % (/90) (A) 26 % (/90) (A) 5-15 % (/220) plus élevé au Nosema spp. 3-60 % (/120) (B)
colonies (/n) 15-24 % (/120) (B) 7-11 % (/120) (B) 3-8 % (/120) (B) printemps qu'en automne (G) 65 % N. ceranae (/61) (K) 705 % (1363) (Q)
(référence) 51,16 - 62,12 % (/1931) (P) 82 % (/73) (J) 4% (I7) (H) 8 % N. apis (/61) (K) 3,02 - 14,46 % (/2278) (P) ’
non-détecté (/1073) (P) | non-détecté (/1073) (P) | 5,4-18,9 % (/2278) (P) 50 % (/456) (M)
8-15 % (/456) (M) 92,6 % PCR (/363) (Q)

Abondance (unité

2-20 (individus/jour*colonie) (C)

10°- 108 (copies de

107'-1 (copies de géne/abeille)
(A)

1072 - 105 (copies de géne/abeille)
(A)
2.10* - 2. 107 (spores/abeille) (B)

N. ceranae (/363) (Q)
BQCV (L)

de 12112 (individus/100 abeilles | géne/abeille) (A) 1106 (copies de Nosema spp. cf. ci-contre (B) différences significatives selon
mesure/échantillon) | d'une colonie) (P) 6.10* spores/100 abeilles | génelabeille) (A) 24.10° - 16 10 spores/abeille saison (RT-PCR abondance
(référence) 0-500 individus/semaine (Q) ) (K) relative) (C)
105-10° spores/abeille (Q) 24 10° - 16 10° spores/abeille (K)
105-10° spores/abeille (Q)
N. ceranae (K) (P) N. apis (K) (P)
0, i 1 0, 1 1 H

Cooceurrence DWV, ABPV, SBV (P) M. plutonius (B) P. larvae (B) 8,8 % de co-infection avec 8,8 % de coinfection avec N. apis

(1363) (Q)
ALPV, VAMLV (Q)

A: (Mouret et al. 2013) ; B : (Chauzat et al. 2010) ; C : (Dainat et al. 2012b) ; D : (Antunez et al. 2012) ; E : (Baker et Schroeder 2008) ; F : (Tentcheva et al. 2004) ; G : (Gisder et al. 2010) ; H :
(Forsgren et al. 2005) ; | : (Gauthier et al. 2007) (mémes échantillons que F, mais charges virales) ; J : (Lindstrom et Fries 2005) ; K : (Chauzat et al. 2007), détail Nosema apis et N. ceranae de
Chauzat et al. (2010) ; L : (Berényi et al. 2006) ; M : (Martin-Hernandez et al. 2012) ; O : Beenet 2011-2013 ; P : (Hedtke et al. 2011) ; Q : (Ravoet et al. 2013) ; R : (Genersch et al. 2010) ; S :
(Belloy et al. 2007)
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Tableau 2b : Agents viraux circulant en Europe

DWV ABPV KBV IAPV CBPV BQCV SBV vdvi
Fréquence dans les | %% (A 14322((/1283))(@) 75 % (118) (A) 90 % (118) (A) 83% (18) (A) | 85% (118) (A)
100 % (/23) (E) 0 17% (/36) dans 0 28 %(/36) dans 86 % (/36) dans | 86 % (/36) dans o
ruchers (IN) . 58 % (/36) dans . 65 % (/18) (A) . . . 94 % (/18) (A)
cex 97% (/36) dans adultes, 94 o adultes, 6 % pupes adultes, 0% dans adultes, 23 % adultes, 80 % dans
(référence) 0 adultes, 23 % dans
% dans pupes (F) (F) pupes (F) dans pupes (F) | pupes (F)
pupes (F)
84 % (/90) (A)
56 — 100 % (/456) (C) 4% (190) () 52 % (/90) (A) 56 % (/90) (A)
Fréquence dans les | 6-19 % (D) 0 o o 10% (C) 1% (C)
colonies () | 97 % (69) (E) ;if"/(/‘t%e‘a))ég)) o /(jégo()E()A) 249 (190) (A) %47/? /gg‘;fg(A) 14%(69) () | 1.4 % (169) (E) 56 % (190) (A)
(référence) 97 % (1360) sauf Ouessant | 39°0/ (1445) (P) ° ° 2-75%selon | 67 % (/360) (F)
(F) oI saison (F) 0,9 % (/445) (P)
26,29 % (/445) (P)

Abondance (unité de
mesure/échantillon)
(référence)

1-108 (copies de
gene/abeille (A)

10%-10° (copies de
géne/abeille) (C)

10° - 1010 copies/abeilles (1)

102-10° (copies de
gene/abeille) (A)
105-108 (copies de
gene/abeille) (1)

10*- 108 (copies de
gene/abeille) (A)
105-1010 (copies de
gene/abeille) (1)

10% - 108 (copies
de géne/abeille)
A)

13-25 % (C)

_

1072 - 108 (copies de
géne/abeille) (A)
Abondance relative
selon saisons (B) ;
10%-10" copies de
géne/abeille (1)

1-108 (copies de
géne/abeille) (A)
10%-108 copies de
géne/abeille (1)

107107 (copies de
geéne/abeille) (A)
105-1010 copies de
geéne par abeille (1)

102 - 108 (copies de
géne/abeille) (A)

BQCV, IAPV (D)

r . autres virus (L) autres virus (L) . . DWV, IAPV (C)
Co-infection avec BQCV KBV SBV (M) DWV, SBV (P) autres virus (L) autres virus (L) LSV (Q) DWV (P)
ABPV, SBV (P)
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* méme jeu d'échantillons

** méme jeu d'échantillons ou sous-échantillon d'un méme dispositif
méme jeu d'échantillons

*hk

MH = mortalité hivernale
MS = mortalité en saison
Asy = présence de I'infection sans symptomes
Inf = = présence de 'infection avec ou sans symptdmes

Asyq = quantification de la charge infectieuse sans symptomes
LA = loque américaine ; LE = loque européenne ; Na = Nosema apis ; Nc = Nosema ceranae
Régions biogéographiques : Atl = atlantique ; C = continental ; Med = méditerranéen ; Alp = alpine ; Bor = boréale

Se Sp VPP VPN : sensibilité, spécificité, Valeur Prédictive Positive, Valeur Prédictive Négative

Tableau 3 : Etudes de prévalence des agents infectieux et parasitaires en Europe

Etude Région Cas Agents Conception du Type Durée Variables associées Statistique Incertitude Nombre de Nombrg de Echantillons Variables de_force des
protocole ruchers colonies colonies
A France MH, As hg hEc Observationnel | Cohorte | 042009 |y - gy - pgyq) | Prevalence Asy; univarié Non 18 90 Abeilles cadre Notation Liebefeld
Ouest (At) +Asya B 0312010 Y RSy paramétrique
MH, MS, LA, | LA, LE, MH =f (inf année

N France entiére LE, Nosema sp, ) 03/2002- | précédente) Odds Ratio ; modéle Abeilles cadres taille populations

B (Atl, C, Alp, Med) | Acarapisose, | Varroa, Observationnel el 10/2005 | Nb d'abeilles = f (inf, linéaire mixte Non 2 120 + couvain adultes et couvain
couvain platré | Acarapis pratiques)
MH, Asyq, | Varroa, 08/2007- MH=f (Varroa, virus, | t-tests bilatéraux, Kruskal-
c Suisse, Berne (C) | Quantification | 8 Virus, Expérimental Cohorte 0212008 Nosema, saison, Wallis, analyse de survie, sans objet 1 29 Abeilles cadre Liebefeld
immunité Na, Nc Immug) modéles linéaires mixtes
. Espagne (Med, . . 03/2006- Prévalence virus=f . .
D Alp, Atl) Asy 6 virus Observationnel | Transversale 1112007 (saison., autre virus) Chi2 Non 456 456 Abeilles cadre Non
E Angleterre sud Asy 6 virus Observationnel | Transversale 09- Historique de Varroa non non 23 69 Abeilles cadres non
ouest (Atl) 10/2006
Prévalence virus/Varroa Adultes,

N France entiére | Asy, Infection | 6 Virus, . 03/2002- | =f(Prévalence virus . pupes, (3

F (Atl, C, Alp, Med) de Varroa | Varroa Observationnel Cohorte 10/2002 adultes saison Chi2 Non 36 360 saisons) varroa Non
précédente) (automne)
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Allemagne nord 03/2005- Prévalence Nosera = AdUItrelJScLan e
G* 9 MH, Asy Na, Nc Observationnel Cohorte f (saison) ; MH=f Non 22 220 . Non
est (C) 04/2009 (Noserma) (printemps),
adultes cadre
Comparaison
- entre colonies larves malades
H Suisse (C, Alp) LE clinique, LE Observationnel | avec ou sans NA.‘ en infLE Chi2 Non 12 92 et saines d'un Non
AsyLE N saison R .
symptomes, méme couvain
méme lieu
Variabilité Adultes
. France entiére . ) saisonniere | 03/2002- . Mann-Whitney, ANOVA ” ;
(At], C. Alp, Med) Asyq Virus Observationnel des charges | 1012002 saison, stade par rangs ? range 36 360 sz)sisns‘ Non
virales
Comparaison
Suéde centre LA dlinique entre colonies NA. en InfLA ; Se Sp VPP Adultes de
J aue, 1 A Observationnel | avec ou sans s VPN ; couvain vs. Test de Wilcoxon Non 59 459 couvain, de Non
(Bor) AsyLA N saison
symptémes Hausse hausse
méme lieu
. France entiére . Subtypage et | 03/2002- | (proportion Na/Nc)/pos | Aggregation/exclusion co-
K (Atl, C, Alp, Med) Asy Na, Ne Observationnel co-infections | 10/2005 gold standard Nsp infection Non 9 o1 Adultes cadre Non
. 90 malades,
Affaiblissemen N. SPp-, Comparalspn 15 saines des
t, mortalité Malpighamoe enire colonies 01/2003- géographie mémes
L Autriche (C, Alp) . | ba,Acarapis, | Observationnel | avec ou sans N Non Non NA ouvriéres mortes Non
maladie noire, Varroa symptomes 01/2004 associations Al ruchers, 26
Asy Asyq Virus, Virusq méme lieu malade; .de
pays voisins
456 étude
transversal 456 étude
wx | Espagne (Med, N. apis, N. ) 03/2006- | région bioclimatique, Taux de Prévalence Ouipourle Tx | edont30 | transversale | abeilles cadre +
M Alp, Atl) InfNosema ceranae Observationnel Cohorte 11/2007 saison, année estimé Chi2 P étude dont 30 étude butineuses Non
longitudinal | longitudinale
e
InfNc,
’ InfDWVq, Nc, Varroa,
0 Italle,zv'(e(;,)AIp, InfABPVq, Inf | DWV, ABPV, | Observationnel Cohorte (112//22%1113 région (province) Non Non 23
CBPVq, BQCV
Infvarg
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prevcol(Al), modéle

MH, MS, Ascosphera 10/2004- | saison, année, IVarroa logistique Adultescadre
P** | Allemagne NE (C) | Couvain platré | apis, Varroa, | Observationnel Cohorte ! ’ ’ CB=f(Inf_var_saison, Oui 22 120 ’ Non utilisés
L ) 05/2010 Inc, INa . - . larves
clinique Na, Nc, Virus inf_nosema_saison_anné
e_propriétaire)
Varroa, Nc, MH= modele linéaire mixte abeilles de
Q Belgique (Atl) MH, Asy Na, Crithidia, | Observationnel | Transversale | 07/2011 Non prévalence Asy ; Chi2 oui 170 363 lanche d'envol non
Virus association entre Al P
MH, Asy, Varroa. N taille population,
R* Allemagne entiére Quotient s 51virlus Observationnel Cohorte 10/2004- exposition cultures Kruskall-Wallis 112123 596-1924 Adultes cadre, | Oui Nb de cadres d'abeilles
(Atl, C, Alp) affaiblissemen LpAp-, ’ 05/2008 intensives, résidus (selonles Al) | pain d'abeilles couverts
t hivernal pesticides
présence de LE clinique
o : Adultes de cadre
) . « Cas- dans la région, distance . .
S Suisse (C, Alp) AsyLE LE Observationnel Temoins » NA 3 une colonie malade Chi2 Sans objet 13 80 + adulte:s, de non
de LE planche d'envol
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Le spectre des agents infectieux visés par les études est trés variable selon I'objectif. Peu d'entre
elles sont a proprement parler des études observationnelles de prévalence ponctuelle ou de suivi
pluriannuel (« cross-sectional studies » ou « cohort monitoring ») (Antunez et al. 2012; Gisder et
al. 2010; Hedtke et al. 2011; Martin-Hernandez et al. 2012; Mouret et al. 2013; Ravoet et al.
2013)'. Ont été incluses une étude expérimentale (Dainat et al., 2012) et des observations
ponctuelles dans une zone (Berényi et al. 2006; Forsgren et al. 2005; Lindstréom et Fries 2005), car
elles apportaient une information sur le portage dans les colonies asymptomatiques au voisinage
de colonies malades.

Dans les colonies asymptomatiques ont été détectés :

e Varroa destructor, acarien identifiable facilement, sans confusion possible, mais avec des
méthodes de détection plus ou moins sensibles ;

¢ les agents de la loque européenne et de la loque américaine, souvent détectés lorsque des
méthodes moléculaires sont utilisées, mais difficilement détectables avec les méthodes
microbiologiques de référence de I'OIE. Celles-ci ont pour objectif de mettre en évidence
les spores ou les bactéries en culture pure. Elles sont peu sensibles en I'absence de signes
cliniques (larves filantes ou écailleuses) (Forsgren et al. 2005; Lindstrém et Fries 2005).
Par exemple, dans les études de cohortes allemandes (Genersch et al. 2010; Hedtke et al.
2011), aucun des deux agents n’a été détecté avec les méthodes du manuel de Standards
de I'OIE pendant cing ans ;

e Nosema ceranae et Nosema apis: la méthode du comptage de spores donne une
indication quantitative mais ne permet pas de distinguer ces deux especes. Il existe une
méthode PCR spécifique pour chaque espéce ;

e les virus DWV, ABPV, IAPV, KBV, SBV, CBPV, BQCV, VdV1 et d'autres récemment
découverts. Certains de ces virus sont génétiqguement proches, par exemple au sein du
complexe AKI (ABPV + IAPV + KBV) (de Miranda et al. 2010). Les méthodes PCR utilisées
doivent permettre de discriminer les espéces pour que les chiffres de prévalence soient
fiables (Gauthier et al. 2007). Certaines méthodes PCR donnent des résultats de charge
virale guantitatifs, d'autres ne permettent que de mesurer la présence ou l'absence du virus
(cf. paragraphe 3.1.1.2.2). Il est a noter que la plupart de ces virus ont un fort pouvoir
évolutif, et que des génotypes émergents (Maori et al. 2007a) peuvent ne plus étre
détectables s'ils ont évolué. On trouve fréquemment plusieurs virus simultanément dans un
méme rucher, une colonie, voire un individu.

Ravoet et al. (2013) trouvent de nombreuses coinfections, toutes classes d'agents infectieux
confondues, mais des associations significatives seulement entre Nosema ceranae et Varroa
destructor, ainsi que Crithidia mellificae. C. mellificae est un trypanosome connu depuis assez
longtemps, mais peu incriminé dans des épisodes pathologiques jusqu'a présent.

3.1.1.3.2 Fréquence dans les ruchers et les colonies. Aspects saisonniers et
géographiques

L'unité épidémiologique pour les études de prévalence peut étre le rucher (groupe) ou la colonie.

Dans plusieurs études, la dépendance entre colonies et ruchers n'est pas indiquée, c'est-a-dire
que les résultats publiés pour les colonies ne sont pas conditionnés au statut d'infection du rucher,
ou a linverse il manque le taux de colonies infectées par rucher (par exemple Genersch et al.
(2010)). On ne dispose donc pas de linformation d’agrégation des colonies positives, ce qui
engendre un fort risque de biais statistique pour la prévalence a I'échelle des colonies.

Parmi les 17 publications analysées, seul le dispositif espagnol d'échantillonnage (utilisé pour des
études de prévalence de virus et de Nosema spp.) présente un tirage au sort des unités
épidémiologiques, nécessaire pour une inférence sur le taux de prévalence asymptomatique réel
(avec un intervalle de confiance) (Antunez et al. 2012; Martin-Herndndez et al. 2012). Dans cette
derniére étude, une corrélation a pu étre montrée entre les prévalences de Nosema ceranae,

18 Et Rete Rurale Nazionale http://www.reterurale.it/flex/cm/pages/ServeBLOB.php/L/IT/IDPagina/1092
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Nosema apis et les variables « unité bioclimatique », « saison » et «année ». Les résultats
laissent a penser que Nosema apis est plus fréquemment présent en climat plus froid et contrasté
I'hiver. Sa prévalence est saisonniére (avec un pic au printemps), contrairement a Nosema
ceranae qui est présent toute I'année. Ceci est cohérent avec les connaissances sur la biologie de
cet agent infectieux et avec le suivi pluriannuel dans le nord-est de I'Allemagne, sur une cohorte de
colonies non randomisée (Gisder et al. 2010). Cependant, en Espagne, une seule colonie par
rucher a été analysée, ce qui engendre un risque d'erreur par défaut, c'est-a-dire une sous-
estimation du taux de détection des ruchers atteints. Ceci pourrait également expliquer en partie la
faible prévalence du DWV en Espagne par rapport aux autres pays européens ou ce virus est
pratiguement omniprésent. L'information sur la présence concomitante de Varroa n'est pas
disponible, alors qu'il est connu que Varroa non seulement facilite la transmission du DWV, mais
lui sert d'hdte et amplifie sa dynamique de population. On remarque que dans I'étude du nord-est
de I'Allemagne, ou la prévalence de DWYV est inférieure a 30 %, il existe une bonne observance
des traitements acaricides a l'automne et un taux d'infestation par Varroa relativement faible
(Hedtke et al. 2011).

La variable « région géographique » reflete a la fois les caractéristiques bioclimatiques de la zone
et la structure socioéconomique, notamment la densité de ruchers et les usages agricoles. Ainsi, il
est attendu que les prévalences varient selon le contexte bioclimatique et les ressources.

Les dispositifs de suivi pluriannuels allemand et italien sont des cohortes stratifiées représentatives
de la diversité géographique et démographique apicole de chaque pays (Genersch et al. 2010)".

Dans le Tableau 3, la région administrative de chaque étude est assortie de la région
biogéographique définie pour le continent européen (Figure  2) (source :
http://www.eea.europa.eu/data-and-maps/data/biogeographical-regions-europe-1 consulté le
20/02/2015), ce qui permet d’associer a chaque étude, le contexte bioclimatique correspondant.
L'étude espagnole montre qu'une discrimination biogéographique plus fine peut étre nécessaire,
avec des sous-classes, ou des variables d'altitude et de contraste saisonnier (Martin-Hernandez et
al. 2012).

Figure 2 : Régions biogéographiques transfrontaliéres dans I'Union Européenne
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En conclusion, ces études n'éclairent que partiellement la connaissance du « paysage infectieux
et parasitaire normal » des colonies d’abeilles dans les différents pays européens. Les chiffres
pour un méme agent infectieux ne sont pas comparables, en raison d'une grande disparité des
protocoles et de variables associées manquantes. Le projet Epilobee, mené dans 17 pays de
I'Union européenne, a permis néanmoins une standardisation des méthodes et des variables
associées. Son objectif premier est d'estimer la prévalence de mortalités en prenant en compte le
facteur saison et l'historique d'infection de l'année précédente. Il ne prend pas en compte
I'exposition aux pesticides, cependant son caractére randomisé assure a minima une
représentativité de I'exposition a des facteurs autres que biologiques. Pour cette étude, il
conviendra d’étre vigilant dans linterprétation des résultats des variables géographiques par
rapport a d'éventuels effets confondants entre le contexte bioclimatique et les pratiques agricoles.

Il est important de souligner la nécessité de validation des outils d’identification, de détection et de
quantification des agents biologiques pouvant impacter la santé des colonies selon les normes en
vigueur (ISO, AFNOR), ainsi que la nécessité d'harmonisation des méthodes selon les référentiels
en vigueur (exemple: OIE). La validation et I'harmonisation des diagnostics permettent de
conduire la surveillance avec des outils adaptés, dont la sensibilité, la spécificité et la
reproductibilité ainsi que les limites de détection et de quantification sont connues et dont
l'utilisation est harmonisée entre les laboratoires de références afin de conduire des études avec
des résultats comparables.

3.1.1.3.3 Aspects quantitatifs de charge infectieuse ou parasitaire en absence de
signes cliniques

Les études les plus récentes cherchent, au-dela de la détection des agents infectieux, a quantifier
la charge infectieuse et ses variations temporelles.

Différentes techniques d'analyse permettent d'obtenir des données quantitatives de charge
infectieuse ou parasitaire. Il est pourtant difficile de comparer les valeurs quantitatives d'une étude
a l'autre, en raison de nombreuses différences dans les seuils de détection ou le type d'échantillon
utilisé :

o le dénombrement direct: pour Varroa, Chauzat et al. (2010), Hedtke et al. (2011) et
Genersch et al. (2010) dénombrent les acariens phorétiques®™, i.e. attachés au corps
d'abeilles adultes, en ramenant éventuellement leur nombre a 100. Dainat et al. (2012b) et
Ravoet et al. (2013) comptent des Varroa tombés au fond de la ruche, avec ou sans
traitement acaricide, de facon journaliere ou hebdomadaire ;

¢ le comptage de spores : pour les organismes formant des spores, i.e. P. larvae, N. ceranae
et N. apis, le dénombrement de ces spores se fait selon les méthodes éprouvées de I'OIE.
Pour les Nosema, la méthode ne permet pas de discriminer N. ceranae et N. apis, les
résultats sont donc indiqués comme Nosema spp. (Riviere et al. 2013). Il est a noter que
I'étude de Berényi et al. (2006) mentionne N. apis dans ses résultats obtenus par cette
méthode, alors qu'il n'y a pas eu de sous-typage ultérieur ;

e PCR quantitative : pour tous les organismes, la PCR quantitative, qRT-PCR ou gPCR est
possible si on dispose d'un marqueur génétique spécifique. Elle est mise en ceuvre dans
les études de Mouret et al. (2013), Dainat et al. (2012b), Gauthier et al. (2007), Berényi et
al. (2006) pour les virus (pas de sous-typage de Nosema par méthode moléculaire) et
Beenet 2011-2013 sur les virus, les Nosema, P. larvae et M. plutonius. Le seuil de
détection est normalement plus bas que celui de la PCR directe et que le dénombrement
de spores pour Nosema. Cependant, parfois la gPCR n'est réalisée que sur les
prélevements qui étaient positifs au dénombrement de spores (Gisder et al. 2010). La
sensibilité de la méthode (nombre d'échantillons porteurs détectés positifs) est dans ce cas
limitée par celle du dénombrement de spores, car les échantillons faiblement infectés ne
sont pas soumis a l'analyse par la méthode la plus sensible.

20 Varroa fixé sur une abeille adulte
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En 'absence d’harmonisation des techniques et méthodes de détection et de quantification,
les données de gPCR ne sont pas comparables d'une étude a l'autre, méme quand une
calibration interne de la méthode a été mise en ceuvre. Celle-ci ne permet en effet que la
comparabilité de résultats au sein d'un méme protocole, car de nombreux parameétres
internes au laboratoire jouent sur la sensibilité de la détection. Ce point peut étre résolu par
la mise en place de méthodes harmonisées au travers d’essais inter laboratoires — EIL- (de
validation, EILV et d’aptitude, EILA). Actuellement, cette harmonisation n’en est qu’a ses
débuts avec la nomination en 2011 du Laboratoire de Référence de I'Union européenne
pour la santé de l'abeille dont I'une des missions principales est le développement, la
validation et I'narmonisation de diagnostics utilisés au sein des laboratoires nationaux de
référence (LNR) notamment. Cependant, au sein d’'une méme étude, ces outils permettent
d'observer en particulier les variations saisonnieres des charges infectieuses ou la
prédominance d'un agent sur l'autre en cas de coinfection. Dans le cas du DWYV, Dainat et
al. (2012b) mettent ainsi en évidence une dynamique saisonniére croissante du printemps
a l'automne, qui fait suite & un pic dans la population de Varroa en été. Ceci est lié au fait
que la transmission de ce virus est facilitée par Varroa, vecteur et h6te compétent pour le
DWYV (de Miranda et Genersch 2010; Sumpter et Martin 2004). Ces derniers auteurs ont
étudié par modélisation la dynamique saisonniére comparée entre le DWV, qui se multiplie
chez le vecteur Varroa, et 'ABPV, transmis par Varroa mais qui ne s'y multiplie pas. Le
différentiel quantitatif trouvé par Gauthier et al. (2007) pour ces deux virus et leurs
variations saisonniéres sont cohérents avec ce modéle de dynamique.

Parmi les virus, les charges virales rapportées, qui vont de 10 & 10" copies par abeille,
sont a prendre comme un ordre de grandeur et une mesure relative, au sein d'une méme
étude. Le virus DWV est rapporté comme le plus abondant dans toutes les études, pour les
raisons avancées ci-dessus. Il est a noter que Francis et al. (2013a) rapportent sur des
reines des niveaux similaires de titres viraux pour le DWYV et les virus du complexe AKI.

En lItalie, il existe un monitoring mis en ceuvre de fagon représentative sur tout le territoire
Ce suivi de colonies d’abeilles a été initié en 2009 par le projet Apenet auquel a succédé,
en 2011, Beenet®’. Il vise a étudier les interactions entre abeilles et environnement et a
suivre les mortalités et pertes de colonies en Italie. En 2012, il a concerné 303 ruchers
(97 en 2011) répartis sur I'ensemble du territoire détenant environ 3 000 colonies. Chaque
unité de monitoring inclut cing ruchers de 10 ruches chacun, suivis par un référent apicole.
Durant I'année, quatre visites sont effectuées dans les ruchers : (1) en fin d’hiver, (2) au
printemps-été, (3) en fin d’été-début d’automne et (4) avant hivernage. Chaque visite
comprend I'examen des paramétres suivants : santé de la colonie, alimentation, nombre
d'abeilles et de couvain, age de la reine, climat, le contexte paysager. Au cours des 1% et
3°™® visites, des échantillons de pain d’abeilles et des abeilles vivantes sont prélevés et font
l'objet de recherche de pesticides, d’agents infectieux (Nosema, virus et, lors de la
troisieme visite, Varroa), et d’analyses nutritionnelles (protéines brutes dans le pain
d’abeille). Ces données sont ensuite collectées et analysées. Ce suivi donne des résultats
cohérents avec les données sur Varroa et le DWV, au printemps et a l'automne.

On peut illustrer la difficulté de comparer les résultats de dénombrement entre les études par
l'agent de la loque européenne, M. plutonius (cf. paragraphe 3.1.1.2.1.2). Cet agent est tres
difficile a détecter par des méthodes bactériologiques classiques, méme sur des colonies malades,
car il est abondant chez les larves malades essentiellement, et ce de facon passagére (Forsgren
et al. 2010). Le portage asymptomatique a I'échelle de la colonie a été démontré par Forsgren et
al. (2005) avec une méthode de PCR semi-nichée® non quantitative, sur des échantillons de
larves. Cet auteur a trouvé trois colonies asymptomatiques positives avec cette méthode parmi
72 (4%), avec un seuil de détection estimé a 100 bactéries/mL dans les larves et dans le miel. Il
est a noter que les colonies en question appartenaient toutes a un rucher ayant connu des cas

2 http://www.reterurale.it/flex/cm/pages/ServeBLOB.php/L/IT/IDPagina/1092
22| a PCR semi-nichée est une variante de PCR ou le produit issu de la premiére PCR est amplifié a I'aide d’un couple d’amorces
dont I'une s’hybride & une partie interne de 'ADN, I'autre étant 'une des deux amorces utilisées au cours de la premiére PCR
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cliniques de loque européenne. Sur des colonies asymptomatiques, hors contexte de cas
cliniques, Mouret et al. (2013) détectent par qPCR une gamme de concentration allant de 0 a
10° copies par abeille, dans 26 % de 90 colonies, réparties dans 76 % des 18 ruchers
asymptomatiques suivis. Bien qu'il s'agisse de deux régions biogéographiques différentes (Suéde
vs France), il est probable que la plus forte prévalence observée ici soit due a une meilleure
sensibilité de la méthode de qPCR, mise en ceuvre sur des abeilles de cadre. Celles-ci,
particulierement celles qui nettoient le couvain, sont susceptibles d'étre contaminées par contact
avec des larves dans lesquelles la bactérie est présente. Un échantillon d'ouvriéres est donc une
sorte de témoin du statut infectieux de la colonie pour M. plutonius. En Suisse, Belloy et al. (2007)
ont comparé la proportion de colonies asymptomatiques positives entre des ruchers de zone
d'enzootie et dans des zones ou aucun symptdéme de loque européenne n'avait été observé. En
zone d'enzootie, ils ont trouvé 91 % (10/12) de colonies asymptomatiques porteuses de
M. plutonius & moins de 10 metres de colonies avec des signes cliniques, et 31 % (10/32) a une
distance supérieure a 500 m. En zone ou aucun signe cliniqgue n'avait été observé, aucune colonie
positive n'a été détectée (parmi 16 appartenant a 2 ruchers différents). Par conséquent, l'image de
répartition donnée par la qPCR est probablement plus juste, bien qu'elle confirme que le portage
asymptomatique pour cet agent-la est d'assez faible ampleur.

Au vu de ces connaissances et de la situation de la Suisse et la Grande-Bretagne (Belloy et al.
2007; Haynes et al. 2013; Roetschi et al. 2008), on peut considérer que l'absence de détection de
M. plutonius pendant cing ans dans I'étude de monitoring allemande (Genersch et al. 2010) est
attribuable au manque de sensibilité de la méthode utilisée : détection bactériologique sur abeilles
de cadres ou pain d'abeilles.

Au bilan, ces travaux concordent sur le fait que :
¢ e portage de titres viraux importants est fréquent pour DWV en automne ;
e des charges plus faibles sont détectées pour le virus ABPV au printemps et en été ;
e le portage varie peu en gquantité au cours de l'année pour Nosema ceranae dans une
proportion importante de colonies.

3.1.1.3.4 Caractére prédictif du portage pour des troubles ultérieurs, en particulier
la mortalité hivernale

La plupart des études passées en revue ci-dessus avaient pour objectif de mettre en rapport le
statut d'infection par un ou des agents infectieux avec la survenue de troubles ultérieurs, surtout la
mortalité hivernale (Berényi et al. 2006; Chauzat et al. 2010; Dainat et al. 2012b; Genersch et al.
2010; Gisder et al. 2010; Hedtke et al. 2011; Mouret et al. 2013; Ravoet et al. 2013). Les dispositifs
d'étude et les méthodes statistiques utilisés pour mettre en évidence des corrélations entre
portage et mortalités ultérieures sont assez variés, mais reposent bien souvent sur des modeéles
linéaires. Seuls Mouret et al. (2013), Chauzat et al. (2010), Dainat et al. (2012b) et Genersch et al.
(2010) ont mesuré des variables de force des colonies, pour mettre en évidence d'éventuels effets
subcliniques de ces infections.

Dix de ces études concordent sur I'omniprésence de coinfections (Antunez et al. 2012; Berényi et
al. 2006; Chauzat et al. 2010; Chauzat et al. 2007; Dainat et al. 2012b; Gisder et al. 2010; Hedtke
et al. 2011; Martin-Hernandez et al. 2012; Mouret et al. 2013; Ravoet et al. 2013).

Les plus récentes cherchent a mettre en évidence des « interactions » entre agents infectieux
dans la survenue de mortalités, i.e. des corrélations statistiques plus marquées entre certains
agents infectieux (par exemple Ravoet et al. (2013)) (ces résultats n’excluent pas des interactions
avec des substances chimiques qui seraient présentes dans I'environnement des abeilles testées).
Ceci suggere un effet synergique entre agents infectieux. Il faut cependant toujours garder a
I'esprit que l'abondance simultanée de deux agents infectieux peut étre liée a un facteur
confondant commun, en particulier une baisse d'immunité ou des troubles du comportement
hygiénique. Ainsi, Dainat et al. (2012b) restent tres prudents sur le caractére causal de l'infection
par DWV ou Nosema dans la survenue de troubles, et rapportent uniquement de fortes charges
infectieuses.
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Des travaux expérimentaux cherchent aujourd'hui & mettre en évidence le ou les mécanismes qui
conduisent de ces états de portage a des survies hivernales moindres. vanDooremalen et al.
(2013) ont montré qu'un fort parasitisme par Varroa en été avait un impact sur la durée de vie des
abeilles d'hiver.

Aux Etats-Unis, une approche plus intégrée a été utilisée dans des travaux récents, reposant sur le
concept d'équilibre microbien de la colonie (Anderson et al. 2011). Des études s'intéressent aux
interactions entre microorganismes dans leur ensemble au sein de la colonie (Cornman et al.
2012b; Evans et Schwarz 2011; Runckel et al. 2011). De nouvelles techniques de séquencage a
haut-débit sont utilisées dans ces études pour décrire les infections multiples et les abondances
relatives des organismes dans le microbiome. Par ces méthodes, les auteurs mettent également
en évidence des coinfections, qui semblent étre la régle, des variations saisonniéres, ainsi que des
glissements dans les populations de la flore commensale associés aux troubles cliniques. Ces
techniques, bien qu'onéreuses, sont prometteuses car elles combinent des informations
guantitatives et populationnelles qui pourront étre mises en relation avec des facteurs
environnementaux influengant I'état de la colonie. Ces approches ouvrent également la porte a des
études mécanistiques sur les interactions, voire sur le dialogue moléculaire qui existe entre les
différents compartiments du microbiome, et les abeilles de la colonie. Il s’agit de techniques de
pointe non utilisables en routine & I'’heure actuelle. Le microbiote intestinal est de mieux en mieux
décrit mais les effets de stress (pesticide, malnutrition, pathogénes) sur ce dernier ne sont pas
connus.

3.1.2 Facteurs chimiques

Les substances chimiques auxquelles peuvent étre exposées les colonies d’abeilles sont trés
diverses et ne peuvent étre recensées de maniere exhaustive. Certaines de ces molécules
peuvent avoir une toxicité chez l'abeille, a des doses élevées, sur un mode généralement aigu,
mais également, a des doses sublétales. Dans ce cas, les effets sont plus discrets et difficiles a
mettre en évidence. Des méthodes ont été mises au point afin de mettre en évidence ces effets,
notamment & faible dose.

Aprés avoir décrit les principales méthodes de mise en évidence d'effets toxiques au niveau
individuel chez les abeilles, des facteurs chimiques seront listés : il s’agit de facteurs d’intérét au
regard des interactions, compte tenu des connaissances actuelles. Il convient de préciser que
l'ordre de présentation de ces facteurs chimiques ne résulte pas d’une hiérarchisation en
importance ou en impacts.

3.1.2.1 Méthodes de mise en évidence d’effets toxiques au niveau individuel chez
les abeilles

3.1.2.1.1 Tests neuronaux et comportementaux

Aucune méthode d’évaluation des effets neuronaux ou comportementaux d’agents chimiques
n’étant validée au niveau international, des scientifiques ont cherché a mettre au point de telles
méthodes, afin de proposer des tests utilisables en routine et qui pourraient étre validés au niveau
international.

Un test a, en particulier, fait 'objet de nombreuses publications : le réflexe d’extension du
proboscis (abrégé en francais REP et en anglais PER - Proboscis extension reflex). Le proboscis
(ou « trompe » ou « langue ») est un appendice buccal (d’'une longueur d’environ 6 mm) qui peut
se replier sous la bouche, dans une cavité, et se déployer, en particulier pour récolter le nectar des
fleurs. Le proboscis se déploie par réflexe quand un stimulus gustatif (eau ou sucre) touche les
antennes (organes sensoriels de la gustation et de l'olfaction). L'utilisation expérimentale de ce
réflexe permet d’évaluer d’éventuelles modifications de certaines capacités du systéme nerveux
central de I'abeille, en particulier les capacités :

- de perception gustative des abeilles (par exemple, la perception de I'eau ou d’une

solution sucrée) ;
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- de discrimination des odeurs ;
- d’apprentissage associatif et de mémorisation, lorsqu’il est associé a un stimulus
conditionnel, olfactif ou tactile :

i. dans Tlapprentissage olfactif, une odeur qui représente le stimulus
conditionnel (SC) est dirigée vers les antennes de l'abeille pendant X
secondes. Y secondes aprés le début de la stimulation olfactive, les
antennes sont touchées avec une solution sucrée (stimulus inconditionnel,
Sl) qui induit I'extension du proboscis. Aprés plusieurs associations des
stimulations olfactives et gustatives, I'abeille répond a l'odeur seule par
I'extension du proboscis, ce qui constitue la réponse conditionnée ;

ii. dans I'apprentissage tactile, un objet est approché d’'une des antennes (SC)
et l'abeille I'explore pendant quelques secondes ; la stimulation gustative
(eau sucrée, Sl) est appliquée au niveau du proboscis. Ce protocole permet
de dissocier la voie du stimulus inconditionnel de la voie du stimulus
conditionnel.

Dans ces deux apprentissages, I'extension du proboscis est récompensée par le fait que
I'abeille peut prélever avec son proboscis quelques microlitres d’eau sucrée.

L'utilisation du PER lors de tests d’apprentissage permet de tester plusieurs parameétres, tels que :
- les capacités de mémorisation des abeilles, a court et a long termes ;
- des parametres liés a I'apprentissage (habituation, récupération ou généralisation).

L'utilisation du test PER permet d’étudier les effets de plusieurs types d’exposition des abeilles aux
pesticides : aigué (avant, pendant ou apres le conditionnement) ou chronique.

En fonction des résultats obtenus sur les capacités d’apprentissage ou de perception, I'utilisation
du test PER permet d’évaluer, d’'une maniére plus globale, les effets des pesticides sur le
fonctionnement du systéme nerveux central des abeilles.

Le test du labyrinthe en T a été proposé par Han et al. (2010) pour étudier les capacités
d’apprentissage visuel chez [l'abeille. C'est une version simplifiée du test en labyrinthe
précédemment décrit (Zhang et al. 1996). Il est constitué par un tube d’entrée de 20 cm de long,
duquel partent deux bras de 12 cm de long ; le diameétre des tubes est de 1,6 cm. Les deux bras
sont de couleurs différentes, bleu et jaune, pour réaliser I'apprentissage visuel. La version plus
complexe de labyrinthe développée par Zhang et al. (1996) peut également étre utilisée a des fins
écotoxicologiques. Il est constitué de 20 boites cubiques identiques, dont chaque face de 30 cm
est percée en son centre par un trou de 4 cm de diamétre dans lequel les abeilles passent. Aprés
avoir été conditionnées a un repére visuel, les butineuses doivent parcourir en vol un trajet a
travers le labyrinthe en suivant ce repére pour atteindre un nourrisseur a sirop. Les performances
d’'orientation de butineuses exposées a un pesticide sont comparées a celles de butineuses non
exposées (Decourtye et al. 2009).

3.1.2.1.2 Tests de motricité

L’activité locomotrice des abeilles peut étre évaluée dans une enceinte verticale vitrée. On peut
ensuite mesurer des paramétres comme la distance parcourue, le temps passé en immobilité et le
niveau vertical atteint.

3.1.2.1.3 Tests physiologiques

Il existe différents tests physiologiques permettant de suivre notamment la durée de vie, le
développement des glandes hypopharyngiennes, le rythme respiratoire, la production de
phéromones, la production de chaleur et I'expression de voies de détoxication, immunitaires, et de
développement (au niveau moléculaire ou enzymatique). Le test larvaire en conditions in vitro
permet d’évaluer les effets létaux et sublétaux a court et moyen terme de tout facteur de stress
tout en assurant un controle total de I'exposition a ce facteur ainsi que des conditions
environnementales de développement.
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3.1.2.1.4 Tests moléculaires

Des analyses transcriptomiques et protéomiques (Di Prisco et al. 2013) peuvent étre réalisées
pour permettre d’'identifier notamment les fonctions physiologiques des abeilles affectées ou non
par les molécules et caractériser des marqueurs moléculaires (Aufauvre et al. 2014; Derecka et al.
2013).

3.1.2.2 Insecticides

Les insecticides font partie des pesticides. Certains co-formulants ne sont pas considérés comme
des matieres actives pesticides mais peuvent avoir un fort effet sur I'action des matiéres actives
qu’ils accompagnent, notamment en augmentant leur biodisponibilité (cf. paragraphe 4.1.3.2.1). lIs
peuvent aussi avoir une toxicité pour les abeilles a eux seuls. Zhu et al. (2014) ont montré que le
N-méthyl-2-pyrrolidone (NMP), qui est un co-formulant usuel d’insecticides (e.g. néonicotinoides)
ou de fongicides et est présent dans les cires (parties par million), avait une forte toxicité pour les
larves d’abeilles (50 % de mortalité en 4 jours a 0,01 % de NMP). Ceci remet en questionnement
le classement de certains co-formulants comme molécules dites « inertes ».

En fonction de leur cible, les pesticides sont classés en insecticides, acaricides, fongicides,
herbicides. lls comprennent par ailleurs plusieurs familles chimiques, dont plusieurs présentent un
intérét particulier dans le cadre du présent travail : les insecticides néonicotinoides, pyréthrinoides,
organophosphorés, carbamates, les fongicides triazoles et carboxines.

3.1.2.2.1 Insecticides néonicotinoides et fipronil et leurs effets sublétaux

Les néonicotinoides sont des insecticides systémiques neurotoxiques, qui interagissent avec les
récepteurs nicotiniques de I'acétylcholine présents dans le systéme nerveux des insectes.

Plusieurs insecticides néonicotinoides sont actuellement sur le marché mondial ou ils représentent
environ un tiers des insecticides utilisés (Casida et Durkin 2013; Simon-Delso et al. 2015). Ce sont
l'imidaclopride, le thiaméthoxam, la clothianidine, le thiaclopride, le dinotéfurane, I'acétamipride, le
nitenpyrame et le sulfoxaflore. A lui seul, l'imidaclopride représente 41 % du marché des
néonicotinoides et la deuxieme molécule phytosanitaire la plus utilisée dans le monde (Jeschke et
al. 2011; Pollack 2011).

Dans I'Union européenne, le reglement d’exécution (UE) n° 485/2013 de la Commission du 24 mai
2013 a limité l'utilisation professionnelle de la clothianidine, du thiaméthoxam et de I'imidaclopride
et a interdit la vente de semences traitées avec ces substances ainsi que les utilisations non-
professionnelles. Les restrictions d’'usage portent sur le traitement des semences ainsi que les
traitements au sol et foliaire, et concernent, plus de 75 cultures différentes dont, outre le colza et le
mais, des cultures fruitieres jugées attractives pour les abeilles. Ces restrictions font suite a une
réévaluation de ces substances par I'Autorité européenne de sécurité des aliments (EFSA) (EFSA
2013a; EFSA 2013b; EFSA 2013c), réévaluations décidées du fait des lacunes dans les méthodes
d’évaluation utilisées jusqu’a présent, telles qu’elles ont été relevées dans un avis récent de
'EFSA (EFSA 2012a). Ont été évalués les risques associés a leur utilisation comme traitement
des semences ou sous forme de granules, surtout les effets aigus et chroniques sur la survie et le
développement des colonies d’abeilles, sur les larves et le comportement des abeilles, ainsi que
sur les risques associés a des doses sublétales. Les trois principales voies d’exposition ont été
considérées : nectar et pollen, poussiéres émises par les graines enrobées au moment de
'ensemencement et gouttelettes d’eau produites par les plantes traitées. Certaines réévaluations
n‘ont pu étre finalisées par manque de données disponibles. Les réévaluations finalisées ont
permis de conclure, pour les trois substances que (1) pour I'exposition au pollen et au nectar,
seule I'utilisation de ces substances sur les cultures n’attirant pas les abeilles présentait un faible
risque, (2) un risque pour les abeilles exposées a la poussiére a été signalé ou n’a pas pu étre
exclu (a 'exception des betteraves sucriéres, des cultures sous serres et de I'utilisation de certains
granules), et (3) le risque de I'exposition des abeilles a des gouttelettes de guttation n’avait pu étre
évalué que pour le thiaméthoxam, avec un effet aigu sur les abeilles.
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De nombreux travaux ont été réalisés depuis les années 90 pour analyser les effets des
néonicotinoides sur les abeilles. Plusieurs syntheses bibliographiques ont été publiées récemment
(Blacquiére et al. 2012; Casida et Durkin 2013; Cresswell 2011; Decourtye et Devillers 2010;
Godfray et al. 2014; Goulson 2013; Hopwood et al. 2012; van der Sluijs et al. 2013).

Trés récemment, I'ensemble des données disponibles dans la littérature scientifique sur les
néonicotinoides et le fipronil a fait 'objet d’'une évaluation intégrée et mondiale en regard des
impacts sur la biodiversité et en particulier sur les invertébrés (Pisa et al. 2015). Cette évaluation
gui est une méta-analyse, a considéré également les métabolites des néonicotinoides (Simon-
Delso et al. 2015). Elle a aussi repris toutes les données d’exposition publiées pour les divers
milieux de [I'environnement ou constituant les DARs (Draft Assessment Report). Plus
particulierement, 'ensemble des données concernant les pollens et les nectars ont fait I'objet d’'une
analyse détaillée (Bonmatin et al. 2015). Les abeilles et les bourdons ont été I'objet d’'une attention
particuliere du fait de la richesse qualitative et quantitative des études disponibles. La conclusion
des auteurs de cette méta-analyse va clairement dans le sens d’'impacts directs et majeurs des
néonicotinoides et du fipronil pour les pollinisateurs (van der Sluijs et al. 2015). En effet, selon les
auteurs, la méta-analyse fait apparaitre le cumul de quatre caractéristiques principales pour ces
insecticides neurotoxiques : leur trés haute toxicité aigué, sublétale et par exposition chronique,
leur large biodisponibilité en conditions réelles par le pollen et le nectar, leur longue persistance
dans les milieux (sols, eaux, plantes) et leur usage trés intensif et prophylactique, notamment pour
les cultures nectariferes et polliniferes. Une autre voie d’exposition majeure a également été
confirmée pour les pollinisateurs, via I'émission de poussiéres lors des semis de semences
enrobées. (www.tfsp.info, voir infographie).

Les résultats des expérimentations sont présentés ci-dessous chronologiquement et selon I'ordre
suivant : l'insecticide analysé (imidaclopride, thiaméthoxam, clothianidine, et acétamipride), et la
catégorie de test réalisé (en laboratoire, sous tunnel et en plein champ).

3.1.2.2.1.1 Imidaclopride

L'imidaclopride est un insecticide de toxicité élevée pour l'abeille, avec une DL50 orale de
0,0037 pg/abeille et une DL50 contact de 0,081 pg/abeille. Il est a remarquer que I'imidaclopride
représente I'archétype des molécules de la famille des néonicotinoides. Ce neurotoxique a été le
plus étudié de sa famille (puisque le premier mis sur le marché) et de nombreux résultats de
recherche sur I'imidaclopride sont potentiellement transposables aux autres néonicotinoides. Les
contaminations moyennes par l'imidaclopride dans les pollens (ou dans les pains d’abeilles) issus
de plantes traitées vont de 1 a 39 pg/kg selon les études, les cultures et les modes d’application.
Ces contaminations moyennes vont de 1 a 73 ug/kg en ce qui concerne les nectars ou les miels
(Bonmatin et al. 2015).

Les effets de cet insecticide ont été analysés en détail par différents comités d’experts frangais et
européen. Au niveau francais, les ministéres de I'agriculture et de I'’écologie ont conjointement mis
en place le Comité scientifique et technique de I'étude multifactorielle des troubles des abeilles
(CST) en 2001. Le CST a analysé 245 rapports d’études ou documents associés fournis par la
direction générale de I'alimentation du ministére de I'agriculture (DGAL). Il a analysé également
93 documents issus de la littérature scientifique et technique a partir d’'une analyse bibliographique
exhaustive qui a rassemblé I'ensemble des données de toxicologie des abeilles et les données
concernant les troubles comportementaux relatifs a l'utilisation d’imidaclopride aux différentes
étapes de la vie de l'abeille. Ont été également prises en compte les données de terrain
rapportées par les apiculteurs appartenant au groupe d’experts ou auditionnés pendant cette
étude, ainsi que les données fournies par le fabricant de l'imidaclopride. Le CST a publié son
rapport final en 2003 (http://agriculture.gouv.fr/IMG/pdf/rapportfin.pdf).

L’originalité du travail des experts du CST, par rapport a la méthode classique d’évaluation des
dossiers qui était alors appliqguée, est que les experts ont défini des critéres de validation des
études, ce qui les a conduits a écarter les études présentant des insuffisances scientifiques ou
techniques. Par ailleurs, ce travail a permis de mettre en évidence un besoin d’amélioration des
techniques de dosage, des données de toxicité de la molécule et des métabolites sur différentes
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catégories d’abeilles, ainsi qu’'un manque de standardisation des protocoles de mesure sur le
terrain.

La conclusion du rapport était la suivante : « Dans |'état actuel de nos connaissances, selon les
scénarios développés pour évaluer 'exposition et selon les facteurs d’incertitude choisis pour
évaluer les dangers, les rapports PEC/PNEC? obtenus sont préoccupants. lls sont en accord avec
les observations de terrain rapportées par de nombreux apiculteurs en zones de grande culture
(mais, tournesol), concernant la mortalité des butineuses (scénario 4), leur disparition, leurs
troubles comportementaux et certaines mortalités d’hiver (scénario 5). En conséquence,
I'enrobage de semences de tournesol Gaucho® conduit & un risque significatif pour les abeilles de
différents ages, a I'exception des butineuses lorsqu’elles ingérent du pollen lors de la confection de
pelotes (scénario 3). En ce qui concerne 'enrobage Gaucho® de semences de mais, le rapport
PEC/PNEC s’avére, comme pour le tournesol, préoccupant dans le cadre de la consommation de
pollen par les nourrices, ce qui pourrait entrainer une mortalité accrue de celles—ci et étre un des
éléments de l'explication de l'affaiblissement des populations d’abeilles encore observé malgré
l'interdiction du Gaucho® sur tournesol ». Cette étude a, par ailleurs, recommandé d’étendre
l'analyse a d’autres facteurs impliqués dans les pertes d’abeilles, comme les maladies, les
pratiques apicoles et agricoles, les variétés génétiques pour les plantes cultivées et traitées,
l'influence des terpénes, etc.

3.1.2.2.1.1.1 Expérimentations en laboratoire

Des expérimentations en laboratoire ont porté a la fois sur des évaluations de la durée de vie des
abeilles et sur I'analyse des effets comportementaux et physiologiques.

e [Effets sur ladurée de vie

L’'imidaclopride peut affecter la durée de vie des abeilles qui y sont exposées soit de maniére
aigué, a la suite d’'une exposition unique qui entraine la mort de l'insecte au bout de quelques
heures ou quelques jours, soit a la suite d’'une exposition orale répétée (« chronique »). Lors d’'une
telle exposition, I'abeille est exposée a linsecticide pendant une période de plusieurs jours, et
meurt prématurément par rapport a sa durée de vie attendue.

Dans le cadre de ce rapport qui traite des interactions, il parait logique de ne s’intéresser qu’a
'exposition chronique a l'insecticide, qui, pendant une certaine période peut se combiner a la
présence d’autres facteurs, tels que des agents infectieux par exemple, pour altérer les fonctions
de l'abeille. Toutefois, il est important de signaler que des abeilles peuvent également étre
exposées ponctuellement (exposition unique) a cet insecticide, alors qu’elles sont déja soumises a
une forte pression d’agents infectieux. Si la dose a laquelle elles sont exposées est proche de la
DL50 (toxicité aigué€), il est alors possible que l'action combinée des agents infectieux et de
l'insecticide induise une mortalité a une valeur d’exposition plus basse que celle de la DL50
moyenne.

Une étude de la toxicité chronique a été réalisée en nourrissant des abeilles dgées d’environ
3 semaines avec une solution sucrée contenant 0,1, 1 et 10 pg/L dimidaclopride et de ses
métabolites pendant une durée de 10 jours (Suchail et al. 2001). Le taux de 50 % de mortalité a
été atteint entre le 7°™ et le 10°™ jour en fonction des concentrations, et correspond a une
exposition de 0,01 ; 0,1 et 1 ng/abeille (soit teneurs de 0,1, 1 et 10 pg/kg, en prenant une abeille =
0,1 g). Ces doses sont 30 a 3 000 (pour le dérivé oléfinique), 60 a 6 000 (pour I'imidaclopride), et
200 & 20 000 (pour le 5-OH-imidaclopride) fois inférieures a celles requises pour produire le méme
effet en intoxication aigué. Il est important de signaler que la mortalité des abeilles n’a commencé
que 72 h aprés lintoxication. Notons qu'un des métabolites systématiques : I'acide 6-chloro-
nicotinique a présenté également une toxicité trés élevée. Des effets similaires ont récemment été
confirmés quant a la mortalité induite par I'exposition chronique de la drosophile a I'imidaclopride
(Charpentier et al. 2014a). Les auteurs ont également montré que les fonctions de reproduction

23 PEC = Predicted Environmental Concentration ; PNEC = Predicted No Effect Concentration
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(accouplement et fécondité) étaient significativement affectées a des concentrations sept ordres de
grandeur en dessous de la CL50 aigué.

Dechaume Montcharmont et al. (2003) ont mesuré la durée de vie d’abeilles encagées depuis
I'’émergence et exposées a de I'imidaclopride. Celle-ci était significativement inférieure a celle des
abeilles controles, soit de 28 jours et de 31 jours, respectivement pour les traitements avec
limidaclopride a 4 pg/L et 8 pg/L de solution sucrée (équivalent, respectivement, a une
consommation de 0,08 et 0,16 ng/jour).

Decourtye et al. (2003) ont trouvé des doses létales plus élevées que celles trouvées par les
auteurs précédents, chez des abeilles d’hiver (LOEC = 24 ug/kg) et chez des abeilles d’été
(LOEC = 8 ug/kg).

En réponse a la publication de Suchail et al. (2001) qui montre une tres forte toxicité chronique par
voie alimentaire de I'imidaclopride et de ses métabolites, la société Bayer a fait réaliser quatre
études (Schmuck 2004). Ces études n’ont cependant pas porté sur I'imidaclopride, mais sur ses
métabolites urée et acide 6-chloronicotinique uniquement (CST 2003)%. Elles n’ont montré aucune
augmentation anormale de mortalité aprés ingestion alimentaire de ces métabolites. Lors de son
analyse des rapports de ces 4 études, le CST a analysé I'ensemble des études et a conclu que
« les études demandées par la société Bayer nous permettent seulement de conclure a une NOEC
validée supérieure a 10 pg/kg ».

Dans une étude consacrée aux interactions entre la microsporidie Nosema ceranae et
l'imidaclopride, Alaux et al. (2010a) ont analysé la toxicité chronique de l'imidaclopride par voie
alimentaire (0,7 pg/kg, 7 ug/kg et 70 ug/kg) pendant 10 jours et ont montré que I'exposition a
l'imidaclopride entrainait un taux de mortalité supérieure a celui des témoins au bout de 10 jours
pour toutes les concentrations testées. Les résultats concernant les interactions entre Nosema et
limidaclopride sont présentés dans le paragraphe 4.1.2.3.

En utilisant les données récentes d’analyse de résidus dans le pollen et le nectar ou le miel, et
celles de la toxicité des pesticides, Sanchez-Bayo et Goka (2014) ont réalisé une nouvelle
approche des risques des pesticides sur les abeilles en prenant en compte les effets
d’accumulation en fonction du temps. Ces auteurs ont évalué le temps mis pour atteindre la DL50
(toxicité aigué). Concernant l'exposition par contact, ils montrent que trois néonicotinoides,
I'imidaclopride, le thiaméthoxam et la clothianidine entrainent un risque élevé avec le pollen
contaminé. Concernant I'exposition par ingestion avec du pollen et du nectar contaminé, ces deux
premiers néonicotinoides présentent également un risque éleveé.

En utilisant les données de toxicité de I'imidaclopride sur abeilles issues de la littérature, Rondeau
et al. (2014) ont utilisé le modéle toxicologique dérivé de la loi de Haber et qui prend en compte
I'évolution de la toxicité du pesticide en fonction du temps. lls montrent que les études de toxicité
aigué actuelles (qui ne durent que deux jours, voire quatre dans certains cas), et méme les études
dites chroniques (qui ne durent que dix jours) sont trop courtes pour caractériser d’éventuels effets
sur la survie des abeilles au-dela de ces périodes. Or, la durée de vie des abeilles est d’environ
30 jours en été et 150 jours en hiver. En extrapolant les résultats de leur modele, les auteurs
suggérent que des abeilles d’hiver qui consommeraient du miel contenant une teneur en
imidaclopride de 0,25 pg/kg pourraient mourir avant la fin de I'hivernage et la reprise de I'activité
de la colonie. Les auteurs proposent que les tests de toxicité réglementaires soient d’au moins
30 jours, et proposent d’utiliser des courbes temps/effets afin d’établir précisément I'évolution de la
toxicité de l'insecticide dans le temps.

o Effets neuronaux et comportementaux

L’imidaclopride, comme les principaux néonicotinoides, interagit avec les récepteurs nicotiniques
de l'acétylcholine. Il agit de maniére agoniste de ce neuromédiateur, en mimant son action sur la
membrane post-synaptique (van der Sluijs et al. 2013). Le systéme nerveux de l'abeille est
particulierement riche en synapses cholinergiques, en particulier, le cerveau (Bicker 1999). De
nombreux travaux ont analysé les effets éventuels de doses sublétales d’imidaclopride sur le

24 CST 2003 p. 48
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fonctionnement du systeme nerveux des abeilles et sur certains de leurs comportements (voir
aussi la synthése de Belzunces et al. (2012)).

v’ Effets neuronaux

Palmer et al. (2013) ont montré, par des enregistrements électro-physiologiques, que les troubles
du comportement et de I'apprentissage provoqués par I'imidaclopride pourraient étre dus a son
action sur le fonctionnement des cellules des corps pédonculés (cellules de Kenyon). Ces cellules,
qui représentent 40% des cellules du cerveau de labeille, sont le lieu d’intégration des
informations multi-sensorielles qui parviennent au cerveau, ainsi que des processus
d’apprentissage et de mémoire. De plus, les auteurs ont montré que I'exposition cumulée a
plusieurs pesticides cholinergiques, tels que la clothianidine et le coumaphos, entrainait une
neurotoxicité accrue.

v' Effets sur I'apprentissage et le conditionnement

= |e test d’extension du proboscis

L’exposition par contact des abeilles a des doses sublétales dimidaclopride (0,1, 1 et
10 ng/abeille) modifie le nombre d’essais nécessaires pour obtenir I'habituation de la réponse des
abeilles de 7 et 8 jours a des stimulations sucrées (Guez et al. 2001).

L’exposition par contact aux doses de 5, 10, and 20 ng/abeille entraine une augmentation du seuil
gustatif, défini comme la plus basse concentration d’'une solution sucrée déclenchant le PER. La
dose de 1,25 ng/abeille n’a pas d’effet sur la fonction gustative, mais a un effet facilitateur sur
I'habituation (Lambin et al. 2001). L’exposition orale (0,21 ou 2,16 ng/abeille) a I'imidaclopride
augmente de maniére temporaire (une heure aprés le traitement) le seuil de réponse au
saccharose (Eiri et Nieh 2012).

L’exposition orale a des doses sublétales d’imidaclopride conduit a une diminution des capacités
d’apprentissage olfactif. La plus faible dose induisant un effet sublétal (LOEC) est de 12 pg/kg
pour les abeilles d’été et de 48 ug/kg pour les abeilles d’hiver (Decourtye et al. 2003). L’exposition
orale chronique des abeilles pendant 7 jours a du pollen contaminé avec de l'imidaclopride a une
dose sublétale de 48 pg/kg entraine une diminution des capacités d’apprentissage olfactif (Han et
al. 2010).

L’exposition sublétale de larves d’abeille par de limidaclopride (0,04 ng/larve) affecte leurs
capacités d’apprentissage lorsqu’elles sont devenues adultes (Yang et al. 2012).

Decourtye et al. (2004a) ont administré de I'imidaclopride par voie orale (12 ng/abeille) 15 min ou
1 h aprés un conditionnement. lls ont montré que l'imidaclopride altérait la formation de la mémoire
a moyen terme par l'intermédiaire des cellules des corps pédonculés du cerveau, qui sont les
centres d’intégration multi-modalités, I'apprentissage, et la formation et la récupération de la
mémoire. Ces résultats confirment que l'imidaclopride provoque des effets comportementaux
variables chez I'abeille en fonction de la dose et du type d’apprentissage, associatif tel que le
conditionnement olfactif réalisé, ou non-associatif tel que I'habituation.

Decourtye et al. (2004b) ont étudié les effets sublétaux de I'imidaclopride par voie orale (solution
sucrée a 24 ug/kg), a la fois en conditions de laboratoire et en cage de vol. L'imidaclopride a
entrainé une diminution de I'activité de butinage de la source de nourriture et de 'activité a I'entrée
de la ruche. Par ailleurs, des effets négatifs de I'imidaclopride ont été observés lors d’un test de
discrimination olfactive (PER).

Williamson et Wright (2013) ont exposé par voie orale des abeilles a des solutions sublétales
d’imidaclopride (100 nM et 10 nM). Au cours de la méme expérience, ils ont également exposé des
abeilles au coumaphos (organophosphoré) et & une combinaison des deux composés. En utilisant
la méthode du PER, ils ont confirmé que ces composeés, utilisés séparément ou en association,
affectaient les performances d’apprentissage des abeilles ainsi que la formation de la mémoire,
I'imidaclopride affectant principalement la mémoire a long terme et le coumaphos la mémoire a
court terme.
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= Letest du labyrintheen T

L’exposition orale chronique des abeilles pendant 7 jours a du pollen contaminé avec de
limidaclopride a la dose sublétale de 48 pug/kg entraine une diminution des capacités
d’apprentissage visuel (Han et al. 2010).

= Conclusion des deux tests

Les principaux résultats obtenus montrent des modifications des capacités d’apprentissage olfactif
et visuel, de I'habituation, et du seuil de réponse au saccharose. Plus globalement, ces résultats
montrent que le systeme nerveux des abeilles ouvriéres est affecté par une exposition sublétale a
'imidaclopride, ce qui est cohérent avec le fait que la cible de imidaclopride, les récepteurs a
I'acétylcholine, sont trés abondants dans le cerveau de I'abeille ouvriére.

v' Activité locomotrice

L’activité motrice d’abeilles exposées par contact (thorax) aux doses de 1,25, 2,5, 5, 10 et 20
ng/abeille d'imidaclopride a été évaluée dans une enceinte verticale vitrée (30 x 30 x 4 cm). Les
paramétres mesurés étaient la distance parcourue, le temps passé en immobilité et le niveau
vertical atteint (Lambin et al. 2001). L’activité locomotrice est diminuée a toutes les doses testées a
I'exception de la dose de 1,25 ng/abeille, ou elle est accrue (Lambin et al. 2001). Ces résultats ont
été confirmés par Teeters et al. (2012), qui ont montré que I'administration orale d’imidaclopride
aux doses de 0,05, 0,5, 5,0, 50, et 500 ug/kg a entrainé un effet inhibiteur sur la locomotion aux
doses les plus élevées, et un effet stimulateur aux doses les plus basses.

o Effets physiologiques
v' Glandes hypopharyngiennes

Les abeilles ouvriéres ont une fonction de nourrices au cours des 10-12 premiers jours de leur vie.
Pendant cette période, leurs glandes hypopharyngiennes (GHP) sont bien développées et
produisent des sécrétions pour la nourriture des larves. Compte tenu de I'importance de cette
fonction pour le développement de la colonie, plusieurs travaux ont porté sur I'analyse des effets
éventuels de doses sublétales d’imidaclopride par voie orale sur le développement de ces glandes.
Leurs résultats sont convergents. Ainsi, Smodi§ Skerl et Gregorc (2010) ont exposé des abeilles
d’ages différents pendant des durées variant de un a trois jours, et ont montré une diminution de la
taille des acini (lobes des GHP), dés une durée d’exposition d’'une seule journée. Heylen et al.
(2011) ont exposé des abeilles agées de 7 jours pendant une seule journée, et ont également
montré une diminution de la taille des acini. Enfin, Hatjina et al. (2013) ont exposé des abeilles
avec du pollen et une solution de sucres contaminés en continu pendant 14 jours. lls ont confirmé
une réduction de la taille des acini, qui se maintient jusqu’a la fin de I'expérience.

v Rythme respiratoire

Au cours de la méme expérimentation, Hatjina et al. (2013) ont analysé le rythme respiratoire des
abeilles exposées oralement a des doses sublétales d’imidaclopride, et ont montré que celui-ci
était significativement affecté.

v Phéromones

Dussaubat et al. (2010) ont analysé les effets de I'imidaclopride sur la production d’oléate d’éthyle,
un composé phéromonal d’ouvriére d’abeilles. Les abeilles ont été exposées pendant 10 jours, a
raison de 10 h par jour, a une solution de sucres contenant 7 pyg/kg d’imidaclopride. Aucun effet
n'a été montré.

v Métabolisme de l'abeille

Nicodemo et al. (2014) ont montré que l'imidaclopride (25 a 100 uM) est un inhibiteur de la
production d’ATP (adénosine-5-triphosphate) par les mitochondries qui sont des organites
impliqués dans le métabolisme cellulaire. L’ATP est le composé qui apporte de I'énergie a
'ensemble des cellules, et la diminution de sa production pourrait, en particulier, entrainer des
effets négatifs sur les actes moteurs tels que le vol.
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3.1.2.2.1.1.2 Expérimentations en tunnel : comportement de butinage

L’efficacité du comportement de butinage a été évaluée sur des petites colonies d’abeilles
(2 300 abeilles) placées dans un tunnel (Colin et al. 2004). L’'exposition orale a l'imidaclopride a
été réalisée au moyen de nourrisseurs contenant une solution sucrée contaminée avec de
I'imidaclopride a 6 pg/kg (concentration 70 fois inférieure a celle de la DL50, selon les informations
qui étaient disponibles en 2003). L’imidaclopride entraine une diminution de la proportion des
abeilles actives et impacte donc I'efficacité du comportement de butinage.

Dans une expérience réalisée dans une cage de vol (ou les abeilles sont libres de voler), des
colonies (10 000 abeilles) ont été exposées a des solutions sucrées contenant une concentration
d’'imidaclopride a 48 ug/kg. A cette concentration, l'imidaclopride entraine une diminution de
l'activité de butinage et de la quantité de solution sucrée récoltée (Ramirez-Romero et al. 2005).
Les auteurs précisent que la concentration testée est 16 fois plus élevée que celle retrouvée dans
le pollen de tournesol, par exemple, et qu’il conviendrait de tester des concentrations inférieures a
48 ug/kg.

Précédemment, en employant le méme dispositif, une diminution de I'activité de butinage sur un
nourrisseur a été enregistré a I'aide de compteurs électroniques aprés la contamination du sirop a
l'imidaclopride a la concentration de 24 ug/kg (Decourtye et al. 2004b).

3.1.2.2.1.1.3 Expérimentations en plein champ

e Effets sur le couvain

Des solutions d’imidaclopride aux concentrations de 0,1, 6, 50, 500, 1 000, 1 500 et 2 000 mg/L
ont été déposées une fois par jour dans des cellules contenant des larves (Yang et al. 2012). Les
larves ont donc été exposées a la fois oralement et par contact. Les rayons de couvain ont été
replacés dans leurs colonies ou les larves ont été élevées par les abeilles nourrices. L’exposition a
été renouvelée au cours de 4 jours consécultifs, et les doses totales d’exposition ont été de 0,4, 24,
200, 2 000, 4 000, 6 000 et 8 000 ng/larve. Le taux d’operculation des cellules contenant les larves
a été significativement réduit a partir de la dose de 24 ng/larve, ce qui signifie que les abeilles
nourrices ont extrait des cellules les larves mortes ou en mauvaise condition. Derecka et al. (2013)
ont analysé les effets de faibles doses d’imidaclopride (2 mg/L) sur le développement et la
physiologie larvaires dans des colonies placées en plein champ. lls ont montré que le niveau
d’expression de 300 génes était modifié chez les larves, soit dans le sens d’'une réduction (pour
195 génes) ou d’'une augmentation (pour 105 génes).

o Effets comportementaux
v Comportement de butinage

L'étude des effets de I'imidaclopride sur le butinage des abeilles a, principalement, porté sur
l'intervalle de temps entre deux visites a un site alimentaire et leur taux de retour a la ruche.

Yang et al. (2008) ont dressé des abeilles (marquées avec des points de couleurs) a visiter un site
alimentaire placé a une distance de 35 m de leur ruche, et ont testé les effets de différentes
concentrations sublétales d’'imidaclopride. L’intervalle de temps entre deux visites est augmenté a
partir de la concentration de 50 pg/Il.

Bortolotti et al. (2003) ont testé les effets de 3 concentrations d’imidaclopride dans une solution
sucrée (a 100 pg/l, 500 pg/l et 1 000 pg/l) sur la capacité de retour a la ruche des abeilles
(marquées avec des nombres de couleurs) depuis une distance de 500 m. Les abeilles qui ont été
nourries avec la solution & 100 pg/l retournent & la ruche, mais ne recommencent a butiner la
solution sucrée qu’au bout de 24 h. Les abeilles nourries avec les solutions a 500 et 1 000 pg/l
n’'ont pas été retrouvées par la suite. Il est a noter que le protocole utilisé ne permet pas de savoir
quelle est la quantité d’'imidaclopride qui a été réellement consommée par la butineuse (pour lui
fournir de I'énergie) et a laquelle elle a donc été exposée, puisqu’elle rapporte a la ruche une partie
de la solution récoltée.

Une méthode automatisée de suivi de lactivité des abeilles butineuses au moyen de
radiofréequences (RFID) a été mise au point chez le bourdon par Streit et al. (2003) et chez 'abeille
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par Decourtye et al. (2011b). Utilisant cette technique, Schneider et al. (2012) ont montré que des
abeilles soumises a une exposition aigué (solution sucrée contaminée) a des doses sublétales
d’'imidaclopride (0,15 a 6 ng/abeille) présentent une réduction significative de l'activité de butinage
a partir de la dose de 1,5 ng/abeille.

Une autre méthode de suivi des abeilles lors de leur retour a la ruche a été utilisée par Fischer et
al. (2014), le radar harmonique. Ces auteurs ont testé les effets de trois néonicotinoides,
limidaclopride (7,5 ng/abeille, ou 11,25 ng/abeille), la clothianidine (2,5 ng/abeille) et le
thiaclopride (1,25 pg/abeille) sur les capacités d’orientation et de navigation des abeilles. Aprés
avoir ingéré une solution sucrée contenant un des néonicotinoides, I'abeille munie d'un
transpondeur est relachée et suivie par le radar qui permet de décrire précisément son itinéraire de
retour a la ruche. Les principaux résultats ont montré que le taux de retour a la ruche était réduit
pour les trois néonicotinoides par rapport aux témoins. Les auteurs concluent que ces doses
bloguent la récupération de la mémoire de la navigation ou alterent cette forme de mémoire. lls
reconnaissent toutefois que ces doses sont élevées et refléteraient un pire cas par rapport a la
dose prise par une abeille au cours d’un seul vol de butinage. Les doses utilisées pourraient plutét
correspondre a ce que la butineuse prend de fagon cumulée au cours d’une quinzaine de vols de
butinage.

v/ Communication par les danses

Eiri et Nieh (2012) ont testé les effets de doses sublétales d’imidaclopride sur des abeilles visitant
un site alimentaire placé a 1,5 m de I'entrée de la colonie et contenant une solution sucrée. Les
butineuses qui ingérent de I'imidaclopride a la dose de 0,21 ng/abeille produisent significativement
moins de danses de recrutement 24 h apres le traitement. A long terme cette réduction des danses
peut affecter la force de la colonie en réduisant la quantité de miel récoltée.

3.1.2.2.1.2 Thiaméthoxam

Le thiaméthoxam est un insecticide de toxicité élevée pour I'abeille, avec une DL50 orale de
0,005 pg/abeille et une DL50 contact de 0,024 pg/abeille. Les contaminations moyennes mesurées
dans les pollens (ou pain d’abeille) issus de plantes traitées par le thiaméthoxam vont de 1,7 a
122 pg/kg selon les études, les cultures, les modes d’application et si on inclut son métabolite
clothianidine. Ces contaminations moyennes vont de 0,6 a 9,9 ug/kg en ce qui concerne les
nectars ou les miels (Bonmatin et al. 2015).

3.1.2.2.1.2.1 Expérimentations en laboratoire

o Effets comportementaux

Aprés une exposition aigué des abeilles par voie orale au thiaméthoxam aux doses de 0,1, 0,5 et
1 ng/abeille, aucun effet n’a été observé sur I'activité locomotrice, la sensibilité au saccharose et
'apprentissage olfactif (El Hassani et al. 2008).

Aprés une exposition chronique par contact a des doses sublétales de thiaméthoxam (1 et
0,1 ng/abeille) pendant 11 jours, les abeilles ont été testées par le test du PER (Aliouane et al.
2009). Elles ont présenté une diminution significative de la mémoire olfactive (& 0,1 ng/abeille) et
une diminution significative des performances d’apprentissage, sans effet sur la mémoire (a
1 ng/abeille). De plus, la réponse a des stimulations antennaires par du saccharose a été
significativement diminuée pour des concentrations élevées (1 ng/abeille).

o Effets physiologiques : activité enzymatique

L’activité de certains enzymes, carboxylestérases (CaE1, CaE2, CaE3), glutathion-S-transférase
(GST), catalase (CAT) et alkaline phosphatase (ALP) est modifiée aprés une exposition par
contact sur le thorax a des doses sublétales de thiaméthoxam, 5,12 ng/abeille (DL50/10) et
2,56 ng/abeille (DL50/20) (Badiou-Bénéteau et al. 2012).
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3.1.2.2.1.2.2 Expérimentations en plein champ

e Comportement de butinage

Des abeilles ont été soumises a une exposition aigué a des doses sublétales de thiaméthoxam et
ont été suivies par la technique RFID. Des mortalités importantes d’abeilles ont été constatées
dues au fait qu’'une partie d’entre elles ne parviennent pas a retourner a leur colonie (Henry et al.
2012). La suite de ce travail a montré une influence notable des conditions météorologiques et de
la complexité paysageére sur la sensibilité des abeilles a l'insecticide (Henry et al. 2014). Le
thiaméthoxam induit un risque moyen de non-retour a la ruche augmentant de 3 % a 26 % lorsque
les conditions météorologiques deviennent défavorables. Ce taux de disparition lié a l'insecticide
est en outre modulé par I'environnement paysager, atteignant 35 % dans les paysages bocagers
contre 18 % dans les paysages ouverts, de structure moins complexe.

e Effets along terme sur les colonies

Pilling et al. (2013) ont conduit une étude en plein champ d’'une durée de 4 ans sur le
thiaméthoxam. Des colonies ont été exposées a des champs de mais et de colza d’une superficie
de 2 ha. Les colonies disposaient de nourriture de réserve en abondance (15 a 20 rayons de
nourriture). Les champs témoins et traités étaient distants de 2 km. Les auteurs n’ont montré
aucune différence entre les colonies des champs contrdles et traités pour les paramétres suivants :
mortalité des abeilles, comportement de butinage, force des colonies, poids des colonies,
développement du couvain et quantité de nourriture stockée, I'hivernage et I'état de santé général
des colonies.

Toutefois, les conditions expérimentales choisies, en particulier I'exposition des abeilles a des
champs de 2 hectares seulement, sont différentes des conditions rencontrées par les colonies en
zone de grandes cultures, ou les floraisons simultanées ou successives d’'un grand nombre de
champs de colza ou de mais pendant plusieurs semaines (voire plus d’'un mois) les exposent a
des quantités de résidus de pesticides plus importantes. Il n’est donc pas démontré que les
abeilles aient été significativement exposées par rapport aux conditions habituelles du terrain. Par
ailleurs, aucune analyse statistique n’est fournie dans ce travail.

3.1.2.2.1.3 Clothianidine

La clothianidine est un insecticide de toxicité élevée pour l'abeille, avec une DL50 orale de
0,00379 pg/abeille et une DL50 contact de 0,0275 pg/abeille. Les contaminations moyennes dans
les pollens (ou pain d’abeille) issus de plantes traitées par la clothianidine vont de 1,8 a 9,4 ug/kg
selon les études, les cultures et les modes d’application. Ces contaminations moyennes vont de
1,9 a 89 pg/kg en ce qui concerne les nectars ou les miels (Bonmatin et al. 2015).

3.1.2.2.1.3.1 Expérimentations en laboratoire

e [Effets neuronaux

Palmer et al. (2013) ont montré que la clothianidine provoquait les mémes effets que
limidaclopride sur les cellules des centres supérieurs du cerveau de labeille (cf. « effets
neuronaux » de l'imidaclopride).

o Effets sur Pimmunité

Di Prisco et al. (2013) ont montré que la clothianidine (et I'imidaclopride) module négativement le
facteur de transcription NF-KB qui est impliqué dans I'immunité, et affectent ainsi les défenses
antivirales des abeilles. Ces néonicotinoides favorisent ainsi la réplication du DWYV. Ces résultats
soulévent la question de la présence de circuits nerveux contrélant 'immunité chez les insectes,
comme il en existe chez les mammiféres. Ce résultat démontre le lien étroit entre les divers
facteurs de co-exposition, dans un sens de cause (néonicotinoide) a effet (virus) bien déterminé.

3.1.2.2.1.3.2 Expérimentations en plein champ : comportement de butinage

Des abeilles ont été soumises a une exposition aigué a des doses sublétales de clothianidine
(0,05-2 ngl/abeille) et ont été suivies par la technique RFID. La clothianidine entraine une
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diminution significative de l'activité de butinage_et une augmentation de la durée des vols de
butinage a partir de la dose de 0,5 ng/abeille pendant les trois premiéres heures aprés le
traitement (Schneider et al. 2012).

Une autre publication a également porté sur l'influence de doses sublétales de clothianidine sur les
vols de retour a la ruche (Fischer et al. 2014). Ses résultats sont mentionnés dans la partie relative
a l'imidaclopride (cf. « comportement de butinage »).

3.1.2.2.1.4 Acétamipride

La DL50 orale est de 14,53 ug/abeille ; la DL50 par contact est de 8,09 ug/abeille. Les
contaminations moyennes dans les pollens (ou pain d’abeille) issus de plantes traitées par la
'acétamipride vont de 3 a 59,3 pg/kg selon les études, les cultures et les modes d’application.
Cette contamination moyenne est de 2,4 ug/kg tandis qu’un maximum est observé a 112,8 pg/kg
en ce qui concerne les nectars ou les miels (Bonmatin et al. 2015), sachant que peu d’études sont
disponibles.

Expérimentations en laboratoire

Aprés une exposition aigué des abeilles par voie orale a I'acétamipride aux doses de 0,1, 0,5 et
1 pg/abeille, la sensibilité des abeilles aprés une stimulation antennaire au saccharose (test PER)
est augmentée (a la dose de 1 pg/abeille). La mémoire a long terme d’'un apprentissage olfactif est
affectée par une dose de 0,1 pg/abeille (El Hassani et al. 2008). Aprés une application thoracique,
'acétamipride ne produit pas d’effet sur ces deux tests, mais augmente I'activité locomotrice (aux
doses de 0,1 et 0,5 ug/abeille) et le réflexe d’extension du proboscis induit par une exposition
antennaire a de I'eau (aux doses de 0,1, 0,5 et 1 pg/abeille).

Les effets de doses chroniques (pendant 11 jours) sublétales (0,1 et 1 ug/abeille) d’acétamipride
ont été évalués pour trois fonctions différentes, I'activité locomotrice, la réactivité a I'eau et au
saccharose et les capacités d’apprentissage (Aliouane et al. 2009). Le seul effet significatif
observé dans le cas d'une administration orale de 0,1 pg/abeille d’acétamipride est une
augmentation de la réponse a I'eau. A la dose la plus élevée (1 pg/abeille), 'acétamipride entraine
des effets limités sur les fonctions sensorielles, motrices et cognitives de I'abeille.

3.1.2.2.1.5 Thiaclopride

La DL50 orale est de 17,32 ug/abeille ; la DL50 par contact est de 38,82 pg/abeille. Les
contaminations moyennes dans les pollens (ou pain d’abeille) issus de plantes traitées par le
thiaclopride vont de 10 a 187,6 pg/kg selon les études, les cultures et les modes d’application. Ces
contaminations moyennes vont de 1,8 a 6,5 ug/kg en ce qui concerne les nectars ou les miels,
sachant que peu d’études sont disponibles (Bonmatin et al. 2015).

Expérimentation en plein champ

Une publication a porté sur l'influence de doses sublétales de thiaclopride sur les vols de retour a
la ruche (Fischer et al. 2014). Ses résultats sont mentionnés dans la partie relative a
l'imidaclopride (cf. « comportement de butinage » de I'imidaclopride).

3.1.2.2.1.6 Fipronil

Le fipronil est un insecticide systémique appartenant au groupe des pyrazoles. Il agit comme un
inhibiteur réversible du récepteur au GABA et des canaux chlore activés par le glutamate.

Le fipronil présente une toxicité élevée pour les abeilles, avec une DL 50 orale de
0,00417 pg/abeille et une DL 50 par contact de 0,00593 pg/abeille.

Au niveau francgais, les ministéres de I'agriculture et de I'écologie ont conjointement mis en place le
Comité scientifique et technique de I'étude multifactorielle des troubles des abeilles (CST). Celui-ci
a rendu un rapport en 2006*°. La conclusion du rapport est la suivante : « En conclusion, en |'état
actuel de nos connaissances, selon les scénarios développés pour évaluer I'exposition et en

s http://agriculture.gouv.fr/IMG/pdf/080218 rapport_fiproniljuillet2006.pdf
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appliquant les facteurs d’incertitude choisis pour évaluer les dangers, les rapports PEC/PNEC
obtenus peuvent paraitre préoccupants (tableau XXXI) et ne permettent pas d’exclure des risques
inacceptables. »

Le fipronil a aussi fait 'objet de la trés récente méta-analyse mondiale citée précédemment
(Bijleveld van Lexmond et al. 2015). En particulier, les contaminations moyennes du pollen ou pain
d’abeille vont de 0,8 a 28,5 ng/g (ug/kg) selon les études, les cultures et les modes d’application.
Ces moyennes vont de 1,2 a 70 pg/kg pour les nectars ou miels (Bonmatin et al. 2015). Comme
pour les néonicotinoides, les conclusions des auteurs de la méta-analyse vont dans le sens de
risques et d’impacts importants pour les pollinisateurs (Bonmatin et al. 2007; van der Sluijs et al.
2015).

3.1.2.2.1.6.1 Expérimentations en laboratoire

¢ Mortalité chronique

Des abeilles ont été nourries pendant 14 jours (exposition chronique) avec une solution sucrée
contenant du fipronil & des concentrations de 2,2 a 9 ug/L (Decourtye et al. 2005). Ces doses ont
entrainé une mortalité des abeilles. La concentration testée la plus basse provoquant cette
mortalité (2,2 pug/L) correspond a une dose de 0,1 ng/abeille/jour (environ 60 fois plus basse que la
DL50). Des abeilles ont été exposées pendant 11 jours, par oral et par contact, a deux doses de
fipronil, 0,1 et 0,01 ng/abeille (Aliouane et al. 2009). La dose de 0,1 ng/abeille (par voie orale et par
contact) entraine la mortalité de toutes les abeilles une semaine aprés le debut du traitement. La
mortalité augmente significativement a partir du 3°™® jour pour I'exposition orale et du 5°™ jour
pour l'exposition par contact. Pour la dose de 0,01 ng/abeille, la mortalit¢ n’est pas
significativement différente de celle des abeilles témoins.

¢ Apprentissage, conditionnement

Des abeilles ont été exposées, par voie orale et par contact, a des doses sublétales (0,1, 0,5 et
1 ng/abeille) de fipronil (EI Hassani et al. 2005). La dose de 1 ng/abeille en application topique
entraine une diminution significative de la sensibilité au saccharose alors que I'exposition orale
n’entraine aucun effet. La dose de 0,5 ng/abeille en application topique perturbe I'apprentissage
olfactif. L’activité locomotrice n’est pas affectée par ces doses de fipronil.

Des abeilles ont été nourries pendant 14 jours (exposition chronique) avec une solution sucrée
contenant du fipronil & des concentrations de 2,2 a 9 ug/L (Decourtye et al. 2005). Une diminution
des performances d’apprentissage a été constatée chez les abeilles exposées au fipronil.

Des doses sublétales de fipronil ont été injectées a des abeilles (0,1 et 0,5 ng/abeille) qui ont
ensuite éteé testées au moyen du PER (El Hassani et al. 2009). La dose de 0,1 ng/abeille n’affecte
pas le processus d’apprentissage, mais diminue les performances de mémorisation. La dose de
0,5 ng/abeille a des effets inverses, puisqu’elle affecte le processus d’apprentissage et pas les
performances de mémorisation. Ces résultats montrent que des doses sublétales de fipronil
affectent les processus d’apprentissage et de mémorisation a travers de multiples cibles incluant
des récepteurs au glutamate et au GABA.

Des abeilles ont été exposées pendant 11 jours, par oral et par contact, a deux doses de fipronil,
0,1 et 0,01 ng/abeille (Aliouane et al. 2009). A la dose de 0,01 ng/abeille, au moins un parametre
comportemental a été affecté. Un des résultats principaux est que le fipronil affecte la
discrimination des odeurs (généralisation). A cette méme dose, I'activité locomotrice est également
diminuée.

L’exposition par contact d’'une dose sublétale aigué de fipronil (0,5 ng/abeille) affecte les
processus d’apprentissage tactile et de mémorisation (test PER) (Bernadou et al. 2009).

o Effets sur Pimmunité

Aufauvre et al. (2014) ont analysé la réponse moléculaire d’abeilles exposées a Nosema ceranae
et au fipronil, séparément ou en association. Les principaux résultats de ce travail sont présentés
dans le chapitre sur les interactions. Lors de cette expérimentation, les auteurs ont montré que le
fipronil seul avait un impact sur I'expression de certains génes et l'activité enzymatique des
abeilles, en particulier liés a I'immunité.
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o Effets sur le métabolisme de I’abeille

Nicodemo et al. (2014) ont montré que le fipronil (25 & 100 uM) est un inhibiteur de la production
d’ATP (adénosine-5'-triphosphate) par les mitochondries, organites impliqués dans le métabolisme
cellulaire.

3.1.2.2.1.6.2 Expérimentations en tunnel : comportement de butinage

L’étude de lactivité de butinage (colonie de 2 300 abeilles) a montré que le fipronil a la
concentration de 2 pg/kg entraine une diminution de la proportion des abeilles actives (Colin et al.
2004). Au bout de 4 jours d’exposition au fipronil, les abeilles ne butinent plus (pas de prise de
nourriture). Dans un travail postérieur utilisant la technique des RFID, Decourtye et al. (2011b) ont
montré une réduction du nombre de vols de retour a la ruche aprés exposition orale et aigué a
0,3 ng/abeille (et pas a 0,06 ng), qui dure 24 h aprés l'application. Le temps de retour entre le
nourrisseur et la ruche est quant a lui augmenté par cette méme dose durant 3 jours.

3.1.2.2.2 Insecticides inhibiteurs de croissance (IGR)

Les IGR peuvent étre classés en quatre grandes catégories :
¢ inhibiteurs de la synthése de chitine
¢ analogues d’hormone juvénile
e agonistes d’hormone de mue
e antagonistes de I'ecdysone.
Leur mode d’action varie selon leur catégorie d’appartenance.

3.1.2.2.2.1 Inhibiteurs de synthése de chitine

Les inhibiteurs de synthése de la chitine comptent une dizaine de molécules utilisées pour leur
action larvicide, dont une, le diflubenzuron, a été plus particulierement étudiée. Cette molécule de
la famille des benzoyl urées est essentiellement un larvicide doué d’action ovicide par contact. Elle
perturbe le dépdt de chitine dans la cuticule en provoquant des lésions graves du tissu
endocuticulaire. Du fait de son mode d’action, le diflubenzuron est réputé comme n’ayant pas ou
peu d’action chez les insectes adultes. Il est recommandé pour la lutte contre la sésamie en
maisiculture, le carpocapse en verger, et certains ravageurs de foréts tels que la chenille
processionnaire ou le bombyx disparate. Selon le type de culture, sa concentration d’'usage varie
de 48 g/ha en forét jusqu'a 125 g/ha en maisiculture. Le diflubenzuron est soluble dans I'eau a
0,02 mg/I, soit environ 25 000 fois moins que I'imidaclopride.

Chez l'abeille domestique Apis mellifera, Chandel et Gupta (1992) ont observé une plus forte
sensibilité des nymphes au diflubenzuron comparées aux larves de 3°™ et 4°™ stade. Ces
expérimentations réalisées sur des colonies en plein champ révélent qu'une application de 6 et
4 ug de diflubenzuron par nymphe conduit, chez plus de la moitié des adultes, a des
malformations diverses (excroissances a I'extrémité de I'abdomen, ailes atrophiées). Dans cette
étude, la DL50 par contact sur des larves de 4°™ stade est évaluée a 6,01 ng par individu, et
seulement a 2,42 ng chez des larves de 3°"® stade. Aucune action létale ou morphologique
différée n'a été observée aprés un traitement larvaire, dans la mesure ou la totalité des individus
sont morts. Plus récemment, dans des conditions d’élevage larvaire en laboratoire, Aupinel et al.
(2007b) ont déterminé une DL50 a 48 h de 175 ng/larve, aprés une exposition orale aigué a I'dge
de 4 jours. Dans les mémes conditions expérimentales, une dose de 23 ng/larve suffit a induire
une mortalité nymphale significative (supérieure a 50 % pour un témoin & 20 %). La dose sans
effet n'a pas pu étre déterminée dans cette expérience, dans la mesure ou cette dose de
23 ng/larve constituait la plus petite dose testée.

Gupta et Chandel (1995) se sont intéressés aux effets du diflubenzuron sur des abeilles
émergentes, en application topique et orale. Ces mémes auteurs ont également observé les effets
d'une exposition orale chez des butineuses capturées a I'entrée de la ruche. L'application de
100 pg de diflubenzuron sur le thorax de jeunes ouvriéres naissantes affecte I'évolution du poids
des individus dés le deuxieme jour qui suit le traitement. Cette diminution du poids est également
observée chez les butineuses exposées oralement a 12,5 ug de diflubenzuron par individu. Chez
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les abeilles émergentes, une absorption de 50 pg de diflubenzuron perturbe le développement des
glandes hypopharyngiennes.

Chez des colonies nourries avec 1 L d’'une solution sucrée contenant 50 mg de diflubenzuron,
Chandel et Gupta (1992) notent, dans les 10 jours qui suivent le traitement, une réduction du
couvain et une augmentation du taux de ponte de la reine, sans que les provisions de miel et de
pollen soient affectées. Sur un dispositif similaire, mais avec une concentration plus élevée de
300 mg/L de matiére active, correspondant aux taux d’application maximum sur culture, Thompson
et al. (2005) observent des effets comparables, a savoir une diminution du couvain et un taux de
remplacement des ceufs et des larves accru. Ces auteurs notent également une baisse de la
population d’abeilles adultes, mais ne mentionnent pas d’effets a long terme, lors de la reprise
d’activité aprés hivernage. Des études en verger d’orangers (Emmett et Archer 1980) traités aux
concentrations de 0,11, 0,20 et 0,40 kg MA/L n’ont révélé aucun effet sur les colonies, en termes
d’évolution de populations adulte et larvaire et de mortalité. Une pulvérisation directe sur
230 butineuses avec une solution de 0,40 g/L de diflubenzuron conduit aux mémes conclusions. Il
faut toutefois noter que ces derniers travaux ne permettent pas de controler I'exposition des
abeilles a l'insecticide, et que la pulvérisation sur butineuses simule une exposition trés ponctuelle
sur quelques individus.

Parmi les autres inhibiteurs de la synthése de chitine étudiés sur Apis mellifera, le penfluron
présente des effets analogues a ceux produits par le diflubenzuron a des doses similaires, a savoir
une DL50 d’environ 2 pg/larve de 3°™ stade, 6 ug/larve de 4°™ stade, et 3 pg/nymphe (Chandel et
Gupta 1992). On note également pour cette molécule la production d’adultes mal formés. En
conditions de laboratoire, Rabea et al. (2010) ont montré que le chlorfluozuron est trés peu toxique
sur adultes, avec une DL50 de 2 526 mg/L, soit plus de 10 fois la concentration d'usage. Sur des
colonies nourries avec 1 L de sirop contenant 0,25 et 2,5 g de triflumuron, Amir et Peveling (2004)
ont montré une réduction significative de l'activité de vol, ainsi qu’'une diminution du couvain
operculé. Les colonies exposées a la plus forte concentration présentent des effets a long terme
se traduisant par une forte mortalité hivernale.

Chez Bombus terrestris, le diflubenzuron produit des effets comparables a ceux observés chez
Apis mellifera. Des essais sur microcolonies élevées en laboratoire ont montré que des expositions
par contact, contamination de pollen ou de sirop produisent les mémes effets aux concentrations
maximales d’utilisation en plein champ, 288 mg MA/L, a savoir une élimination du couvain
(Mommaerts et al. 2006). Ces effets, observables deux jours aprés I'exposition, se prolongent sur
deux semaines. Chez des larves agées de 1 a 4 jours, une exposition au flubenzuron induit une
mortalité totale. Gretenkord et Drescher (1995) observent des effets analogues sur les larves
agées de 1 a 4 jours, et une plus forte tolérance chez des larves de 6 jours.

Dans leur étude, Mommaerts et al. (2006) ont également testé les effets de sept autres inhibiteurs
de chitine : la buprofezine, la cyromazine, le flucycloxuron, le flufenoxuron, le lufenuron, le
novaluron et le teflubenzuron. Les effets observés sont en général similaires a ceux produits par le
flubenzuron, en affectant plus ou moins le couvain.

3.1.2.2.2.2 Analogues de I’lhormone juvénile

e Méthopréne

Le méthopréne présente une structure chimique apparentée a celle de I'hormone juvénile Il
trouvée chez l'abeille. Sa DL50 orale ou de contact chez l'abeille adulte est supérieure a
1000 pg/abeille (Redfern et Knox 1974).

Sasagawa et al. (1989) ont étudié si le méthopréne, injecté ou en application topique, affectait le
développement des corpora allata® (glandes synthétisant 'hormone juvénile) et des glandes
hypopharyngiennes. lls se sont intéressés également a ses effets potentiels sur l'activité a-
glucosidase et le comportement des ouvriéres. Le développement des corpora allata, qui a lieu

26 Qrganes endocrines pairs de la téte, appartenant au systeme endocrine rétrocérébral. Les corpora allata élaborent I'hormone
juvénile qui maintient les caractéres larvaires lors du développement post embryonnaire et qui stimule la vitellogenése lors de la vie
imaginale
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normalement durant les deux premiéres semaines chez les abeilles, a été inhibé par injection de
méthopréne (0,1, 0,5, 1, 5 et 10 pg) dans l'huile (0,5 pl) dans chaque abeille. La plus faible dose
(0,1 ug) a semblé stimuler le développement des glandes hypopharyngiennes (dont la taille a été
légérement supérieure a celle de contréles), alors que les doses les plus fortes ont inhibé leur
développement normal. Le pic d'activité de 'a-glucosidase dans la glande, normalement observé
chez les vielles butineuses, a été induit en une ou deux semaines par injection de 0,1 a 10 ug de
méthopréne.

Les effets du méthoprene sur les comportements liés a I'adge ont été étudiés par Robinson (1987).
Des ouvriéres d'un jour ont été marquées individuellement avec des tags colorés et traitées par
une solution de méthoprene appliquée sur I'abdomen (groupes de 50 abeilles traitées avec 25, 50,
100, 150, 200 et 250 ug de méthopréne dissous dans 5 pl d'acétone). Le méthopréne a induit une
diminution significative et dose-dépendante de la fréquence des soins au couvain et a la reine
dans tous les essais et a la plupart des ages. Le méthopréne a causé d'importantes diminutions
dose-dépendantes de la fréquence des comportements d'entretien du nid. Les abeilles traitées
avec les doses les plus élevées ont montré des pics d'activité générale plus précoces. Robinson
(1987) n'a pas observé d'effets significatifs du méthopréne sur la ventilation. Par contre, les
abeilles traitées ont commencé leurs vols d'orientation et de butinage plus précocement que les
abeilles des contrbles et ce, dans tous les essais. Dans une autre étude, Robinson (1985) a
montré que si des ouvrieres traitées avec 250 ug de méthopréne montraient un comportement
précoce de butinage, des traitements a 2,5 et a 25 ug ne causaient que de faibles effets non-
significatifs. Le méthopréne a induit également la production prématurée de deux phéromones
d'alarmes, la 2-heptanone et lisopentyl acétate. Deng et Waddington (1997) ont confirmé la
plupart de ces résultats. Des butineuses marquées ont été traitées par application topique de 200
Mg de méthopréne dissous dans 5 pl d'acétone. Les auteurs ont montré que le méthopréne
n'influencait pas les préférences (i.e., pollen vs nectar) et les performances des butineuses. Les
abeilles adultes ont montré de la rythmicité circadienne du comportement locomoteur qui est
associé a la division du travail. Parce que I'hormone juvénile coordonne divers processus
physiologiques et comportementaux impliqués dans la division du travail, Bloch et al. (2002) ont
testé si le méthopréne influencait I'ontogenese des rythmes circadiens et les parametres de
I'norloge interne des ouvriéres jeunes. Les traitements au méthopréne (200 ug dissous dans 5 pl
d'acétone), ou l'allatectomie, n'‘ont pas influencé I'apparition de la rythmicité et l'activité locomotrice
globale.

e Kinopréne

Les effets du kinopréne (Enstar 65 % WG) ont été évalués sur Bombus terrestris par Mommaerts
et al. (2006). Des applications de 650 mg a.i.?’/L par contact et par voie orale n‘ont provoqué
aucune mortalité. Au bout de 11 semaines, il n'y avait pas de différence avec les témoins. La
production de méales aprés 11 semaines n’a pas été affectée par des applications (650 mg a.i./L)
par contact, orale : eau sucrée et via du pollen contaminé. Cependant, avec cette derniére voie de
contamination, une mortalité significative a été observée chez les larves. Une application par
contact de 65 g a.i./L a influé positivement sur la taille des ovaires et la production d’ceufs.

e Pyriproxyféne
Bitondi et al. (1998) ont montré que des abeilles traitées par application topique au cours de leurs
stades larvaires par du pyriproxyféne (1 ug dans 1 ul d'acétone) présentaient des altérations de la
pigmentation et de la sclérotisation de leur cuticule. Les effets variaient selon le stade auquel le
traitement était appliqué. En utilisant des groupes de 120 abeilles nouvellement écloses traitées
avec de l'acétone (1 pl) contenant différentes concentrations de pyriproxyféne (10, 5, 2,5, 1,25,
0,1, 0,01, 0,001 ou 0 pg), Pinto et al. (2000) ont montré que ce juvénoide affectait la synthése, la
sécrétion et I'accumulation de vitellogénine chez les jeunes ouvriéres selon une relation dose-
dépendante. Machado Baptista et al. (2009) ont montré que la pulvérisation directe de
pyriproxyféne (Cordial 100 EC - 0.075) conduisait a une TL50 de 466 h. Yang et al. (2010) ont
relevé un impact sur le couvain a partir de larves d'un jour nourries avec 0,1 et 1 ppm de

27 Active ingredient
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pyriproxyféne. A 10 et 100 ppm toutes les larves sont mortes avant émergence. A partir d'un test
larvaire, il a été montré (Devillers et al. 2013) qu'une dose de 305 pg/kg de pyriproxyféne (dose
cumulée de 54 ng/larve) affectait le développement des glandes hypopharyngiennes. A cette dose,
jusqu'a 1/3 des émergentes pouvaient présenter des malformations au niveau des ailes. Les
abeilles émergentes étaient souvent rejetées par leurs congénéres lors de l'introduction dans les
ruches. Ainsi, les larves traitées a 101 et 305 pg/kg ont conduit respectivement a des rejets de 38
% et 80 % alors qu'il était de moins de 10 % pour les contrdles.

Les effets du pyriproxyféne (Admiral 10 % EC) ont été évalués sur Bombus terrestris par
Mommaerts et al. (2006). Des applications de 25 mg a.i./l par contact et par voie orale n’ont
provoqué aucune mortalité. Au bout de 11 semaines, il n'y avait pas de différence avec les
témoins. La production de males n'a pas été affectée par des applications (25 mg a.i./l) par
contact, orale ou via du pollen contaminé. Cependant, avec cette derniére voie de contamination,
une mortalité significative a été observée chez les larves.

e Fénoxycarbe

Aupinel et al. (2007a) ont évalué les effets du fénoxycarbe (98,5 % pureté) sur les larves
d’'abeilles. Les doses testées a J4 étaient de 3, 6, 12, 25 et 50 ng/larve. Aucun effet |étal sur les
larves n’a été observé, par contre 'émergence était affectée aux doses supérieures a 6 ng/larve
(dans cette étude, des effets sur les adultes issus de ces larves n’ont pas été recherchés). Heylen
et al. (2011) ont montré que le fénoxycarbe induisait un effet sur la taille et la structure des glandes
hypopharyngiennes a 14 jours aprés exposition orale d’abeilles de 7 jours a des doses de
100 ppm.

Belién et al. (2009) ont utilisé un nourrisseur contenant une solution sucrée de fénoxycarbe
(Insegar 25 WG, 1 g a.i./l) pour contaminer expérimentalement des colonies de 18 000 abeilles
(A. mellifera carnica). Le nombre total d’abeilles actives dans les ruches a été estimé a partir de
photographies de chaque face de cadre et du comptage de toutes les abeilles présentes dans des
zones fixes. Aprés six semaines, les colonies exposées contenaient moins d’abeilles actives que
les contrdles. Belién et al. (2009) ont aussi montré qu’a trois semaines, le développement du
couvain et le poids des colonies intoxiquées étaient moins importants que dans les contréles mais
que ces effets ne perduraient pas. Par contre, a partir d'une semaine aprés la contamination, le
nombre de butineuses par rapport au nombre d’abeilles actives a augmenté et est resté supérieur
aux contréles durant les 10 semaines de I'expérimentation.

Thompson et al. (2005) ont également utilisé un nourrisseur contenant une solution sucrée de
fénoxycarbe (Insegar 25 %, 0,6 kg/200 |) pour contaminer expérimentalement des colonies. lls ont
estimé que cela correspondait a 50 ug de fénoxycarbe/cellule de couvain. A cette dose, ils ont
observé une augmentation des taux de remplacements des ceufs et du couvain par rapport aux
témoins (i.e., 46 % vs 24 % et 21 % vs 5 %). Aucun effet sur la production de sperme n’a été
observé ; par contre, le taux d’accouplements des reines sceurs utilisées pour tester les effets de
la molécule et le nombre d'ceufs pondus ont été trés fortement affectés. Un mois aprés la
contamination, Thompson et al. (2005) ont observé un couvain moins important ainsi qu’un
nombre plus faible d’abeilles. Les colonies traitées ont décliné plus rapidement que les témoins,
affectant la reprise I'année suivante. Une des colonies traitées n’a pas survécu a 'hivernage.

Les effets du fénoxycarbe (Insegar 25 % WG) ont été évalués sur Bombus terrestris par
Mommaerts et al. (2006). Des applications de 100 mg a.i./I par contact et par voie orale n’ont
provoqué aucune mortalité. Au bout de 11 semaines, il n'y avait pas de différence avec les
témoins. La production de males n'a pas été affectée par des applications (100 mg a.i./l) par
contact, orale ou via du pollen contaminé. Les DL50 par voie orale sur des larves de 1, 4 et 6 jours
ont été estimées a > 650, > 1740 et > 3710 ng/larve, respectivement (Tasei 2002). Les abeilles
sont donc plus sensibles que les bourdons.
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e Azadirachtine

C’est un métabolite secondaire®® présent dans I'huile extraite des graines d'Azadirachta indica
(aussi appelé margousier ou neem). C'est un antagoniste de I'ecdysone.

Une concentration de 100 mg a.i./l d’'azadirachtine n'induit pas de mortalité en 24 h chez des
abeilles adultes (Akca et al. 2009). Des larves d’abeilles traitées par contact avec 0,5 pyL de
méthanol contenant 0,25 et 0,50 pyg d’azadirachtine ont montré des taux de survie réduits par
rapport aux témoins. Seule la derniére concentration induisait une diminution du gain de poids par
rapport aux témoins (Rembold et al. 1982).

Thompson et al. (2005) ont utilisé un nourrisseur contenant une solution sucrée d’azadirachtine
(I mg a.i/l) pour contaminer expérimentalement des colonies. lls ont estimé que cela
correspondait a 0,067 ug d’azadirachtine /cellule de couvain. Aucun effet adverse apparent n’'a été
observé sur le développement des colonies mais 4 des 5 colonies traitées a I'azadirachtine n’ont
pas survécu a I'hivernage.

Deux formulations d’azadirachtine ont été testées sous tunnel sur microcolonies d'abeilles. Des
granules de NeemAzal étaient ajoutés aux graines de colza au moment du semis (77 g/15 m? soit
2 fois la dose recommandée) ou l'azadirachtine était pulvérisée (1,5 mL/15 m?) au stade floraison.
La formulation (systémique) granules n'a pas eu d'effets sur la mortalité, I'activité de butinage et le
développement du couvain alors que le traitement par pulvérisation a eu des effets adverses sur le
développement du couvain et a réduit l'activité de butinage (Shawki et al. 2005).

3.1.2.3 Fongicides et herbicides

3.1.2.3.1 Effets des fongicides

Une étude a décrit un pain d’abeille anormal, dit « enseveli » (entombed), retrouvé dans les
colonies mortes et dans lequel le fongicide, chlorothalonil, a été quantifi€ a la concentration
moyenne de 1,3 mg/kg. Les auteurs supposent que la fermentation ne se produit pas
correctement. En effet, les fongicides peuvent avoir un impact sur la colonie en modifiant la
microflore présente dans les réserves alimentaires ou dans le tractus digestif des abeilles (Batra et
al. 1973). Une étude a trouvé une corrélation positive entre le nombre de résidus de pesticides et
les colonies symptomatiques (Simon-Delso et al. 2014). Pettis et al. (2013) montrent une
corrélation positive entre la présence de Nosema ceranae et celle de fongicides (chlorothalonil et
pyraclostrobine).

Les fongicides chlorothalonil et myclobutanil, comme limidaclopride, augmentent la mortalité
cellulaire dans les intestins (Gregorc et Ellis 2011).

L’effet synergisant de certains fongicides (imidazoles ou Ergosterol Biosynthesis Inhibitors) en
association avec des insecticides-acaricides est décrit dans le paragraphe 4.1.2.2 du présent
rapport.

3.1.2.3.2 Exposition des colonies d’abeilles aux fongicides et aux herbicides

e Etat des lieux

Les abeilles sont exposées aux fongicides et aux herbicides présents dans les aliments qu’elles
consomment (e.g. nectar, pollen, pain d’abeille) ainsi qu’a ceux qu’elles captent dans I'atmosphére
au cours de leur activité de butinage. Ainsi, tous les membres de la colonie sont susceptibles
d’étre exposés a ces substances (EFSA 2012a) et des études réalisées en Europe et aux Etats
Unis témoignent d’'une exposition réguliére des abeilles aux fongicides et aux herbicides.

En France, des études conduites pendant 3 ans dans 5 départements et dans lesquelles
41 pesticides dont 11 fongicides ont été recherchés, mettent en évidence que 16 % des
181 échantillons de pollens, 9 % des 305 échantillons d’abeilles, et 1,1 % des 93 échantillons de
cires et 0,7 % des 140 échantillons de miel analysés contenaient au moins un fongicide (Chauzat

28 Métabolite secondaire est un terme consacré pour indiquer une molécule qui ne participe pas directement au
développement des plantes (au sens large) mais plutét intervient dans les relations avec les stress biotiques, abiotiques
ou améliore I'efficacité de reproduction, la défense, etc.

page 94 / 252 avril 2015



Anses e rapport d’expertise collective Saisine « 2012-SA-0176 Co-expositions abeilles »

et al. 2009). Les principaux fongicides quantifiés dans les pollens au cours de ces enquétes sont le
penconazole, le flusilazole, le tébuconazole, le cyproconazole le mycolbutanyl, et 'hexaconazole
et pour lesquels des concentrations moyennes comprises entre 10 et 20 ug/kg ont été calculées.
Les fongicides quantifiés dans les abeilles sont le penconazole, le tébuconazole et le tétraconazole
avec des concentrations moyennes comprises entre 5 et 20 pug/kg (Chauzat et al. 2009). Cette
enquéte dans laquelle la fréquence de co-détection des fongicides a également été évaluée,
révele que les abeilles et les pollens sont fréquemment contaminés par plusieurs fongicides ou
contaminés par un fongicide associé a un autre pesticide (ex : imidaclopride). Dans cette étude
aucun herbicide n’a été recherché.

Plus récemment entre 2008 et 2009, une enquéte sur la contamination des abeilles, du pollen et
du miel a été réalisée dans 5 ruchers répartis entre la Bretagne et les Pays de la Loire. Sur les
22 fongicides recherchés, 5 fongicides sont retrouvés dans les 141 échantillons d’abeilles
(benalaxyl, carbendazime, flusilazole, propioconazole et le thiophanate-méthyl), 9 dans les
120 échantillons pollens (bupirimate, carbendazime, cyproconazole, diéthofencarbe, flusilazole,
iprodione, thiophanate-méthyl, triadimenol et vinclozolin) et 9 dans les 141 échantillons miel
(bupirimate, carbendazime, cyproconazole, diéthofencarbe, flusilazole, imazalil, prochloraze,
tebuconazole et thiophanate-méthyl) (Lambert et al. 2013). Le carbendazime est le fongicide le
plus fréquemment retrouvé avec une fréquence de détection de 41 % dans les abeilles, 64 % dans
le miel et 34 % dans les pollens. Pour I'ensemble des fongicides détectés, les concentrations
moyennes calculées dans ces matrices est inférieure aux quantités retrouvées par Chauzat et al.
(2009) (exemple : < 10 ug/kg), excepté pour le thiophanate-méthyl dont la concentration moyenne
est de 23 ug/kg de miel. Dans cette étude aucun herbicide n’a été recherché.

En France durant la saison apicole 2014, la présence de résidus de pesticides dans les pollens
collectés par des colonies a été étudiée dans 5 ruchers sédentaires (Vidau 2015). Les
165 échantillons de pollen de trappe collectés ont été analysés a laide d’'une méthode multi
résidus permettant de rechercher plus de 400 substances (LOQ =10 pg/kg). Les résultats
d’analyses révélent que 72 % des échantillons contiennent au moins un résidu de pesticide et
gu’environ 25 % en contiennent 5 ou plus. Soixante-six substances ont été détectées, dont
32 fongicides, 23 insecticides, 8 herbicides et 3 régulateurs de croissance. Les résidus les plus
fréquemment retrouvés incluent un insecticide, le chlorpyriphos-éthyl (27,9 %), deux fongicides le
fludioxonil (17,6 %) et le cyprodinil (16,4 %), un analogue de I'’hormone juvénile, le fénoxycarbe
(14,5 %) et un herbicide, la pendiméthaline (10,9 %). Les concentrations moyennes de ces
substances sont généralement comprises entre 10 et 250 pg/kg, mais des concentrations pouvant
dépasser les 500 pg/kg sont parfois retrouvées. Les résultats présentés dans cette étude
témoignent d’'une exposition continue mais irréguliére, dans I'ensemble plus importante de la fin de
lhiver jusqu’au début de I'été, liée principalement a la contamination des pollens par des
fongicides et des insecticides.

En Espagne durant les années 2006 et 2007, un état des lieux de la contamination du pain
d’abeille a été réalisé dans plus de 1 000 ruchers (Bernal et al. 2010). L'analyse porte sur deux
années ou ont été collectés 845 échantillons au printemps et 176 échantillons durant 'automne.
Sur 'ensemble des pains d’abeille collectés au printemps, 12 fongicides sont retrouvés. Il s’agit de
la procymidone, de I'hexachlorobenzéne, du matalaxyl, du difenoconazole du captan, du
myclobutanil, de la vinclozolin, du chlorothalonil, du propioconazole, de I'azostrobine, de I'iprodione
et du flusilazole. Les fréquences de détection de chacun des fongicides étaient inférieures a
2 % des échantillons. Les concentrations moyennes en fongicides sont comprises entre 67 et
2 pg/kg. Parallelement aux fongicides, quatre résidus d’herbicide sont retrouvés. Il s’agit du
trifluraline, de I'atrazine de la simazine et de I'imazamethabenzyl-méthyl détectés respectivement
dans 9,7 %, 2,9 %, 1,9 % et 0,4 % des pains d’abeille analysés. Sur les deux années, les
concentrations moyennes calculées pour ces 4 herbicides sont respectivement de 3,2, 25,15,
43,0 et 9,5 pg/kg. Les pains d’abeille collectés en automne sont en moyenne moins contaminés
gue ceux collectés au printemps, ou aucun herbicide et seulement 2 fongicides sont détectés
(hexachlorobenzéne et vinclozoline dans 1,13 % des échantillons). Les auteurs de cette étude font
également état d’'une contamination plus importante dans les colonies transhumantes que dans les
colonies appartenant a des ruchers sédentaires.
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En Belgique, Nguyen et al. (2009) ont comparé la survie de colonies d’abeilles placées dans des
environnements dans lesquels des cultures de mais traitées avec de l'imidaclopride étaient
présentes ou non. Entre le 20 ao(t et le 20 octobre 2004, dans chacun des 16 ruchers répartis sur
le territoire Belge, 3 colonies ont été échantillonnées. Dans les 48 échantillons de cires, d’abeilles
et de miels qui ont été collectés, 2 fongicides et 1 herbicide sont retrouvés. Il s’agit du flusilazole,
de la triflxystrobine et du bitertanol retrouvés respectivement dans 14,6 %, 12,5 % et 2,1 % des
miels et respectivement dans 31,3 %, 8,4 % et 4,2 % des cires. En revanche, aucun fongicide et
herbicide ne se sont détectés dans les abeilles.

Aux Etats-Unis, un état des lieux a été dressé au cours des années 2007 et 2008 par Mullin et al.
(2010). Dans cette étude ce sont 350 échantillons de pains d’abeille, 140 échantillons d’abeilles et
plus de 200 échantillons de cire collectés au cours de la saison apicole qui ont été analysés. Cette
étude révéle une contamination plus importante que celle décrite en France dans les études de
Chauzat et al. (2009) et de Lambert et al. (2013), puisque 63 % des cires, 61 % des pollens et 13
% des abeilles contenaient au moins un fongicide (Mullin et al. 2010). Parmi les fongicides
recherchés, 25 résidus ont été détectés au moins une fois dans les pollens, 23 dans les cires et 6
dans les abeilles, ce qui témoigne d’une diversité importante de fongicides auxquels les abeilles
sont exposées. Dans les cires et les pollens, les concentrations moyennes de plusieurs fongicides
(exemples : chlorothalonil, boscalide, captan et iprodione) dépassent parfois les 100 ug/kg. Cette
étude révele également la présence d’herbicides dans les matrices apicoles. En effet, la fréquence
de détection des herbicides dans les cires, les pollens et les abeilles sont respectivement de 41,8
%, 50,3 % et 6,4 %. La diversité des herbicides retrouvée dans les cires et les pollens est moins
importante que celle observée pour les fongicides, puisque ce sont respectivement 11 et 13
herbicides qui sont détectés dans les cires et les pollens. Comme pour les fongicides, les
herbicides retrouvés dans les abeilles sont au nombre de 6. Les concentrations moyennes
d’herbicides mesurées dans les cires sont globalement inférieures a 10 pg/kg excepté pour
'éthofumesate dont la concentration moyenne est de 392 pg/kg. Dans les pollens, les
concentrations moyennes d’herbicides sont plus hautes que celles calculées sur les cires puisque
elles dépassent régulierement les 10 pg/kg. Les concentrations moyennes d’herbicides retrouvées
dans les abeilles sont comprises entre 2,2 et 15,9 ug/kg.

e FEtude de cas

Des études plus ciblées ont par ailleurs été conduites dans I'objectif d’évaluer I'exposition des
abeilles apres I'application de fongicides sur des cultures de colza (Wallner 2009), de pommiers
(Kubik et al. 2000) et de cerisiers (Kubik et al. 1999).

Wallner (2009) a suivi pendant 7 jours la contamination du pollen et du nectar de jabot prélevés
sur des butineuses de 14 colonies placées a proximité d’une culture de colza en fleur (issue de
graines enrobées avec de la clothianidine) et traitée au boscalide 250 g/ha. Le boscalide a été
détecté dans les 22 échantillons de pollen analysés (pool des pelotes récoltées sur 150 -
200 butineuses). Les concentrations moyennes mesurées dans le pollen sont respectivement de
13,9 mg/kg le jour du traitement, 26,2 et 4,7 mg/kg le lendemain et le surlendemain du traitement
et atteignent 3 mg/kg une semaine apres. Le nectar collecté par les butineuses est également
contaminé par du boscalide sur 'ensemble de la période étudiée. Les concentrations mesurées
sont respectivement de 1,43 mg/kg le jour du traitement, 0,13 mg/kg et 0,017 mg/kg le lendemain
et le surlendemain du traitement puis de 0,025 mg/kg une semaine apres. Dans cette étude, de la
clothianidine issue de I'enrobage des graines de colza a également été co-détectée dans le nectar
de jabot des butineuses a des concentrations comprises entre 0,001 et 0,003 mg/kg.

Des études comparables ont été conduites sur des colonies d’abeilles placées a proximité de
vergers d’arbres fruitiers en fleuraison (Kubik et al. 1999; Kubik et al. 2000; Smodi§ Skerl et al.
2009). Dans I'étude de Kubik et al. (2000), les formulations pulvérisées sur 10 ha de pommiers en
fleur contenaient les fongicides captan (1000 g/ha) et difenoconazole (50 g/ha) et les matrices
analysées étaient le miel, les pelotes de pollen de pommier et le pain d’abeille. Le suivi de la
contamination du pollen a montré une persistance des fongicides 13 jours apres le traitement. Les
concentrations de captan mesurées dans les pollens sur 'ensemble de la période étudiée sont
systématiquement supérieures a celles du difenoconazole. Pour les deux fongicides, des pics de
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contamination des pollens de trappe ont été observés le troisieme jour apres traitement. Les
concentrations maximales de résidus de captan et de difenoconazole mesurées dans ces pollens
étaient respectivement de 18,9 mg/kg et de 0,166 mg/kg. Le pain d’abeille et le miel étaient
également contaminés par ces deux fongicides 14 jours aprés la pulvérisation. En moyenne, le
miel stocké dans les 10 colonies utilisées pour I'étude contenait du difenoconazole et du captan
aux concentrations respectives de 0,6 pg/kg et 9 ug/kg. Le pain d’abeille obtenu a partir du pollen
était d’avantage contaminé et renfermé des concentrations moyennes de difenoconazole de I'ordre
de 270 pg/kg et de captan voisines de 6,5 mg/kg.

Dans I'étude de Kubik et al. (1999), les colonies étaient placées, en début de floraison, au centre
d'un verger de cerisier d'une surface de 4,5 ha. Les traitements effectués dans ce verger
contenaient du méthyl thiophanate (0,7 kg/ha) et de liprodione (0,7 kg/ha) pour le premier
traitement, et du méthyl thiophanate (0,7 kg/ha), de l'iprodione (0,185 kg/ha) et de la vinclozoline
(0,375 kg/ha) pour le second traitement effectué 6 jours plus tard. Les matrices analysées étaient
les pelotes de pollen de cerisier, le miel, et le pain d’abeille. La contamination du pollen a été
suivie quotidiennement durant 14 jours. Au cours de cette période, les pollens analysés
contenaient réguliéerement les 3 fongicides avec des concentrations moyennes de méthyl
thiophanate de vinclozoline et d’iprodione respectivement de 0,25, 0,12 et 0,009 mg/kg. Un pic de
contamination a été observé 11 jours aprés le premier traitement : méthyl thiophanate a 4 mg/kg,
vinclozoline a 3 mg/kg et iprodione a 0,5 mg/kg. Le miel et le pain d’abeille ont été collectés dans
5 colonies, 14 jours apres le premier traitement et contenaient des concentrations moyennes de
58,9 +/- 17,1 ug/kg de methyl thiophanate, 107,0 +/- 43,6 ug/kg de vinclozoline et 23,1 +/-
5,4 pg/kg d’iprodione pour le miel et 1,9 +/- 1,0 mg/kg de méthyl thiophanate, 23,6 +/- 7mg/kg de
vinclozoline et 3,0 +/- 1,4 mg/kg d’iprodione dans le pain d’abeille.

Smodi§ Skerl et al. (2009) ont comparé la contamination des pollens de trappe et des pains
d’abeille collectés dans des colonies placées dans un verger de pommiers a celle des mémes
matrices prélevées dans une territoire dans lequel I'arboriculture n’est pas pratiquée. Les vergers
ont été traités avec des formulations contenant du diazinon (15 I/ha), du difenoconazole (0,2 I/ha)
et du thiaclopride (0,2 I/ha). La contamination des pollens par le diazinon est maximale le
lendemain du traitement (1,98 mg/kg) puis décroit rapidement pour atteindre une valeur de
0,03 mg/kg 10 jours apres le traitement. Dans les pains d’abeilles collectés 16 jours aprés le
traitement, une concentration de diazinon de 0,09 mg/kg est retrouvée. Le difénoconazole et le
thiaclopride, pulvérisés en mélange sur le verger sont retrouvés le lendemain dans les pelotes de
pollen avec des concentrations respectives de 0,01 et 0,09 mg/kg. La contamination du pain
d’abeille par ces deux molécules n'a pas été mesurée. Dans les pelotes de pollen et le pain
d’abeille collectés dans les colonies contrdles, ces trois molécules ne sont pas détectées.

3.1.2.4 Antibiotiques

3.1.2.4.1 Aspects reglementaires

Au sein de I'Union européenne, selon les réglements (CE) n° 470/2009 et (UE) n° 37/2010,
aucune limite maximale en résidus (LMR) n'a été définie pour les antibiotiques dans les produits
de la ruche (miel et gelée royale). Par conséquent, aucun antibiotique n’est autorisé pour le
traitement des abeilles, et la détection de tout résidu d’antibiotiques dans le miel empéche sa
commercialisation au sein de I'Union européenne. Toutefois, selon le principe de la cascade, tout
vétérinaire pourrait théoriguement prescrire des antibiotiques pour traiter des abeilles en utilisant
un antibiotique autorisé dans une autre espéce animale. Le vétérinaire prescripteur a alors la
responsabilité d’indiquer la dose, la durée et le mode d’application, et le délai d’attente. En
pratique, aucune dose, aucun temps d’attente ne sont officiellement établis. On peut noter que
l'usage de l'oxytétracycline est autorisé au Royaume-Uni dans le cadre de la cascade pour le
traitement de la loque européenne avec un temps d’attente d’au moins 6 mois (EMA 2010). Par
ailleurs, une autorisation temporaire d’utilisation de la fumagilline pour le contréle de Nosema spp.
avait été délivrée en Espagne de 2005 a 2007 et au Royaume-Uni jusqu’a récemment. Ces
exceptions ont été supprimeées.
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A linverse, aux Etats-Unis, I'oxytétracycline, la tylosine et, plus récemment, la lincomycine ont été
enregistrées pour le traitement de la loque américaine, avec une LMR de 200 upg/kg et un temps
d’'attente de 4 (tylosine, lincomycine) et 6 semaines (oxytétracycline) (USFDA 2014). La tylosine
est également autorisée au Canada pour la méme indication avec une LMR de 200 pg/kg.
Cependant, lintérét de l'utilisation d’antibiotiques pour lutter contre la loque américaine souléve
des doutes car les antibiotiques sont inactifs sur les formes sporulées trés résistantes de son
agent étiologique, Paenibacillus larvae. La fumagilline est autorisée aux Etats-Unis et au Canada.
Pour réduire les résidus, le traitement est interdit pendant la saison de butinage (USFDA 2012).
Habituellement, les ruches sont traitées préventivement une fois a la fin de 'automne et une fois
au début du printemps (Webster 1994). La fumagilline persiste a l'intérieur des ruches (Higes et al.
2011), et se dégrade au fil du temps (Nozal et al. 2008).

Le bicyclohexylammonium de fumagilline, un antibiotique isolé du champignon Aspergillus
fumigatus, avait été le seul traitement largement utilisé pour le traitement de la nosémose chez les
abeilles d’Europe occidentale Apis mellifera (Bailey 1953; Higes et al. 2011) pendant environ
60 jours (Higes et al. 2011). La fumagilline sous forme de concentration & 3% a usage vétérinaire,
est considérée comme le seul traitement efficace de l'infection & Nosema apis ; elle élimine
également la microsporidie pathogéne découverte plus récemment, N. ceranae (Williams et al.
2008), mais son efficacité est cependant contestée (Botias et al. 2013; Huang et al. 2013; Williams
et al. 2011). La fumagilline n'est plus autorisée dans I'Union européenne, son AMM ayant été
suspendue faute de LMR fixée au niveau européen.

3.1.2.4.2 Usage des antibiotiques chez les abeilles hors Union européenne

La lutte contre les loques repose sur la destruction des foyers infectieux. La plupart des pays
préconisent de détruire les couvains malades et de décontaminer par le feu les cadres et les
ruches infectés aprés avoir transféré la colonie d’abeilles adultes dans de nouvelles ruches. Dans
certains pays hors de I'Union européenne (Etats-Unis, Canada, Argentine), le traitement par les
antibiotiques est autorisé pour contréler ces maladies. Dans ces pays, les principaux antibiotiques
utilisés en apiculture contre ces maladies du couvain sont les tétracyclines, la streptomycine, les
sulfamides et le chloramphénicol (Al-Waili et al. 2012).

Il est important de rappeler les limites des traitements antibiotiques dans le cas des loques. Les
antibiotiques agissent en bloquant le métabolisme des bactéries. Par conséquent, ils ne doivent
étre utilisés que pour lutter contre des bactéries en phase active de multiplication, correspondant
pratiquement, sur le plan cliniqgue, a la phase aigué de la maladie infectieuse. Il ne faut pas
attendre d’effet anti-infectieux sur les formes de résistance (spores) ou sur les bactéries en phase
de latence. Autre conséquence, le foyer infectieux n’'est pas détruit par le seul traitement
antibiotique : une rémission peut étre observée avec le traitement, mais l'infection reprend lorsque
I'effet inhibiteur de I'antibiotique n’est plus exercé Tableau 10.

En cas de loque américaine (LA), lorsque linfection a Paenibacillus larvae est modérée, un
transvasement® est recommandé comme méthode de traitement (Reybroeck et al. 2012; von der
Ohe 2003). La LA exige des mesures sanitaires rigoureuses : tous les cadres de la colonie sont
incinérés et les corps de ruches désinfectés et traités a la flamme. Contre les formes séveres ont
été utilisés les sulfamides, en particulier le sulfathiazole, et les tétracyclines. Certains auteurs
(Kochansky et al. 2001; Okayama et al. 1996) ont rapporté une activité bactéricide contre P. larvae
de la lincomycine. Son efficacité contre la LA a été démontrée par Feldlaufer et al. (2001).
Diverses études ont montré I'efficacité de la tylosine dans le contrdle de la LA (Peng et al. 1996).
La tylosine a été utilisée contre la LA quand on a constaté que P. larvae avait acquis une
résistance aux tétracyclines (Reybroeck et al. 2012). L'érythromycine a été tout d'abord testée en
1955 (Katznelson 1956; Katznelson et al. 1955). Selon certains auteurs, I'érythromycine s’est
avérée efficace contre la LA (Machova 1970; Okayama et al. 1996), tandis que d'autres Il'ont
trouvée inefficace (Alippi et al. 1999; Katznelson et al. 1955; Moffett et al. 1958). D'autres études

29 Transvasement : pratique apicole qui consiste a récupérer les abeilles adultes d'une ruche et a les placer dans une nouvelle ruche
équipée de cadres vides construits ou de cadres de cire gaufrée.

page 98 / 252 avril 2015



Anses e rapport d’expertise collective Saisine « 2012-SA-0176 Co-expositions abeilles »

concluent & une plus grande efficacité de la pénicilline et des macrolides que des tétracyclines
contre P. larvae (Leighton 1983).

Pour la loque européenne (LE), les sulfamides sont sans action. Quelques antibiotiques, comme
I'oxytétracycline, ont montré leur efficacité contre la LE. La streptomycine et les tétracyclines ont
été utilisées pour lutter contre cette maladie. La destruction et I'élimination des rayons malades
sont obligatoires quelle que soit la pratique apicole. L'efficacité de I'érythromycine contre la LE a
été démontrée par certains auteurs (Wilson 1962; Wilson et Moffett 1957). Gunes et al. (2008)
signalent [I'utilisation de cette molécule dans le sud de la Turquie par des apiculteurs
professionnels.

La nosémose, maladie fongique (voir aussi 3.1.1.2.3.1), fait également l'objet de traitements
antibiotiques hors Union européenne. Katznelson et Jamieson (1952) avaient trouvé la fumagilline
efficace contre la nosémose. Le bicyclohexylammonium de fumagilline, un antibiotique isolé du
champignon Aspergillus fumigatus, a été le seul traitement largement utilisé pour le traitement de
la nosémose chez les abeilles d’Europe occidentale Apis mellifera (Bailey 1953; Higes et al. 2011)
pendant environ 60 jours (Higes et al. 2011). Selon Williams et al. (2008), la fumagilline est
considérée comme un traitement efficace de I'infection a Nosema apis et N. ceranae. Cependant,
son efficacité est contestée (Botias et al. 2013; Huang et al. 2013; Williams et al. 2011). Ainsi,
dans une publication récente, Huang et al. (2013) ont démontré que la fumagilline altérait la
structure protéique des tissus intestinaux des abeilles a des concentrations qui ne suppriment pas
la reproduction des microsporidies. Au Chili, certains apiculteurs ont également utilisé des
sulfamides contre la nosémose (Lourdes 2002).

3.1.2.4.3 Conséquences de l'utilisation des antibiotiques dans la ruche

o Problématique particuliére des résidus dans laruche

Les modes spécifiques d’administration des médicaments en production apicole entrainent une
problématique particuliére des résidus dans cette filiere de production. Les antibiotiques appliqués
dans la ruche subissent rarement un métabolisme (Tableau 4). Par conséquent, les résidus ne sont
pas éliminés aprés une certaine période comme cela est défini habituellement pour fixer les délais
d’attente avec les médicaments vétérinaires administrés directement aux autres animaux. Par
ailleurs, aucune limite maximale en résidus (LMR) n'est établie dans le miel et la gelée royale,
produits consommés par I'homme. Donc, aucun médicament vétérinaire contenant des
antibiotiques n’est autorisé pour I'espéce abeille en Europe contrairement aux Etats-Unis ou
certains de ces antibiotiques sont autorisés. Ainsi, aux Etats-Unis, l'oxytétracycline, la tylosine, la
fumagilline, la lincomycine sont utilisées dans certaines conditions.

Suite a un traitement antibiotique, des résidus peuvent se retrouver dans les produits de la ruche,
particulierement, dans le miel. La présence de ces résidus peut sélectionner des souches
résistantes et augmenter les fréquences de résistance des agents pathogenes (chez 'lHomme et
'animal) (Al-Waili et al. 2012). Ainsi, aux Etats-Unis et en Argentine, I'utilisation intensive, de fagon
répétitive, des tétracyclines, a provoqué la sélection de souches de P. larvae résistantes a ces
tétracyclines (Reybroeck et al. 2012). Suite aux échecs thérapeutiques liés a la sélection de ces
souches résistantes, les tétracyclines ont été remplacées par la tylosine dont l'usage s'est
développé.

Plusieurs études ont montré une persistance des différents antibiotiques dans le miel (Adams et al.
2009; Granja et al. 2009; Martel et al. 2006). Une étude a démontré que 'augmentation de la
concentration en sulfaméthazine dans la cire s’accompagnait d’'une augmentation simultanée des
résidus de cette molécule dans le miel (Reybroeck 2003). De plus, la persistance du sulfathiazole
dans la cire 12 mois apreés la derniere application sous forme de poudre a été récemment
démontrée (Martinello et al. 2013). Dans une enquéte portant sur 3 855 miels d'origines diverses
analysés, 1,7 % des échantillons présentaient des résidus d'antibiotiques : la streptomycine, les
sulfamides, les tétracyclines, le chloramphénicol, les nitrofuranes, la tylosine et les quinolones
(Diserens 2007).

De plus, dans certains cas, des antibiotiques ont été utilisés également en agriculture, par
exemple, la streptomycine contre le feu bactérien sur les arbres fruitiers. Les antibiotiques utilisés
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comme produits phytosanitaires peuvent étre récoltés par les butineuses lors de leurs visites des
fleurs et contaminer les miels. Ainsi, en 2001, 21 % des miels allemands contenaient de la
streptomycine (Bogdanov 2006; Brasse 2001). Actuellement, l'utilisation en agriculture des
antibiotiques (streptomycine et oxytétracycline) est interdite en Europe.

Enfin, les circuits commerciaux des produits de la ruche sont trés mondialisés. L’Europe importe
des miels provenant de divers continents dont la réglementation sur les LMR est trés différente de
celle de I'Union européenne. Dans une synthése bibliographique, Bogdanov (2006) rapporte que
20 a 50% des miels importés en France, Belgique et Suisse contenaient des résidus
d'antibiotiques, principalement de la streptomycine (dans des miels essentiellement d’origine
mexicaine), des sulfamides (dans des miels essentiellement d’origine turque), mais aussi du
chloramphénicol (surtout dans des miels provenant de Chine) et des tétracyclines.

Tableau 4 : Résidus d'antibiotiques retrouvés dans le miel (Bogdanov, 2006)

Antibiotics References

Sulfonamides

sulfathiazole, sulfamerazine, sulfamethazine, (Martel and Zeggane, 2003: Reybroeck, 2003: Wallner,
sulfamethaxazole, sulfadiazine, sulfamethoxypiridazine, 2003; Kaufmann and Kiinzig, 2004)

sulfadoxine, sulfadimidine, sulfanilamide

Aminoglycosides
streptomycine, dihydrostreptomycine (Morlot and Beaune, 2003 Reybroeck, 2003;
van Bruijnsvoort et al., 2004)

Tetacyclines

tetracycline, oxytetracycline, chlortetracycline, (Argauer and Moats, 1991; Tantillo et al., 2000; Morlot

doxycycline and Beaune, 2003; Reybroeck, 2003 Sabatini et al.,
2003)

Amphenicols

chloramphenicol (Dharmananda, 2003; Reybroeck, 2003; Verzegnassi
et al., 2003; Ortelli et al., 2004)

Macrolides

tylosine (Baggio et al., 2004; Feldlaufer et al., 2004)

myrosamine (Nakajima et al., 1998)

Beta-lactams

penicillins (Nakajima et al., 1997; Reybroeck, 2003)

Nitrofuran metabolites (Stiftung Warentest, 2004 Jenkins and Young, 2005)

AOZ, SC

AOZ: 3-amino-2-oxazolidinone; SC: semicarbazide.

Des contaminations de la gelée royale sont également possibles par les résidus d'antibiotiques
(Matsuka et Nakamura 1990). Des résidus de chloramphénicol ont été détectés dans la gelée
royale produite en Chine (Dharmananda 2003; Reybroeck 2003).

L'utilisation des fluoroquinolones est croissante en Asie (Savoy Perroud et al. 2009). Les
principaux résidus retrouvés sont I'enrofloxacine et la norfloxacine.

Les analyses des nitrofuranes dans le miel montrent que la furazolidone est le principal nitrofurane
administré pour lutter contre les maladies des abeilles (Khong et al. 2004).

En 2007, Zhou et al. ont signalé qu'en Chine, cinq nitroimidazoles avaient été utilisés dans les
années precédentes pour lutter contre Nosema apis, en tant qu'alternative a la fumagilline. Depuis,
['utilisation de ces molécules est interdite en Chine. Le principal résidu retrouvé dans le miel
chinois était le métronidazole (Zhou et al. 2007).

La plupart des antibiotiques sont stables dans le miel, d'autres se dégradent (Tableau 5 et
Tableau 6).
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Tableau 5 : Résidus d'antibiotiques traceurs d'une utilisation par les apiculteurs (Reybroeck et al., 2012)

Pharmacologically active substance Metabolite Marker residue®

Streptomycin Streptomycin

Tetracyclines Epimers Sum of parent drug and its 4-epimers
Sulfonamides Parent drug

Ervthromycin Eryvthromycin A

Tylosin Desmycosin {tylosin B) Tylosin A

Lincomycin Lincomycin

Enrofloxacin Sum of enro- and ciprofloxacin
Ciprofloxacin Sum of enm- and ciprofloxacin
Trimethoprim Trimethoprim

Metronidazole Metronidazole
Chloramphenicol Chloramphenicol

Furazolidone ADZ (3-amino-2-oxazolidone) ADZ (3-amino-2-oxazolidone)
Mitroimidazoles Hydroxymetabolites Hydroxymetabolites

* Commission Regulation (EU) No. 372010,

Tableau 6 : Temps de demi-vie (t12) de quelques antibiotiques dans le miel (Reybroeck et al., 2012)

Pharmacologically active substance Temperature - storage Half-life Reference
Tetracycline hydrochloride 20°C - lab 242 days Martel et al. (2006)
35°C- lab 121 days Martel et al. (2006)
in bee colony G5 days Martel et al. (2006)
Oxytetracycline 34°C- lab 12days Argaver and Moats (1991)
in bee colony 2-4 days Gilliam and Argauver (1981a)
in bee colony 9-44 days Thompson et al. (2006)
in bee colony 11-14 days Anon, (2002)

o Effets des antibiotiques sur les abeilles rapportés dans la littérature

Avant d’envisager les éventuels effets toxiques des antibiotiques sur la santé de I'abeille (et chez
les consommateurs des produits de la ruche), il est important de rappeler que l'utilisation des
antibiotiques peut créer une pression de sélection favorable a I'émergence de souches
bactériennes résistantes aux molécules présentes dans le milieu. Ceci peut étre la cause d’échecs
thérapeutiques, chez l'animal et chez 'Homme. Ainsi, a la suite d’une large utilisation de
l'oxytétracycline pour le traitement des loques, plusieurs études indiquent une augmentation des
fréquences de résistance chez Paenibacillus larvae, Melissococcus plutonius et Streptococcus

pluton aux Etats-Unis (vanEngelsdorp et Meixner 2010).

Concernant l'effet toxique proprement dit, I'infection des abeilles par Nosema apis entraine une
atrophie des glandes hypopharyngiennes. Chez les abeilles infectées et traitées a la fumagilline,
on observe des changements ultra-structurels des granules de sécrétion qui sont probablement
associés a une modification de I'activité sécrétrice de ces glandes (Liu 1990) : I'antibiotique semble
avoir des effets inhibiteurs sur les glandes hypopharyngiennes des abeilles infectées.

Peng et al. (1992) ont montré qu'avec une alimentation larvaire comprenant 0,0025 % de
chlortétracycline (CTC), les mortalités larvaires sont similaires a celles observées pour le groupe
témoin. A cette concentration, la chlortétracycline diminue les mortalités des larves inoculées avec
1 x 10* & 1,5 x 10° spores/mL de Paenibacillus larvae. Par contre, des concentrations supérieures
a 0,0025 % en CTC retardent la croissance et le développement larvaire et entrainent une
pigmentation précoce des jeunes larves. A 0,05 % de CTC, les auteurs observent 100 % de
mortalités larvaires. Les auteurs considérent que la loque américaine est contrblée avec
0,0025 % de CTC méme s'il y a des niveaux élevés en agents pathogenes inoculés aux larves.

D'aprés Peng et al. (1996), les larves d'abeilles peuvent tolérer des doses de 0,005 a 0,05 % de
tylosine dans leur alimentation sans effet négatif observé. Un mélange de 200 mg de terramycine
et de 100 mg de tylosine protége les colonies pendant 3 semaines. Une dose de 200 mg de
tylosine protege la colonie pendant une semaine supplémentaire. Des doses de 100 mg de
tylosine éliminent les signes cliniques de linfection par la LA. Parmi les antibiotiques, les
pénicillines, I'érythromycine et la tylosine apparaissent les plus efficaces contrairement aux
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tétracyclines. La tylosine est plus efficace que le sulfathiazole dans le contrdle de la loque
américaine. Mais pour des doses de 0,5% et plus en tylosine, les mortalités larvaires augmentent.
Les quelques larves qui survivent pour des applications de 0,5 et 1 % ne continuent pas leur
développement jusqu'au stade adulte. Pour le groupe nourri avec 0,03 % de tylosine, moins de
mortalités sont observées par rapport aux autres groupes (témoins et traités avec différentes
doses), et l'arrivée au stade adulte est plus élevée avec le groupe nourri a 0,03 % de tylosine. Ces
auteurs indiquent que les colonies nourries avec 200 mg de tylosine sont protégées pendant
4 semaines mais ils attirent I'attention sur les résidus pouvant se retrouver dans le miel suite a
cette application.

L'action du chloramphénicol s'exerce au niveau des protéines des insectes (Ashour et al. 1980;
Fragouli-Fournogeraki et al. 1978). L'incorporation au régime alimentaire de 0,5 g/l de
chloramphénicol (1,6 mM) entraine une diminution significative des concentrations protéiques de
I'hémolymphe d'abeilles, du 2°™ au 5°™ jour apres le début du traitement (Bounias et al. 1982). Au
bout de 16 jours, I'addition du chloramphénicol dans l'alimentation réduit le taux de mortalité de 21
a 2 % dans le cas des abeilles recevant du saccharose et de 50 a 45 % dans le cas du tréhalose.

Dans une étude ancienne, Gilliam et al. (1974) signalent que la présence de levures peut étre un
indicateur de condition de stress. Les antibiotiques diminuent la flore bactérienne intestinale des
abeilles et augmentent la fréquence de levures. La combinaison de l'oxytétracycline et de la
fumagilline diminue non seulement la flore bactérienne mais aussi la flore fongique. Plus
récemment, Flores et al. (2004) ont étudié le rble possible d'une utilisation excessive
d’oxytétracycline comme condition favorisant I'apparition de la maladie du couvain platré sous trois
températures (25, 30 et 35 °C). Aucune différence significative n’a été observée entre les colonies
traitées et non traitées sur les couvains maintenus a 25, 30 et 35 °C. Par contre, des différences
significatives ont été observées au début de I'étude sur les couvains maintenus a 25°C: le
pourcentage de couvain platré est plus important en présence d’oxytétracycline. Les auteurs
pensent, que dans ces conditions, I'oxytétracycline pourrait perturber I'équilibre de la microflore de
l'intestin des abeilles favorisant la croissance d'Ascosphaera apis (Menapace et Wilson 1979) ce
gui induirait naturellement la maladie du couvain platré. lls concluent, que dans les conditions de
leur étude a court et moyen terme, la présence d’oxytétracycline n'entraine pas de risque majeur
de production de mycose du couvain. Néanmoins, ils estiment qu'il faudrait vérifier I'effet de
l'utilisation de I'oxytétracycline a long terme dans les colonies.

3.1.2.5 Traitements antiparasitaires dirigés contre Varroa : effets toxiques pour les
abeilles

Les apiculteurs doivent utiliser des traitements anti-Varroa (Rosenkranz et al. 2010) qui doivent
étre toxiques pour les parasites, tout en entrainant le moins d’effets secondaires possibles chez
les abeilles, ce qui constitue une réelle difficulté compte tenu de la sensibilité des abeilles a de
nombreux pesticides (Atkins 1992).

Les varroacides utilisés dans le monde peuvent étre divisés en trois catégories : les molécules
organiques de synthese, les produits naturels et les acides organiques (cf. revue dans Johnson et
al. (2010)).

3.1.2.5.1 Les pesticides organiques de synthése
e Le tau-fluvalinate (Apistan®)

Le tau-fluvalinate est un pyréthrinoide contenant deux des quatre isoméres du mélange racémique
fluvalinate (EMEA 1995). Il s’agit du premier varroacide de synthése autorisé en apiculture aux
Etats-Unis (Ellis et al. 1998). Il se présente sous forme de laniéres en plastique de 8 g contenant
10 % de tau-fluvalinate. Une seule laniere permet une diffusion du produit pendant 8 semaines
(Bogdanov et al. 1998b; Vita Europe Ltd 2009).

Comme les autres pyréthrinoides, le tau-fluvalinate tue les acariens en bloquant les canaux
calciques et sodiques voltage-dépendants (Davies et al. 2007), ce qui prolonge I'ouverture des
canaux sodiques des cellules nerveuses du systéme nerveux (SN) central et du SN périphérique
de ces acariens Initialement, il stimule les cellules nerveuses et induit une hyperexcitabilité, puis
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une paralysie et la mort de I'acarien. Alors que la plupart des pyréthrinoides sont trés toxiques
pour les abeilles, celles-ci tolérent des concentrations élevées de tau-fluvalinate, et ce en grande
partie grace a une détoxication rapide par les cytochromes P450 monooxygénases (P450s)
(Johnson et al. 2006). Pour le tau-fluvalinate, 'EPA (Environmental Protection Agency) s’attend a
un risque de toxicité aigué chez des insectes non cibles du fait de la toxicité élevée du produit chez
les abeilles, dont la DL50 aigué par contact est de 0,2 pg/abeille (EPA 2005). Chez les abeilles
adultes, une augmentation de la mortalité liée au tau-fluvalinate a été estimée a 2,7 abeilles/jour
pendant 60 jours (Frilli et al. 1991).

En agriculture, il existe une présentation de tau-fluvalinate sous forme d’émulsion aqueuse, qui a
été largement utilisée par des apiculteurs pour imprégner des bandelettes de contreplaqué
suspendues ensuite entre les cadres de couvain. Cet usage dans les ruches, non autorisé et peu
colteux, peut contribuer a la présence de résidus de tau-fluvalinate détectés dans les cires
d’'abeilles (Berry 2009; Bogdanov 2006; Mullin et al. 2010; Wallner 1999).

Le tau-fluvalinate n’est pas inoffensif chez les abeilles et affecte la santé des castes
reproductrices. Dans une étude, les reines exposées a des doses élevées de tau-fluvalinate ont
été plus petites que les reines non traitées (Haarmann et al. 2002). Dans des cages a reine,
'exposition par contact pendant 3 jours a 1% de tau-fluvalinate a entrainé une mortalité
significative chez les ouvriéres accompagnatrices et augmenté la supersédure chez les reines.
Une exposition pendant 7 jours a entrainé une mortalité significative chez les reines (Currie 1999).

Dans les colonies traitées avec I'Apistan®, le pourcentage de males émergents (86 %) a été
significativement moins important que dans les colonies non traitées (97 %). Cependant, dans les
deux cas, le taux de survie a été supérieur a celui des colonies infestées par Varroa (59 %). Une
diminution du poids des faux-bourdons et de plusieurs glandes a été observée dans les colonies
infestées par Varroa et dans les colonies traitées avec I'’Apistan®. Les faux-bourdons exposés au
tau-fluvalinate pendant leur développement ont moins survécu a la période de maturité sexuelle
gue les faux-bourdons non exposés ; leur poids était inférieur et leur production de sperme
moindre (Rinderer et al. 1999).

Les conséquences pratiques de l'exposition des faux-bourdons au tau-fluvalinate semblent
limitées, les faux-bourdons exposés ayant les mémes capacités reproductrices que les non
exposés (Sylvester et al. 1999).

Trois expérimentations ont été conduites sur des reines et des ouvriéres pour évaluer les effets de
I'Apistan®. Des ouvriéres placées dans des paquets d’abeilles (chaque groupe pesant 1,4 kg) ont
été traitées pendant 5 jours avec une laniére (de 2,5 x 13 cm) de tau-fluvalinate (a 2,5 %), sans
augmentation de mortalité. Les reines en ponte aprés hivernage (n = 30) et des reines récemment
accouplées (n=60) ont été traitées, pendant 5 jours, dans des cages de Benton avec de
I'Apistan® (tablettes Apistan® reines, 1%) : toutes les mortalités de reines ont été observées aux
4°M et 5°™ jours de traitement, donc au-dela de la durée de traitement recommandée de 3 jours.
Aucun groupe de reines traitées n’a présenté une augmentation significative de mortalité.
Cependant, dans le second essai, les ouvriéres ont présenté une augmentation significative de
mortalité pendant le traitement. Aucune différence n’a été observée concernant I'acceptation des
reines, la viabilité du couvain ou les taux de supersédure, deux a six mois aprés exposition (Pettis
et al. 1991).

Initialement, le tau-fluvalinate était trés efficace pour contréler le Varroa, mais une résistance est
apparue dans de nombreuses populations de ce parasite (Lodesani et al. 1995). Cette résistance
est due, au moins en partie, a une mutation des canaux sodiques voltage-dépendants qui leur
confere une affinité de fixation réduite pour le tau-fluvalinate (Wang et al. 2002). Malgré une baisse
d’efficacité, le tau-fluvalinate est encore utilisé pour contrbler le Varroa en Europe et aux Etats-
Unis (Elzen et Westervelt 2002; Macedo et al. 2002; Rosenkranz et al. 2010).

Enfin, il est important de noter que le tau-fluvalinate est largement utilisé en agriculture comme
insecticide. De ce fait, sa présence dans les matrices apicoles est due au traitement acaricide
volontaire de I'apiculteur et/ou aux traitements externes a la ruche qui contaminent le pollen et/ou
le nectar. Cette situation a été démontrée par Paradis et al. (2013) ayant analysé le nectar collecté
par les butineuses au cours du printemps en Vendée. Alors que les ruches n’avaient regu aucun
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traitement sanitaire au tau-fluvalinate, des teneurs jusqu’a 69,2 ug/kg ont été mesurées dans le
miel frais.

e Amitraze (Apivar®)

L’amitraze est un pesticide de la famille des formamidines enregistré pour la premiére fois en 1992
aux Etats-Unis sous le nom commercial de Miticur®, la substance active étant incorporée dans des
laniéres en plastique suspendue entre les cadres de couvain (PAN 2009). Toutefois, le produit a
été retiré du marché en 1994, des apiculteurs ayant rapporté des pertes de colonies suite aux
traitements (PAN 2009). Cette décision a été prise en I'absence de preuve permettant de conclure
que le produit avait entrainé ces pertes (PAN 2009). En Europe, les laniéres d’amitraze (Apivar®)
ont été autorisées en 1998 pour le contr6le de Varroa.

L'amitraze est un agoniste octopaminergique chez les arthropodes (Evans et Gee 1980). Par
conséquent, il peut agir sur le comportement des abeilles. Des taux élevés d’octopamine dans le
cerveau des abeilles ont été associés a une augmentation des comportements exploratoires/ de
butinage. De plus, les jeunes abeilles nourries avec de I'octopamine ont commencé plus volontiers
a butiner que les abeilles non traitées (Schulz et Robinson 2001). Les abeilles butineuses traitées
avec I'octopamine ont augmenté la valeur des ressources rapportées lorsqu’elles ont communiqué
par des danses (Barron et al. 2007).

Une toxicité aigué de I'amitraze a également été observée chez des larves ayant présenté une
apoptose plus importante des cellules de l'intestin moyen aprés avoir été exposées a une solution
d’amitraze (Gregorc et Bowen 2000).

Aux Etats-Unis, des populations de Varroa présentent une résistance a I'amitraze, possiblement
du fait d’'une détoxication a médiation estérasique élevée (Sammataro et al. 2005). Le mécanisme
de résistance au Varroa peut étre similaire a la résistance a la détoxication de I'amitraze observée
dans certaines populations de tiques de bovins (Li et al. 2005).

L’amitraze est relativement peu toxique chez les abeilles (Briggs 1992; Thomson 1983). La DL50
est de 12 pg/abeilles par ingestion et de 3,6 mg/L par pulvérisation directe (The Agrochemicals
Handbook Third Edition 1994).

e Coumaphos

La faible toxicité du coumaphos sous forme de Périzin® (produit retiré du marché) chez les abeilles
a été établie par le fabricant, avec une DL50 de 14,39 ug/ abeilles (Klochko et al. 1994). Avec le
Périzin®, une augmentation de la mortalité des abeilles adultes a été estimée a 15,7 abeilles/jour
au-dela de 7 jours.

Le coumaphos est un pesticide organophosphoré utilisé pour le contréle du Varroa et le traitement
du petit coléoptére des ruches Aethina tumida. Dans I'Union européenne, mais pas en France,
seules les laniéres de Checkmite+® sont autorisées pour le contréle du Varroa. Ces laniéres,
contenant environ 600 mg de coumaphos, sont suspendues entre les cadres de couvain pendant
6 semaines. Le coumaphos, ou son métabolite bioactif 'oxone de coumaphos, agit en inactivant
'acétylcholinestérase, interférant ainsi avec l'influx nerveux.

Initialement, le coumaphos s’est avéré efficace pour traiter des populations de Varroa résistantes
au tau-fluvalinate (Elzen et al. 2000). Cependant, dés 2001, des populations de Varroa résistantes
au coumaphos ont été détectées (Elzen et Westervelt 2002; Pettis et al. 2004; Spreafico et al.
2001). Le mécanisme de résistance du Varroa au coumaphos est inconnu, bien qu’'un mécanisme
de détoxication & médiation estérasique ait été suggéré (Sammataro et al. 2005). Cette résistance
pourrait relever de mécanismes impliqués dans la résistance de tiques bovines, Boophilus
microplus, qui inclut une insensibilité a I'acétylcholinestérase et un métabolisme de détoxication
accru (Li et al. 2005).

Les abeilles supportent des doses thérapeutiques de coumaphos en partie via le mécanisme de
détoxication par des enzymes produites par les cytochromes P450 (Johnson et al. 2009).
Néanmoins, des effets indésirables peuvent résulter d’'une exposition au coumaphos. Ainsi, des
jeunes larves d’abeilles ont été transférées dans des cupules contenant des concentrations
connues de coumaphos (0 & 1 000 mg/kg). Ces larves ont été placées dans des colonies sans
reines et examinées 10 jours plus tard pour déterminer le taux de rejet ou d’acceptation indiqué
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par une cellule reine scellée. Aucune reine n’a réussi a se développer a 1 000 mg/kg, et plus de
50% des cellules reines ont été rejetées a une concentration de 100 mg/kg. De plus, les reines
ayant survécu a une exposition de 100 mg/kg de coumaphos ont présenté un poids
significativement inférieur a celui des reines témoins (Pettis et al. 2004). Des reines exposées
chroniquement a 100 mg/kg de coumaphos incorporé dans de la cire d’abeille ne se sont pas
développées (Collins et al. 2004).

Les reines en développement dans des colonies traitées avec une seule laniére imprégnée de
coumaphos pendant plus de 24 h ont présenté un taux de mortalité élevé. Plusieurs reines ont
présenté des effets sublétaux, notamment des anomalies physiques et des comportements
anormaux. Les reines exposées au coumaphos présentaient un poids significativement inférieur au
poids des reines du groupe témoin. Le poids de leurs ovaires était inférieur a celui des reines du
groupe témoin (Haarmann et al. 2002).

La teneur moyenne en résidus de coumaphos dans des échantillons d’abeilles provenant de
120 ruches francaises dans des conditions de plein champ a été de 1 545,6 ug/kg. Il n’y avait pas
de lien direct entre les niveaux de résidus détectés dans les abeilles et autres matrices et les
mortalités des colonies (Chauzat et al. 2009).

Un rucher peuplé de colonies d’A. mellifera carnica a connu des troubles 4 h apres la mise en
place de laniéres de coumaphos (Checkmite+®): les abeilles ont quitté les ruches, volé
intensément autour, se sont rassemblées devant la planche d’envol et sont tombées dans I'herbe
devant les ruches. Les ouvriéres se rassemblaient en petits groupes de 10 a 40 abeilles, et
mouraient autour des ruches traitées, les ailes étendues et 'abdomen incurvé, tremblant. Les
abeilles étaient également rassemblées a l'arriere des ruches, a leur entrée. Les cadres de
couvain n’étaient pas correctement couverts d’ouvriéres et des ouvrieres mortes étaient trouvées
au fond de la ruche. Les quantités de coumaphos trouvées dans des ouvrieres prélevées dans les
chambres de couvain, les compartiments a miel et devant les ruches ont été de 1 771, 606 et
514 ug/kg respectivement. La recherche de coumaphos s’est révélée négative chez des ouvriéres
issues de colonies non traitées. Les populations d’abeilles adultes ont été réduites d’environ un
tiers dans les colonies traitées (Gregorc 2012).

La viabilité du sperme a été plus faible chez des faux-bourdons traités avec du coumaphos utilisé
aux doses recommandées par le fabricant (Burley et al. 2008). L’exposition des faux-bourdons au
coumaphos pendant leur développement et leur maturité sexuelle diminue significativement la
viabilit¢ du sperme pendant les six semaines d'observation. La viabilité a significativement baissé
dés le premier préléevement. Elle a en outre diminué significativement de la 5°™ a la 6°™ semaine
pour tous les traitements utilisés (tau-fluvalinate, thymol) et chez les contréles.

3.1.2.5.2 Produits d’origine naturelle

e Thymol (Apilife Var®, Apiguard®, Thymovar®) et huiles essentielles

Les varroacides a base de produits naturels (Colin 1990; Imdorf et al. 1999a) se sont développés
lorsque l'efficacité des pesticides synthétiques a diminué (Rosenkranz et al. 2010).

Le thymol et le menthol, composants monoterpénoides d’huiles essentielles, sont utilisés pour
contrdler Varroa et I'acarien des trachées, respectivement. Le thymol est le composant principal
des présentations Apilife Var® (plaquettes), Apiguard® (gel) et Thymovar® (éponge ou plaquette).
Les varroacides a base d’huiles essentielles sont des additifs alimentaires « généralement
reconnus comme sdrs » (“generally recognized as safe” - GRAS) pour la consommation humaine
(Quarles 1996). Cependant, les monoterpénoides comme le thymol et le menthol de sont pas
forcément sdrs pour les abeilles puisque, dans les plantes, ils ont un réle de pesticides a large
spectre (Isman 2006). En effet, parmi tous les terpénoides testés par fumigation chez les abeilles,
le thymol et le menthol ont fait partie des plus toxiques (Ellis et Baxendale 1997). Ces
monoterpénoides tuent probablement les Varroa en se liant a I'octopamine (Enan 2001) ou aux
récepteurs GABA (Priestley et al. 2003).

Les niveaux de résidus dans la ruche peuvent résulter du type, du nombre de traitements et du
délai entre la fin du traitement et le prélevement. Du fait de ses propriétés lipophiles, le thymol
s’accumule préférentiellement dans la cire : 662-4 753 mg/kg (Bogdanov et al. 1998a) et 21,6—
147,7 mg /kg (Floris et al. 2004). Plusieurs études ont montré que le thymol pouvait aussi
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s’accumuler dans le pollen, & 0,037-39,7 mg/kg (Rennich et al. 2012), et le miel, a 2,07-7,54
mg/kg (Bogdanov et al. 1998a), 0,4-8,8 mg/kg (Floris et al. 2004), 0,75-8,2 mg/kg (Adamczyk et
al. 2005) et 0,62-2,65 mg/kg (Nozal et al. 2002). Le pollen et le miel sont les principaux
composants de l'alimentation des larves, mais le risque d’exposition des larves au thymol reste
hypothétique. Toutefois, une étude en plein champ a montré que I'’Apiguard® affectait I'expression
de génes impliqués dans la détoxication, 'immunité et le développement d’abeilles adultes a un
niveau supérieur par rapport au tau-fluvalinate (Boncristiani et al. 2012).

Le thymol constitue une alternative intéressante aux produits de synthése pour le contréle du
Varroa. Cependant, il s’accumule dans les produits de la ruche et est suspecté d’entrainer des
effets indésirables dans les colonies, en particulier sur les larves. Les effets d’'une exposition aigué
et chronique au thymol sur des larves élevées in vitro via de la nourriture contaminée ont été
étudiés et comparés a I'exposition larvaire théorique basée sur la quantité de pollen et de miel
consommeée par les larves pendant leur développement.

Les essais de laboratoire ont montré que la DL50 - 48 h du thymol introduit dans I'alimentation des
larves était de 0,044 mg/larve. La CL50 -6 j était de 700 mg/kg d’aliment. Une diminution
significative de la survie et du poids des larves a été observée a partir de 500 mg thymol/kg
d’aliment (P < 0,0001). Enfin, I'expression de la vitellogénine, qui atteint un maximum au 5°"° stade
larvaire, est retardée chez les individus exposés a 50 mg de thymol/kg d’aliment (P < 0,0006). Ces
résultats sont 10 fois supérieurs au niveau d’exposition théorique. En se basant sur les niveaux de
résidus de thymol trouvés dans le miel et le pollen, ces résultats suggérent que la contamination
des aliments par le thymol ne représente pas un risque notable pour les premiers stades larvaires
(Charpentier et al. 2014b).

Mattila et al. (2000) ont appliqué de I'Apiguard® dans des colonies pour déterminer I'effet du
traitement sur du couvain operculé avant application (mortalité larvaire) et sur des abeilles adultes.
Lorsque I'Apiguard® a été appliqué aprés operculation ou quand les larves avaient 4-5 jours,
I'’émergence des adultes qui a suivi a été trés importante, chez les colonies traitées (95,5 — 100 %)
et non traitées (92,3-100 %). Une mortalité plus élevée a été observée chez les jeunes larves (de
moins de 3 jours) dans les colonies traitées (74,4-87,0 %) que dans les colonies non traitées (89,7-
95,2 %). Les adultes survivants n‘ont pas été affectés par le traitement & I’Apiguard®.

Bien qu’étant des produits d’origine naturelle, ces composés peuvent avoir des effets délétéres sur
les abeilles : un traitement par du thymol peut induire I'élimination de couvain (Floris et al. 2004;
Marchetti et al. 1984) et une augmentation de la mortalité des reines (Whittington et al. 2000).

Durant une expérimentation avec I'Apilife Var®, une mortalité importante d’abeilles n'a pas été
observée (Imdorf et al. 1994). Cependant, lors d'utilisation incorrecte, un surdosage peut entrainer
des pertes d’abeilles importantes. Il peut arriver que des petites quantités de couvain situées prés
des plaquettes soient éliminées par les abeilles (Imdorf et al. 1995a).

Les effets secondaires chez les abeilles aprés application du Thymovar® ont été plus sévéres que
ceux observés avec |'Apilife Var® et 'Apiguard®. Dans toutes les ruches testées, I'enlévement de
couvain et de miel juste & coté du site d’application du Thymovar® a été observé. De plus, dans les
ruchers situés au nord de I'ltalie, une diminution marquée des populations dans les colonies et des
perturbations séveres des abeilles ont été enregistrées. En particulier, dans un rucher, I'essai a été
interrompu du fait des réactions séveres des abeilles au traitement (élimination massive du
couvain, interruption de la ponte, diminution de la population d’abeilles adultes) (Baggio et al.
2004).

Imdorf et al. (1995b) ont étudié les relations dose-réponse entre plusieurs substances acaricides
volatiles et les mortalités d’abeilles et d’acariens. Pour chaque test, deux cages (de type Liebefeld)
ayant chacune 100 abeilles et 20 & 40 Varroa ont été exposées a de l'air contaminé par les
acaricides a des concentrations différentes. Au bout de 72 h, un comptage des abeilles et des
Varroa morts a été réalisé. Des concentrations de 5 a 15 ug/L pour le thymol, de 50 a 150 pg/L
pour le camphre et de 20 a 60 pg/L air pour le menthol ont permis d’obtenir une mortalité de
Varroa d’environ 100 % sans perte notables d’abeilles. Une concentration de 240 ug/L d’eucalyptol
a entrainé 100 % de mortalité pour le Varroa, mais également 25 % de mortalité chez les abeilles.
Le thymol s’est avéré étre le principal composant varroacide de I'Apilife Var dans différents type de
ruches. Le camphre et le menthol possédent également les caractéristiques d’'un varroacide
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efficace. En revanche, I'eucalyptol est peu approprié pour le traitement du Varroa, car son taux
d’évaporation est difficile a contréler ; de plus, une faible différence a été observée entre sa toxicité
pour Varroa et pour les abeilles.

Concernant les huiles essentielles, Hoppe (1990) a évalué la toxicité d’huiles essentielles pour les
abeilles en placant des petites cages de 20 abeilles dans un récipient en verre de 3-4 L fermé
contenant 10 yL d’huile essentielle pure. La mortalité des abeilles et de Varroa a été évaluée a 24,
48 et 72 h. Aprés 72 h, 24 huiles essentielles ont entrainé un taux de mortalité de Varroa supérieur
a 90 %. Parmi elles, seules neuf ont induit un taux de mortalité chez les abeilles inférieur a 10 %.
Aprés application topique, seules trois huiles ont induit le méme taux de mortalité, avec un effet
maximal observé a 48 h. Ceci suggére que I'évaporation passive est la forme d’application la plus
appropriée pour les huiles essentielles et leurs composés. Lors d’'un autre test de toxicité, 1 mL
d’'une solution d’acétone aqueuse contenant 0,5-20 % d’huiles essentielles a été pulvérisé sur des
abeilles en cage. Seules des concentrations élevées d’huile de wintergreen ont entrainé une
mortalité élevée de Varroa, tout en étant bien tolérées par les abeilles. Parmi 55 huiles
essentielles, seule cette huile de wintergreen a été choisie pour des essais en plein champ.

Kraus (1990) a étudié les mortalités d’abeilles et d’acariens aprés exposition a des huiles de
marjolaine, de cannelle, de clou de girofle, de citronnelle et de lavande. Dix abeilles, portant
chacune un acarien, ont été placées dans un gobelet avec un morceau de cire contenant 0,1, 1 ou
10% d’une huile essentielle. La mortalité des abeilles et des acariens a été évaluée aprés 3 jours.
L’huile de clou de girofle a 1% dans de la cire a entrainé une mortalité d’acariens de plus de 80 %,
avec un taux de mortalité d’abeilles identique a celui des abeilles non traitées ; a une concentration
de 10%, les mortalités d’abeilles et d’acariens ont été proches de 100 %. L’application d’huile de
marjolaine a 10 % a induit une mortalité de 100 % chez les acariens et de 20 % chez les abeilles,
taux non significativement différent du contréle.

Bunsen (1991) a testé la tolérance des abeilles aux huiles de lavande, de mélisse, de wintergreen,
d’aiguilles de sapin, de pins de montagne, de Neem, ainsi qu’au citral. Dans des cages de
20 abeilles, 300 pyL d’acétone contenant 0,1, 1 ou 10 % d’huile se sont évaporés d’un papier filtre.
Le comportement des abeilles a été observé pendant 7 heures. Toutes les concentrations de citral,
ainsi que les seules concentrations élevées d’huiles de lavande et de mélisse, ont perturbé le
comportement des abeilles. Les autres huiles n'ont pas induit d’effet. Une mortalité élevée du
couvain a été observée aprés application de bergamote, de cannelle, de fenouil, d’aiguille de
sapin, nérolidol, sarriette, thym, anéthol, linalool, acétate de linalyle, octénol et terpinéol.

D’autres monoterpénes ont été testés (ALP 2006; Imdorf et al. 1999a) selon le méme type d’essai.
A des concentrations de 400 -1 000 pg p-cymeéne, 120 - 260 pg d’a-thuyone et 30 - 100 pg
d’isopinocamphone, une mortalité de prés de 100 % a été observée chez les acariens,
accompagnée d'une bonne tolérance chez les abeilles. L’isopinocamphone est le composant
principal de I'huile d’hysope. L’exposition a de I'a-terpinene a entrainé une mortalité élevée chez
les acariens et les abeilles. Le limonéne et I'a-pinéne ont induit peu de mortalités, chez les
acariens comme chez les abeilles, y compris a des concentrations élevées.

e Acides organiques (acide formique, acide oxalique)

Deux acides organiques, I'acide formique et I'acide oxalique, sont des possibilités intéressantes de
lutte contre Varroa, car ils sont présents naturellement dans le miel et ont une action surtout
varroacide (Bogdanov 2006; Rademacher et Harz 2006).

v" Acide formigque

L'usage de l'acide formique est ancien (Stoya et al. 1986). Actuellement il est autorisé dans
plusieurs pays européens, dont la France depuis 2014, comme varroacide, présenté sous forme
liquide ou de bloc a évaporation lente et agissant par fumigation (CMDv 2013). Cet acide agit
probablement sur Varroa en inhibant le transport des électrons dans les mitochondries et, par
conséquent, le métabolisme énergétique (Keyhani et Keyhani 1980) ; il peut induire une excitation
des neurones des arthropodes (Song et Scharf 2008). L’acide formique peut avoir des effets
délétéres sur les abeilles en réduisant la longévité des ouvriéres (Underwood et Currie 2003) et en
altérant la survie du couvain (Fries 1991).
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Les pertes de reines ont constitué un sérieux probléme lors des premiéres utilisations de l'acide
formique, notamment avec les préparations extemporanées « maison ». Actuellement, grace aux
méthodes d’applications modernes, ces pertes sont devenues exceptionnelles. Cependant, des
troubles lors de l'ouverture du couvain ou de I'éclosion des jeunes abeilles ne peuvent étre
totalement exclus. Ces troubles dépendent de la température ambiante et de la distance entre le
couvain et le dispositif d’évaporation. Dans les conditions observées en Europe, une perte
modérée de couvain n’a pas d’effet négatif sur I'hivernage des colonies (Imdorf et al. 1999b).

v Acide oxalique

L’acide oxalique est autorisé en tant que médicament vétérinaire dans plusieurs Etats membres de
I'Union européenne et en Suisse, mais pas en France a ce jour. |l peut étre administré par
dégouttement d’'une solution sucrée entre les cadres (Mutinelli et al. 1997) ou par évaporation
(Varrox 2007). Le mode d’action de I'acide oxalique chez le Varroa n’est pas connu, cependant il
nécessite un contact direct (Aliano et Ellis 2008), d’'ou une meilleure efficacité en I'absence de
couvain.

Le traitement répété de colonies avec cet acide peut entrainer une mortalité plus importante des
reines et une diminution de couvain operculé (Higes et al. 1999). Dans les intestins moyens
d’abeilles nourries avec de I'eau sucrée contenant de I'acide oxalique, un niveau élevé de mort
cellulaire a été observé (Gregorc et Smodis Skerl 2007). Cependant, dans des conditions de plein
champ, les abeilles évitent généralement de consommer du sirop contenant cet acide (Aliano et
Ellis 2008).

L’acide oxalique est facilement disponible et peu colteux partout dans le monde. Il n’a pas dAMM
en France, mais il existe une autorisation pour I'apiculture biologique pour le contréle de Varroa
(DGAL/SDSPA/N2004-8136, 12 mai 2004 : «le vétérinaire peut prescrire une préparation
magistrale vétérinaire a base d’acide oxalique en apiculture biologique, sans qu’il soit obligé de
juger au préalable de l'inefficacité des médicaments allopathiques chimiques de synthese titulaires
d’'une AMM »). La facilité d’obtention de cet acide a partir de nombreuses sources n’a pas incité
les fabricants a entamer une procédure d’enregistrement du produit longue et colteuse (Johnson
et al. 2010).

La concentration d’acide oxalique dans le rectum, les tubules de Malpighi, le tractus digestif et
'hémolymphe des abeilles est fortement influencée par le mode d’administration, topique ou oral. |l
a été démontré que 'acide oxalique traversait la kératine par voie topique (Nozal et al. 2003).

La toxicité de différentes concentrations de dihydrate d’acide oxalique en solution aqueuse et
sucrée a été testée chez Varroa destructor et chez les abeilles (Apis mellifera) par des tests
d'immersion d’abeilles en cagettes et en pulvérisant des abeilles dans des colonies avec et sans
couvain (Toomemaa et al. 2010). Une solution aqueuse a 0,5 % d’acide oxalique a permis de
contréler efficacement Varroa sans toxicité pour les abeilles, alors que des concentrations plus
élevées (1 et 2 %) d’acide oxalique ont été trés toxiques pour les abeilles. Les tests d'immersions
dans des solutions a 0,1% d’acide oxaliqgue ont montré une action acaricide en solution agueuse
(59,9 * 3,7 %) et dans une solution de sucrée a 50% (71,1 + 4,2 %). Des concentrations de 0,2 —
0,5 % se sont révélées trés efficaces. L’acide oxalique dans la solution sucrée s’est avéré plus
toxique pour les abeilles qu’en solution aqueuse. La pulvérisation d’'une solution d’acide oxalique a
0,5 % (25 mL par cadre) en mai 2003 et en avril 2004 a montré une efficacité de 99,01-99,42 %
dans le contr6le de Varroa. La plupart des acariens sont tombés apres la premiére pulvérisation.
En automne, une ou deux pulvérisations de solution & 0,5 % d’acide oxalique sur des colonies
ayant peu de couvain operculé ont permis de contrdler efficacement Varroa (92,94 + 0,01 % et
91,84 + 0,02 %, respectivement) sans toxicité notable chez les abeilles. Dans cette étude, cinq
pulvérisations d’'acide oxalique a 0,5% ont été appliquées en avril 2004 avec une efficacité
similaire (99,42 + 0,10 %). La plupart des acariens (647,1 + 154,3 soit 78,3 %) sont morts dans les
2 jours suivant la premiere application, moins sont morts dans les 2 jours suivant la
2°™ pulvérisation (139,6 + 23,7, soit 16,9 %) et trés peu aprés les pulvérisations suivantes.
Toutefois, quatre des 11 colonies testées ont connu un affaiblissement trés important, indiquant
une toxicité du traitement pour les abeilles. Un affaiblissement notable a été observe apres les
4°M® et 5°M pulvérisations, surtout au bout de 12 jours. Le matin suivant la 3°™ application, un
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nombre important d’abeilles mortes (20 — 50) a été recensé devant I'entrée de certaines colonies
testées. Apres les 4°™ et 5°™ pulvérisations, la plupart des colonies testées avaient beaucoup
d’abeilles mortes a l'entrée des ruches. Dans certaines colonies, des abeilles ont pu étre
observées présentant des signes d’intoxication, i.e. tombant et rampant devant la ruche.

3.1.2.6 Polluants industriels

Lors de ses différents voyages, la butineuse entre obligatoirement en contact avec les
xénobiotiques industriels qui contaminent les différents milieux qu’elle visite. Ces substances,
organigues ou inorganiques, sont retenues a la surface de son corps (i.e. cuticule, soies, pattes)
et/ou absorbées pouvant, selon leur nature et leur toxicité, provoquer la mort de l'insecte a court
ou long terme ou s’accumuler dans son organisme (Hladun et al. 2013; Raes et al. 1992). Ces
polluants, de nature variée, sont souvent rapportés a la ruche et peuvent contaminer les autres
membres de la colonie par contacts directs, trophallaxie, etc. Ainsi, Smith et al. (2002) ont identifié
prés de 200 molécules industrielles volatiles et semi-volatiles dans I'atmosphére des ruches. De la
méme facon, selon leurs propriétés physico-chimiques, en particulier leur lipophilie, les
xénobiotiques sont également susceptibles de s’accumuler dans les autres individus peuplant la
ruche mais aussi dans la cire, le miel et le pollen. C'est le cas des hydrocarbures aromatiques
polycycliques ou HAP (Amorena et al. 2009; Ciemniak et al. 2013; Devillers et Budzinski 2008;
Lambert et al. 2012; Lourdes et al. 2014; Perugini et al. 2009), des polychlorobiphényles ou PCB
(Anderson et Wojtas 1986; Devillers et Budzinski 2008), et des retardateurs de flamme bromés ou
RFB (Mohr et al. 2014; Wang et al. 2010). Cependant, aucun lien n'a été formellement établi entre
leur présence et des effets toxiques avérés.

3.1.2.7 Autres : OGM

3.1.2.7.1 Introduction

Les principales propriétés acquises par les plantes transgéniques sont (1) de résister a I'action de
certains herbicides, (2) de résister aux insectes ravageurs et (3) d’acquérir de nouvelles
caractéristiques agronomiques. Ainsi, les modifications géniques du colza ne visent pas une
résistance aux insectes, mais peuvent permettre une tolérance aux herbicides, une modification de
leur composition en acides gras ou une production de males stériles. Malone et Pham-Delégue
(2001) ont rapporté des effets, sur les abeilles et bourdons, des produits de transgénes suivants :

e les toxines produites par Bacillus thuringiensis (Bt) qui se déclinent en divers phénotypes
selon la souche d’origine (Cry1 Ac, Cry1 Ab, Cry 9c...) ;

e les inhibiteurs de protéases a sérine (Bowman-Birk soybean trypsin inhibitor (BBI),
Aprotinin, Kunitz soybean trypsin inhibitor (SBTI), Potato proteinase inhibitor (POT-1 et -2),
Cowpea trypsin inhibitor (CpTl), a cystéine (Oryzacystatin (OC-1), Chicken egg white
cystatin) ;

e dautres produits de transgénes (Chitinase, B-1,3 glucanase, avidine, résistance au
glyphosate, lectines).

Les principales cultures concernées par ces transgenes sont le soja, le mais, le cotonnier et la
pomme de terre. D’autres cultures telles que les tomates, le tabac, la luzerne, le riz, la pomme, le
kiwi, le raisin et le melon peuvent étre également concernées par ce procédé. Certaines de ces
cultures ont besoin des abeilles pour assurer leur pollinisation (pommes, kiwi, tomates) ou pour la
production de semences (colza). D’autres, n’ayant pas recours aux insectes pour la pollinisation,
jouent un role important dans l'alimentation des abeilles (cotonnier, mais, pomme de terre).
Malone et Pham-Delégue (2001) distinguent les effets directs des produits des transgenes des
effets indirects. Les effets directs sont les conséquences sur l'organisme des produits du
transgéne aprés leur ingestion par I'insecte. Concernant les abeilles, le pollen constitue le principal
vecteur d’exposition compte tenu de sa forte teneur en protéines comparé au nectar. Chez les
abeilles adultes, la consommation de pollen est maximale durant les 10 premiers jours, les apports
en protéines étant a ce stade nécessaires a la maturation des glandes hypopharyngiennes. Chez
les larves, Babendreier et al. (2004) ont montré que la consommation de pollen de mais est de
l'ordre de 1,5 a 2,0 mg par individu, soit 5 % des protéines totales. L'expression des produits des
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transgénes dans le pollen est variable selon I'espéce végétale, le produit, et la nature du
promoteur. A titre d’exemple, dans le cas du mais, selon le type de promoteur, les toxines Bt
peuvent étre mesurées dans le pollen a des concentrations allant de 260 a 418 ng de toxine par
mg de pollen. Le méme géne placé sous le contréle d’'un autre promoteur ne produira pas de
guantités de toxines mesurables (Malone et Pham-Delégue (2001), selon Kozeil et al., 1993).

Les effets indirects, sont consécutifs & une modification de la plante liée au transgéne, et induisant
une perte d’'attractivité ou d’appétence. Ne pouvant étre considéré comme réel facteur de stress,
ceci d’autant plus qu’une diminution d’appétence liée a la présence d’'une substance toxique peut
s’avérer étre un facteur protecteur, nous ne considérerons dans ce chapitre que les effets directs.
Nous présenterons les résultats obtenus a partir de différents types de transgenes: le Bt,
inhibiteurs de protéase (a sérine et autres), ainsi que d’autres transgénes (comme les chitinases,

le glyphosate...) chez des espéces non-cibles du genre Apis et Bombus.

3.1.2.7.2 Effets liés a I'exposition aux toxines de Bt.
e Apis mellifera

Les toxines Bt, utilisées comme biopesticide contre certains ravageurs tels que des Lépidoptéres
ou des Coléopteres, sont connues pour leur innocuité vis-a-vis des Hyménopteres. Les principales
plantes concernées par ces produits de transgéne sont le malis, le coton et la pomme de terre.
Dans leur revue, Malone et Pham-Delégue se référent a cing publications qui relatent des travaux
sur Apis mellifera en laboratoire sur individus larves et adultes et en plein champ sur colonies
(Anon 2000; Arpaia 1996; Malone et al. 1999; Malone et al. 2001; Sims 1995). Ces travaux
s’intéressent aux effets létaux, ainsi qu'a certains effets sublétaux tels que la croissance, la
consommation et a I'activit¢ de vol. Aucun de ces travaux ne révéle le moindre effet a des
expositions pouvant atteindre par exemple 1 700 ou 10 000 fois les niveaux de concentration
mesureés respectivement dans des pollens ou des nectars de coton transgénique. Plus récemment,
Duan et al. (2008) ont effectué une méta-analyse a partir de 25 publications sélectionnées sur la
base de six critéres : travaux réalisés avec des protéines actives sur Lépidoptéres ou Coléoptéres,
ingérées par Apis mellifera, en laboratoire, avec mesure de mortalité, en comparaison avec un
témoin non traité, mesure de variabilité de la réponse. Cette étude conforte les conclusions de la
revue précédente en notant I'absence totale d’effet |étal de ces toxines sur I'abeille domestique
qu’il s’agisse de larves, de nymphes ou d’adultes. De nombreuses études plus récentes conduites
en laboratoire et en plein champ, sur larves et adultes, non relatées dans ces deux revues,
conduisent a des conclusions similaires, a savoir 'absence d’effet des protéines Bt sur la mortalité,
le développement des colonies, des larves, le comportement alimentaire, la flore intestinale, les
capacités de mémorisation, le développement des glandes hypopharyngiennes (Babendreier et al.
2005; Dai et al. 2012; Geng et al. 2013; Han et al. 2010; Hendriksma et al. 2012; Hendriksma et al.
2011; Hendriksma et al. 2013; Lipinski et al. 2008; Liu et al. 2009; Malone et al. 2004; Ramirez-
Romero et al. 2008; Tian et al. 2006).

e Bombus

Chez Bombus occidentalis et Bombus impatiens, une exposition a des doses réalistes de toxine Bt
(Morandin et Winston 2003) n’a révélé aucun effet sur la consommation de pollen, le poids des
ouvrieres, le développement des colonies, la production de reines et de males. Une étude sur
microcolonies de Bombus terrestris nourries avec du pollen de mais transgénique en laboratoire
(Malone et al. 2007) n’a révélé aucun effet de la toxine de Bt sur la survie des ouvriéres, la
consommation de pollen et de sirop, I'aptitude a produire des maéles ainsi que leur poids. Des
microcolonies nourries avec des sirops contaminés avec 0,001% et 0,01% de toxine de Bt ont
présenté un développement normal et une production de méles non différente des témoins
(Babendreier et al. 2008).

3.1.2.7.3 Inhibiteurs de protéases

L’impact des inhibiteurs de protéases sur un insecte dépend du profil protéolytique de linsecte
ainsi que de l'activité spécifique (ou des activités) de linhibiteur de protéase concerné. Chez
I'abeille domestique et les bourdons, les protéases a sérine sont prédominantes par rapport aux
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protéases a cystéine. On peut donc s’attendre a observer chez ces espéces un effet prédominant
des inhibiteurs de protéases a sérine (Malone et Pham-Delégue 2001).

e Apis

Dans leur revue, Malone et Pham-Delégue (2001) ont recensé plusieurs travaux mettant en
évidence que les inhibiteurs de protéases a sérine peuvent inhiber les protéases de lintestin
moyen des abeilles domestiques et des bourdons. A concentrations élevées, ces substances
peuvent causer une réduction de la longévité des insectes adultes. Plus récemment, Brodsgaard
et al. (2003) ont réalisé une étude sur larves d’abeille domestique en laboratoire en exposant ces
derniéres par voie orale a des concentrations de SBTI variant de 0.1 a 1% de l'aliment larvaire,
sachant qu’une concentration a 0,2 % correspond a un taux de présence de 1% des inhibiteurs de
protéases dans les protéines totales du pollen (Malone et al. 2002). La concentration a
1 % rallonge significativement la durée de développement des larves, réduit le poids des adultes
produits et augmente la mortalité larvaire. Chez I'adulte jeune, Babendreier et al. (2005) observent
un effet négatif de cette molécule sur le développement des glandes hypopharyngiennes (GHP),
apres un nourrissage de 10 jours avec des pollens contaminés par du SBTI a 0,1 %. Sagili et al.
(2005) observent un phénoméne analogue a partir d'une concentration de 1 %, mais pas d’effet a
0,1 %. Bien que le SBTI ne soit pas détecté dans les GHP, il induit une diminution de
consommation de sirop ainsi qu'une baisse d’élevage du couvain a une concentration de 1 %
(Babendreier et al. 2005), et réduit significativement I'action enzymatique de l'intestin moyen ainsi
gue la survie des individus a cette méme concentration (Sagili et al. 2005). Des résultats similaires
ont été observés avec les protéines POT-1, POT-2 et BBI, qui appartiennent également au groupe
des inhibiteurs de protéases a sérine (Malone et Pham-Delégue (2001), d’aprés Belzunces et al.
1994, Girard et al. 1998, Malone et al. 1998, 2000, Pham-Delégue et al. 2000, Sandoz 1996).
Parmi les autres inhibiteurs de protéase testés sur adultes en laboratoire, Malone et al. (2004)
n’ont montré aucun effet d’'une exposition orale a I'aprotinine, inhibiteur de trypsine, a raison de
1,175 mg/g de pollen sur la survie de jeunes adultes et le développement des GHP.

Liu et al. (2009) n’observent pas de réduction de la survie des adultes nourris avec du pollen de
coton transgénique exprimant des protéines de Bt et de CpTI. En utilisant ce méme pollen, Han et
al. (2010) ne constatent aucun effet aprés une exposition de 7 jours a ce mélange de protéines sur
les capacités d’apprentissage révélées par le test d’extension du proboscis.

Parmi les inhibiteurs de protéases a cystéine, 'OC-1 ainsi que la Chicken egg white cystatin ont
fait 'objet de tests a court (exposition sur 24h) et long terme (alimentation continue) sur abeilles
adultes sans effet observé sur la longévité (Malone et Pham-Delégue (2001), d’aprés Girard et al.
1998, Sandoz 1996).

e Bombus

Les inhibiteurs de protéines a sérine produisent chez Bombus des effets analogues a ceux
observés chez I'abeille domestique (Malone et Pham-Delégue 2001) a savoir : une réduction de la
longévité des adultes, et une réduction de l'activité enzymatique de lintestin moyen. Ces
phénomeénes sont notamment observés apres une exposition a SBTI, POT-1 et POT-2.
Conformément a ce qui est observé sur I'abeille domestique, I'aprotinine ne produit aucun effet sur
la longévité. Plus récemment, Babendreier et al. (2008) ont testé des concentrations faible
(0,01 %) et élevée (0,1 %) de SBTI dans du sirop proposé en nourrisseur & des colonies en
compartiment de serre, ou en des microcolonies en laboratoire. Bien qu’aucun effet sur le
comportement de butinage n’ait été observé sur colonies, les tests en laboratoire révelent un effet
de la SBTI a 0,1 % sur la survie, la production de males, et a 0,01 % sur le poids des ouvriéres.

3.1.2.7.4 Autres produits des transgénes

e Apis
L’exposition orale d’abeilles adultes a des doses de 11 pg/individu de chitinase n’a pas d’effet sur
la survie a 24 et 48 h (Malone et Pham-Delégue 2001). Des injections de 1.69 ug par abeille
conduisent a la méme conclusion. A des concentrations de 1, 5 et 10 pg/mL de sirop, on n’observe
également pas d’effet sur les capacités d’apprentissage. Des résultats similaires ont été obtenus
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aprés ingestion par des adultes de B-1,3 glucanase a raison de 11 pg/abeille, ou injection de
0,3 ug de ce produit (Malone et Pham-Delégue (2001), d’aprés Picard-Nizou et al. 1997).

Des études préliminaires sur des jeunes adultes exposés oralement a des doses de 6,7 et 20 uM
d’avidine n’ont révélé aucun effet sur la consommation de pollen et la longévité (Malone et Pham-
Delégue 2001). Des abeilles naissantes nourries durant 10 jours avec du pollen contaminé par de
l'avidine a la concentration de a 0,174 mg/g n’ont pas été affectées du point de vue de leur survie
et du développement de leurs GHP. Par ailleurs, aucune trace de la molécule n’a été retrouvée
dans cet organe (Malone et al. 2004).

Lehrman (2007) a testé les effets de lectines de pois (PSL) sur des larves en laboratoire, a partir
de pollens collectés sur plants de colza transgéniques, incorporés a I'aliment larvaire durant toute
la durée de développement a raison de 1,5%. L’auteur a préalablement vérifié que cette
concentration en pollen n’affectait pas le développement larvaire, et ont pu établir qu’elle induisait
une concentration de 0,0012 % de PSL dans I'aliment larvaire. Aucun effet des deux PSL testé n’a
été observé sur la mortalité, le poids et la durée de développement. Hendriksma et al. (2012) ont
réalisé un travail similaire en exposant au 5°™ jour d’élevage des larves a des doses allant de 0 a
80 pg de GNA (Galanthus nivalis agglutinin). Cette lectine induit une mortalité totale des larves a la
dose maximale, aucun effet n’étant observé pour des doses inférieures.

Huang et al. (2004) ont réalisé une étude sur les effets directs d’'une exposition a des pollens de
colza transgénique résistant au glyphosate. Dans une premiére approche, ces auteurs ont exposé
des colonies a des parcelles semées de colza transgénique ou non transgénique ; dans une
seconde expérience, ils ont nourri artificiellement des larves avec des pollens transgéniques ou
non, puis réintroduit ces dernieres dans les ruches. Dans les deux scenarii, aucun effet n’a été
constaté sur les mortalités larvaire, nymphale, le poids des nymphes, la concentration de protéines
dans I'némolymphe. La premiére étude n’a également pas permis de mettre en évidence d’effet
sur les niveaux de population adultes, bien que les conditions expérimentales soient sur certains
points sujettes a critiques qui ont conduit a ce qu’elle ne soit pas validée dans le cadre de
I'expertise collective CNRS-INRA® sur les plantes tolérantes aux herbicides.

e Bombus

Des colonies de Bombus occidentalis nourries avec du pollen contaminé a la concentration de
6 pg/g de chitinase n’ont pas été affectées par ce traitement en termes de développement
(quantité de couvain, nombre d’ouvrieres) (Morandin et Winston 2003).

Babendreier et al. (2008) ont observé des effets négatifs de la GNA sur des microcolonies de
Bombus terrestris. Cette substance rajoutée au sirop de nourrissage réduit significativement le
poids des ouvriéres ainsi que leur espérance de vie pour une concentration de 0,1 %. A cette
méme concentration, aucune descendance male n’est observée et la consommation de sirop est
également plus faible. La production de descendance male est significativement affectée pour une
concentration de 0,01 %.

En conclusion, tous les travaux portant sur les toxines Bt convergent vers le méme constat, a
savoir l'innocuité de ces protéines vis-a-vis des abeilles. La connaissance de cette innocuité a
d’ailleurs précédé les OGM puisque les insecticides a base de Bt sont connus pour leur action
spécifique sur Iépidoptéres et coléoptéres en particulier. Il faut rappeler a ce sujet qu’'une souche
de Bt est commercialisée pour traiter les cadres batis contre la teigne.

Concernant les autres produits de transgenes, les inhibiteurs de protéases a sérine sont toxiques a
des doses relativement élevées. L'expression de ces produits dans le pollen qui constitue le
principal vecteur alimentaire doit étre analysée au cas par cas pour juger du risque lié a
I'exposition aux plantes qui expriment ces produits.

Il existe peu de travaux sur les effets sublétaux, excepté les tests d’extension du proboscis qui,
pour ces produits, ne révélent généralement pas d’incidence sur les capacités d’apprentissage. Il
semblerait toutefois prudent de prendre en compte ces effets éventuels, ainsi que d’éventuels
effets liés & une co-exposition a d’autres facteurs de stress.

30 http://inra.dam.front.pad.brainsonic.com/ressources/afile/223293-076bc-resource-expertise-vth-synthese.htmL
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3.1.3 Alimentation et ressources environnementales

La croissance et la survie des colonies d’abeilles sont intimement associées a la disponibilité
(incluant quantité et qualité) des ressources florales sur lesquelles elles collectent le nectar et le
pollen (Brodschneider et Crailsheim 2010; Haydak 1970). Le nectar floral stocké sous forme de
miel est la principale source de glucides, I'aliment énergétique des abeilles, et le pollen fournit la
plupart des protéines, des acides aminés et des lipides nécessaires au développement de certains
tissues (corps gras, glandes hypopharyngiennes) et a I'alimentation des larves (Brodschneider et
Crailsheim 2010). Ainsi les populations d’abeilles et les activités apicoles sont dépendantes des
ressources environnementales et toute carence peut avoir comme conséquence immédiate un
affaiblissement des colonies, notamment a cause d’'une réduction significative de la production de
couvain (Brodschneider et Crailsheim 2010). Sur le plus long-terme, un stress nutritionnel peut
engendrer des déficiences physiologiques (Alaux et al. 2010b; Brodschneider et Crailsheim 2010)
et pourrait ainsi affecter le seuil de résistance des abeilles & d'autres facteurs de stress. En outre,
une dépopulation des colonies, due a un stress nutritionnel, peut limiter les capacités de réponse a
un stress supplémentaire. Les colonies auraient alors atteint un point de non-retour au niveau de la
flexibilité démographique (par exemple remplacement des butineuses ou des nourrices).

Dans cette partie, les besoins nutritionnels de la colonie seront d’abord décrits, puis les
changements actuels dans la disponibilité des ressources alimentaires pouvant affecter ces
besoins nutritionnels seront évoqués. Enfin, les effets potentiels de stress nutritionnels sur la santé
des abeilles seront listés. Les pratiques apicoles de nourrissement sont traitées dans le
paragraphe 3.1.4.

3.1.3.1 Besoins nutritionnels de la colonie

Les glucides du nectar sont stockés sous forme de miel contenant principalement du fructose, du
glucose et du saccharose a des teneurs trés variables. Ces glucides couvrent les besoins
énergétiques des abeilles nécessaires a la réalisation des différentes taches d’entretien et de
développement de la colonie. Le pollen est lui mélangé avec du nectar, des secrétions salivaires
contenant des enzymes et des microorganismes issus de I'estomac des abeilles. Ce mélange est
stocké sous forme de pain de pollen produit a partir de fermentation lactique (Vasquez et Olofsson
2009). Il apporte I'essentiel des protéines et acides aminés jouant un role déterminant dans la
production du couvain et la longévité des abeilles (voir Brodschneider et Crailsheim (2010) pour
une revue). Il contient des nutriments additionnels comme les vitamines, les minéraux et les lipides
mais leur importance pour la colonie est beaucoup moins connue.

Ainsi une colonie de 50 000 abeilles a un besoin annuel de 120 kg de nectar et 20 kg de pollen
(Seeley 1995). Une abeille adulte a un besoin minimum de 4 mg de nectar par jour (Barker et
Lehner 1974) et consomme 3 a 5 mg de pollen par jour durant les premiéres semaines de sa vie
(Crailsheim et al. 1992; Pernal et Currie 2000). Enfin, une larve consomme environ 60 mg de
glucides (Rortais et al. 2005) et 25 a 37,5 mg de protéines durant son développement, ce qui
correspond a 125 — 187,5 mg de pollen (Hrassnigg et Crailsheim 2005). Pour prévenir certaines
carences alimentaires, les apiculteurs fournissent a la colonie des sucres ou des suppléments
protéinés mais ces ajouts ne procurent pas forcément les mémes qualités nutritionnelles que le
pollen (Cremonez et al. 1998; DeGrandi-Hoffman et al. 2008) et le nectar (Mao et al. 2013;
Wheeler et Robinson 2014).

Enfin, les abeilles ont aussi des besoins importants et trés variables en eau pour I'équilibre
osmotique chez I'adulte, la préparation de la bouillie larvaire et rafraichir la colonie pendant les
mois les plus chauds. Selon la récente analyse de 'EFSA (2012a), cette quantité d’eau, difficile a
estimer car variable dans le temps et selon les références, est de I'ordre de 20 a 42 litres par
colonie et par année et jusqu’a 20 litres par semaine et par colonie pendant I'été.

3.1.3.2 Disponibilité des ressources alimentaires

La disponibilité (incluant quantité et qualité) des ressources florales influence directement le
développement et la survie des colonies. Or lintensification agricole conduit a une réduction ou
perte des aires de butinages des abeilles, de la diversité florale et des habitats naturels.
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Dans la plupart des zones de grande production, les assolements sont devenus trés simplifiés
engendrant un déclin de la biodiversité florale, en particulier des plantes melliféres dans les zones
céréaliéres. Le développement de monocultures conjugué a I'application d’herbicides (réduisant la
diversité et 'abondance florale) engendre des périodes de disettes avant et aprés la période de
floraison des monocultures. Dans ce cas, le nectar et le pollen sont relativement abondants mais
durant une période trés courte (encore faut-il qu’ils s’agissent de cultures de plantes melliféres), ce
qui est un probléme pour I'abeille domestique qui présente une période d’activité trés étalée. Un
lien potentiel entre la diminution des ressources environnementales et la perte de colonies a été
suggéré aux Etats-Unis (Naug 2009). Cependant, a I'heure actuelle, il n’existe pas d’étude ayant
montré un lien causal entre la disponibilité des ressources florales et les pertes de colonies.
vanEngelsdorp et al. (2009) ont notamment reporté que les ouvriéres issues de colonies atteintes
de Colony Collapse Disorder ne présentaient pas d’altération des niveaux de taux de protéines
(tétes, thorax et abdomen). Cela peut s’expliquer par le fait que méme si cette diminution des
ressources environnementales est potentiellement subie par l'apiculteur, elle peut étre évitée en
déplacant les ruches sur des zones plus favorables durant certaines périodes ou les colonies
parviennent toutefois a trouver assez de ressources dans leur environnement pour survivre. Enfin,
méme s’il 'y a pas d’effet direct de la diminution des ressources sur la survie des colonies, un
stress nutritif peut avoir des effets plus subtils et devenir un cofacteur de l'affaiblissement des
colonies, en diminuant les seuils de tolérance a d’autres stress (Brodschneider et Crailsheim 2010;
Le Conte et al. 2011). La présence de surfaces non cultivées et non traitées est un moyen de
restaurer la diversité florale et instaurer une disponibilité continuelle des ressources entre les
périodes de floraison des grandes cultures (Decourtye et al. 2011a). Ceci peut contribuer ainsi a
diminuer les potentielles co-expositions telles que les traitements chimigues conjugués a une
baisse de la qualité et quantité nutritive des ressources alimentaires des abeilles. Cependant ces
zones restent encore peu développées dans les pratiques. Elles peuvent s’avérer pourtant
cruciales lors de deux périodes clés du cycle des colonies: la préparation a I'hivernage
nécessitant le stockage de réserves nutritives suffisantes pour survivre I'hiver et la reprise post-
hivernale afin de promouvoir le développement des colonies.

3.1.3.3 Effet de la disponibilité des ressources alimentaires sur la santé des
abeilles

Dans les conditions naturelles, les abeilles sont rarement confrontées a une absence totale de
pollen dans leur environnement, mais font plutdt face a une variabilité dans le temps et I'espace de
l'abondance, la qualité et la diversité des ressources, comme par exemple dans un environnement
agricole (Odoux et al. 2012). L’influence de ces trois niveaux sur la santé des abeilles sera
abordée, mais il existe un fort biais des informations disponibles en faveur des ressources
polliniques.

3.1.3.3.1 Abondance

L’abondance des ressources alimentaires a un impact direct sur I'état populationnel des colonies.
Si 'apport de pollen est interrompu, les abeilles maintiennent naturellement I'élevage du couvain
pendant une courte période en puisant dans les réserves de pain de pollen, puis dans leurs
propres réserves corporelles de protéines (les abeilles résultantes présentent cependant des
carences en protéines) (Haydak 1970). Les jeunes larves, ayant profité d’'un faible apport nutritif
par rapport aux plus vieilles, peuvent aussi étre cannibalisées afin que les nourrices se procurent
des protéines pour nourrir les autres larves (Schmickl et Crailsheim 2001). L’élevage des larves
peut aussi étre compromis par la réduction de la taille des glandes hypopharyngiennes des
nourrices en carence de pollen. Cette malnutrition des larves peut conduire a des altérations
morphologiques et physiologiques des adultes (revue dans (Brodschneider et Crailsheim 2010)).

Une réduction de I'abondance et la qualité pollinique incite la colonie a modifier son effort de
butinage en augmentant la proportion de butineuses de pollen (Pernal et Currie 2001) et les jeunes
ouvrieres deviennent butineuses a un age plus précoce (Janmaat et Winston 2000a). De plus,
dans des zones de production agricoles a paysage simplifié pauvre en ressources, les butineuses
de pollen parcourent plus de distance que dans des paysages plus complexes (Steffan-Dewenter
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et Kuhn 2003). Une augmentation des distances de butinage demande aussi une plus grande
dépense énergétique et donc une plus grande consommation de glucides (nectar, miel). Une
réduction du couvain, couplée a une augmentation de [leffort de butinage, conduit
irremédiablement & une diminution de la population de la colonie.

Au-dela des conséquences directes sur la taille de la colonie, une diminution des ressources peut
aussi affecter la santé des abeilles et la tolérance a d’autres facteurs de stress. En effet, des
expériences de laboratoire ont démontré I'importance de l'apport pollinique sur le métabolisme
physiologique des jeunes abeilles (Alaux et al. 2011a; Ament et al. 2011). Par exemple, la
production de vitellogénine, glycolipoprotéine impliquée dans la production de gelée royale
(Amdam et al. 2003), la longévité (Seehuus et al. 2006) et 'immunité cellulaire (Amdam et al.
2004b), est réduite de maniére trés significative (Alaux et al. 2011a; Ament et al. 2011).

La plupart des études visant a tester I'effet de 'abondance des ressources nutritives sur la santé
de l'abeille ont été réalisées selon une méthode de tout ou rien. Cependant, les abeilles sont
rarement confrontées a ces cas extrémes d’absence totale de ressources. |l est donc nécessaire
de tester des apports quantitatifs intermédiaires, plus représentatifs des situations naturelles.

L’'abondance des ressources pourrait aussi affecter la préparation a I'hivernage et donc
compromettre la survie des abeilles durant I'hiver. En effet, la disponibilité des ressources
environnementales pendant la préparation a I'hivernage apparait comme un facteur clé pour la
survie hivernale selon les apiculteurs (ITSAP). Toutefois, méme si cela apparait tres implicite, cela
reste a tester.

3.1.3.3.2 Qualité

La qualité des ressources nutritives peut différer entre les espéces florales suggérant que
certaines sont de meilleure qualité pour les abeilles que d'autres. En ce qui concerne les pollens,
les teneurs en protéines, acides aminés, lipides et autres nutriments varient d’'une espéce a l'autre
(Herbert et Shimanuki 1978; Odoux et al. 2012; Roulston et Cane 2000). Il en est de méme pour le
nectar dont la composition et la concentration en glucides (5 a 80 %) changent selon les espéces
(Baker et Baker 1982; Crane 1980; Cruden et al. 1983).

Ainsi tous les pollens n’ont pas la méme valeur nutritive et diverses études ont démontré chez des
abeilles élevées en laboratoire que leur qualité peut significativement affecter des traits de vie
majeurs des abeilles comme la longévité (Di Pasquale et al. 2013; Maurizio 1950; Schmidt et al.
1987; Schmidt et al. 1995; Standifer 1967), le développement des glandes hypopharyngiennes
(Pernal et Currie 2000; Standifer 1967) et la production de vitellogénine (Di Pasquale et al. 2013).
Dix acides aminés sont essentiels a l'abeille (de Groot 1953). En présence de pollens de
mauvaises qualité nutritive ne contenant pas un ou plusieurs de ces acides aminés, les abeilles
devraient étre théoriguement affectées. Cependant, il est trés probable qu'un minimum de diversité
dans les approvisionnements polliniques, si elle est en quantité suffisante, compense ce
phénoméne de carence.

Certains acides gras ont des capacités antifongiques (Ascosphaera apis) et antibactériennes
(loque américaine, loque européenne) in vitro (Feldlaufer et al. 1993a; Feldlaufer et al. 1993b;
Hornitzky 2003; Shimanuki et al. 1992) mais ceci n'a pas été confirmé chez les larves d’abeille
(Giersch et al. 2010).

Au-dela des effets bénéfiques, certaines ressources contiennent des nutriments toxiques pour les
abeilles. C’est le cas de certains glucides (ex : galactose, lactose, stachyose, raffinose) trouvés
dans le pollen, le nectar et les exsudats de certaines plantes (Barker 1977; Barker 1990; Barker et
Lehner 1976). Par exemple, environ 40 % des glucides présents dans le pollen de soja sont
toxiques pour les abeilles (Barker 1977). L'utilisation de supplément a base de pollen de soja doit
donc étre contrblée.

3.1.3.3.3 Diversité

En ce qui concerne la diversité des ressources, les abeilles ont tendance a préférer (via une plus
grande consommation) une nutrition pollinique plurispécifique plutét que monospécifique (Schmidt
1984), et ont ainsi une plus grande longévité (Schmidt et al. 1987). Cette biodiversité pollinique est
bénéfique pour certain traits de 'immunocompétence, comme l'activité de la glucose oxydase
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catalysant la production d’antiseptiques (peroxyde d'hydrogene) dans la gelée royale (Alaux et al.
2010b). Elle joue aussi un réle de tampon lors d’un approvisionnement contenant des pollens de
mauvaise qualité (pauvre en nutriments et/ou contenant des toxiques) en améliorant la longévité
des abeilles (Schmidt et al. 1987) et la tolérance des larves et adultes a des agents pathogénes,
comme le champignon Aspergillus fumigatus (Foley et al. 2012) et la microsporidie Nosema
ceranae (Di Pasquale et al. 2013).

Le pollen et le nectar de fleurs, en plus d'étre les principales sources de nourriture, contiennent
également des composés phytochimiques et sont riches en caroténoides, flavonoides, alcaloides
et en composés phénoliques qui ont des propriétés antioxydantes et des activités antimicrobiennes
(Adler 2000; Balch et Balch 1990; Basim et al. 2006; Campos et al. 2003; LeBlanc et al. 2009a;
Morais et al. 2011). La diversité des ressources nutritives dans l'environnement augmente pour les
abeilles les possibilités de trouver des nutriments bénéfiques, mais aussi d'éviter ou de procurer
une alternative aux composés toxigues des plantes. Un environnement agricole simplifié réduirait
ces possibilités.

3.1.3.4 Lacunes/perspectives

De nombreux travaux ont démontré les effets de stress nutritionnels sur la santé des abeilles mais
la grande majorité a été réalisée en laboratoire, loin des conditions naturelles. Il est donc important
de savoir si les effets observés en laboratoire sont transposables en conditions naturelles. A titre
d’exemple, en laboratoire, les abeilles sont souvent nourries avec des pelotes de pollen alors que
dans la colonie, les abeilles ingérent le pollen essentiellement sous forme de pain d’abeilles ; ce
dernier posséde une composition chimique légérement différente des pelotes avec des niveaux
similaires de protéines et lipides, mais une absence d’amidon, un taux de sucre plus élevé et un
pH plus faible (Herbert et Shimanuki 1978).

Dans la perspective de mieux cerner I'importance de la disponibilité des ressources alimentaires
sur les colonies, il faudrait préciser (1) le lien entre la qualité/diversité des ressources alimentaires
et le développement et la survie des colonies, (2) les interactions/mécanismes entre nutrition et
autres cofacteurs (agents infectieux, parasitaires, chimiques), (3) le role de la flore intestinale, et
(4) si la disponibilité des ressources alimentaires affecte la survie hivernale.

Enfin, s’il est possible de répondre a la question sur le type de ressources que les abeilles
collectent dans leur environnement, il conviendrait de savoir si elles font face a des carences en ce
qui concerne le développement et le maintien de leur colonie. Dans I'affirmative, il faudrait
déterminer les périodes et types de carences.

3.1.4 Pratiques apicoles

Tout apiculteur peut, en s’appuyant sur son savoir et son expérience, appliquer des méthodes
visant a aider ses colonies d’abeilles a se développer, a conserver un bon état sanitaire et ainsi a
exprimer leur potentiel de production : ce sont les pratiques apicoles. Les ouvrages relatifs a ces
pratiques sont nombreux et parfois trés anciens. De nos jours, ce management est devenu plus
technique, et les pratiques sont devenues essentielles pour le maintien du cheptel apicole.

Ainsi, les pratiques apicoles incluent le choix des emplacements, des mesures de prévention des
maladies, des choix zootechniques, etc. Les « bonnes pratiques apicoles » sont d’ailleurs définies
dans un guide comme étant les pratiques de gestion de son cheptel par I'apiculteur « visant a
préserver la santé de ses colonies » (ITSAP 2014). Néanmoins, si elles ont pour objectif de
contribuer a la bonne santé des abeilles, certaines d’entre elles peuvent toutefois entrainer, dans
certaines circonstances, des effets potentiellement stressants sur les colonies. En outre, certaines
pratiques parfois nécessaires (ou parfois mal réalisées) constituent des facteurs de risque
d’apparition de maladies. Ne seront retenues ici que les pratiques susceptibles de générer un
stress ou un facteur de risque ajouté sur les colonies d’abeilles et ayant un effet potentiellement
négatif sur leur santé.

Les pratiques apicoles suivent le cycle biologique annuel des colonies, qui se divise en quatre
périodes : (1) la sortie d’hivernage (période de développement), (2) la période de reproduction des
colonies (ou essaimage), (3) la période de préparation a I'hivernage et (4) la période d’hivernage
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(cf. chapitre 2, paragraphe sur I'évolution annuelle de la population dans une colonie). L’apiculteur
va donc, pour chacune de ces phases de la vie de la colonie, appliquer des mesures adaptées :
aide au développement de la population, multiplication des colonies, exploitation des miellées,
prévention des maladies, par exemple.

3.1.4.1 Impact potentiel de certaines pratiques apicoles

La multiplication du cheptel apicole, ou son maintien, impose un élevage systématique. En
effet, si 'apiculteur souhaite augmenter la taille de son cheptel il doit consacrer une part de son
temps et/ou de son argent a I'élevage mais, étant donné les pertes (normales ou exceptionnelles)
de colonies, il doit aussi pratiquer cet élevage a minima pour maintenir son cheptel. Les
apiculteurs recourent donc soit a un auto-renouvellement de leurs colonies, soit a des achats de
reines et/ou d'essaim, en France ou a l'étranger. Dans ces deux cas, les manipulations
correspondantes et les effets qu’elles induisent peuvent avoir un impact sur la santé des colonies.

Dans le cas de I'élevage par I'apiculteur, la production de paquets d’abeilles ou les divisions de
colonies (méthode d’élevage traditionnelle la plus répandue, aprés I'essaimage naturel
(FranceAgriMer 2012)) vont déstructurer le superorganisme et modifier, au moins temporairement,
la répartition des classes d’'ages et/ou le ratio abeilles/couvain. Pour les reines, le remérage
artificiel est a priori salutaire pour une colonie dont la reine est vieillissante mais, dans le cas des
reines vierges, l'interruption de ponte (délai entre le dernier ceuf pondu par I'ancienne reine et le
premier de la nouvelle reine, qui peut étre estimé a 2 & 3 semaines) pourrait perturber I'équilibre de
la population. On peut toutefois considérer que ces perturbations sont négligeables en période
d’essaimage naturel : toutes les méthodes d’élevage « actives » (par exemple division ou élevage
de reines) sont beaucoup mieux tolérées par les colonies et réalisées avec succes lorsque qu’on
se rapproche de la période d’essaimage naturel (i.e. de la période de reproduction naturelle des
abeilles). La plupart des déséquilibres évoqués et relatifs a la répartition des classes d’age seront
normalement sans effet durable pour la colonie.

Dans certains cas toutefois, et en particulier lorsque d’autres cofacteurs peuvent intervenir, les
effets sur les colonies pourraient étre importants. On peut, a titre d’exemple, évoquer le cas du
couvain refroidi, conséquence d’une division avec trop peu d’abeilles adultes pour maintenir le nid
a couvain a bonne température si une période de froid succéde a une division. La disparition de
butineuses exposées a des agents infectieux et/ou toxiques aurait le méme effet. En outre, la
période d’élevage des reines et de croissance de la population d’ouvriéres va entrainer des
besoins accrus en ressources alimentaires : si celles-ci sont insuffisantes ou absentes, les effets
seront majeurs sur le cycle de développement de la colonie : cannibalisme, morphologie des
abeilles (Brodschneider et Crailsheim 2010; Di Pasquale et al. 2013; Naug 2009; Requier et al.
Sous presse). L'apiculteur doit donc veiller a fournir, le cas échéant, un complément alimentaire
aux colonies.

De plus, la qualité des reines obtenues peut varier en fonction de la saison d’élevage : les reines
produites au printemps présentent un nombre de spermatozoides vivants dans leur spermathéque
supérieur a celles produites en automne ; elles présentent en outre moins souvent des lésions
affectant leurs ovaires et leur appareil vulnérant (Provost 2013). De méme, des études en
conditions semi-contr6lées ont mis en évidence que des stresseurs environnementaux biotiques et
abiotiques (séparément ou combinés) pouvaient avoir un effet sur la qualité de la semence des
males (Brunet 2013). L’'obtention de reproducteurs de bonne qualité étant une garantie de la
bonne santé de la colonie, a contrario, de mauvais reproducteurs entraineront un niveau de ponte
inférieur, d’'ou une population d’abeilles diminuée et une colonie affaiblie, donc potentiellement plus
sensible lors de co-exposition, par exemple.

Dans le cas des achats de reines/d’essaims, le risque d’apparition de troubles est lié soit a
I'introduction d’agents infectieux dans la colonie (susceptible de perturber les équilibres du portage
asymptomatique), soit a l'introduction d’'une autre sous-espéce d’abeille pouvant engendrer des
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perturbations du fonctionnement de la colonie (agressivité, pillage, dérive®* par exemple).
L’apiculteur doit connaitre les risques liés a ces pratiques.

Bien que chague manipulation des colonies d’abeilles par I’apiculteur entraine un risque (mort
des ouvriéres par écrasement ou par pigqQre, mort de la reine par écrasement, pillage par les
abeilles avoisinantes, transmission d’agents infectieux de ruche en ruche, abaissement de la
température, perturbation de la grappe hivernale...), un minimum d’interventions apicoles
demeurent aujourd’hui nécessaires pour maintenir en vie les colonies (traitement contre Varroa,
vérification des stocks alimentaires). Les visites doivent étre donc étre limitées au nécessaire, a la
fois en temps et en fréquence. Une formation préalable de qualité diminuera, jusqu’a les rendre
infimes, les risques de dommages sur les colonies liés aux visites de I'apiculteur.

La récolte des hausses, mais surtout le prélevement éventuel de cadres de miel de corps, qui
consiste a prélever 'excédent de miel produit par la colonie pendant les semaines précédentes,
peut constituer une forme de stress, outre les effets possibles de la manipulation décrite
précédemment. En effet, en fonction des régions considérées, les saisons apicoles alternent
parfois « périodes de miellées » et « trous de miellées » (production de nectar faible voire nulle
dans une région donnée a un moment donné). Lorsque le retrait des hausses a miel coincide avec
un trou de miellée, en particulier au printemps (les corps de ruches peuvent alors étre presque
intégralement remplis de couvain et de pollen, notamment pour certaines sous especes ou souche
comme la Buckfast), les ressources énergétiques peuvent alors manquer. Ce stress nutritionnel
pourrait étre aggravé et allongé dans le temps par d’autres cofacteurs tels que des disparitions de
butineuses de nectar, ou une période de claustration par mauvais temps. Ces phases sont donc
critiques. Elles sont généralement bien appréhendées par les apiculteurs qui peuvent nourrir les
colonies ou déplacer les ruches une fois la miellée terminée.

Les transhumances constituent des pratiques apicoles souvent évoquées comme des facteurs de
stress pour les colonies d’abeilles. En effet, elles correspondent a une claustration des abeilles
durant leur déplacement a l'origine d’'une possible surchauffe ou d’étouffements, notamment pour
des transferts sur de longues distances ou pendant de longues durées. Ces effets sont
généralement gérés de facon préventive par les apiculteurs qui déplacent les colonies de nuit, a
'aube ou en soirée, en évitant les périodes chaudes, dans des ruches permettant une aération
adéquate. Aux Etats-Unis, certaines études ont démontré que les transhumances, pouvaient
également avoir des effets déléteres sur la santé des colonies d’abeilles (vanEngelsdorp et al.
2013b; Welch et al. 2009). Néanmoins, les distances parcourues en France sont, au maximum, de
'ordre de quelques centaines de kilométres, sans comparaison avec les parcours des ruches
américaines. A linverse, un effet plutét positif de la transhumance sur la santé des abeilles peut
étre observé : I'accés prolongé a des ressources nutritives est en effet bénéfique pour la colonie.
En France, seules les abeilles importées, dans le cadre de renouvellement de cheptel par exemple
peuvent subir de telles claustrations et leurs conséquences défavorables.

La production de miel de cru est généralement mieux valorisée que la production de miel toutes
fleurs (FranceAgriMer 2012). Ainsi, certaines miellées sont tres prisées des apiculteurs (acacia,
tilleul ou lavande par exemple). Ces floraison fugaces sont accessibles a tous les apiculteurs
capables de déplacer leurs colonies et disposant d’un terrain d’accueil dans les zones a forte
concentration d'une méme essence florale. Ces zones hébergent donc un grand nombre de
colonies d’origines géographiques différentes pendant une courte période (correspondant a la
miellée désirée). Bien que difficiles a estimer, les échanges inter-colonies et inter-ruchers peuvent
étre augmentés. La probabilité de dérive, de pillage ou de contacts au sens large, et donc de
possibles échanges d’agents infectieux, va nettement s’accroitre (Welch et al. 2009). Enfin,
lorsque la densité en colonies est trés élevée sur une méme aire, une forme de compétition pour
'accés aux mémes ressources pourra apparaitre et induire un effet sur les colonies (distances de
parcours et temps de parcours augmentés, accés a l'eau en période séche). Ces points
constituent donc des zones a risque, a la fois pour les colonies qui s’y trouvent, mais également

31 En apiculture, le mot « dérive » décrit le risque, pour une butineuse, de se tromper de ruche & son retour de butinage ; ce
phénomene, identifié depuis longtemps, constitue un risque de transmission d’agents infectieux d'une colonie a une autre
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pour 'ensemble de I'exploitation apicole dont elles proviennent (a leur retour) et dans la lutte
collective contre les maladies apiaires.

Le parcours technique des colonies (emplacements successifs occupés par une colonie au
cours d’une saison apicole) peut constituer un élément a prendre en compte comme cofacteur
de la santé des colonies. En effet, I'apiculture professionnelle peut amener a faire se succéder les
miellées exploitées par les mémes colonies. On utilise ainsi le potentiel d’'une colonie a exploiter
des ressources, mais en modifiant le cycle biologique qui, de fagcon évolutive, doit étre adaptée a
une colonie sédentaire. Méme si I'impact des transports sur de longues distances a été cité
comme ayant un réle potentiel dans les évenements de surmortalité, notamment aux Etats-Unis
(Oldroyd 2007; Pettis et Delaplane 2010), trés peu d’études ont été menées sur le sujet. Le lien
entre la transhumance et un fort taux de mortalité a toutefois été prouvé en Afrique du Sud (Pirk et
al. 2014). Le développement des glandes hypopharyngiennes peut étre affecté lorsque la longue
transhumance concerne les ouvriéres venant d’émergées (Ahn et al. 2012). Par contre, malgré
une prévalence en virus plus élevée chez les colonies transhumées, elles ne présentent pas une
augmentation de leur mortalité par rapport a des colonies sédentaires (vanEngelsdorp et al. 2008).

Une partie de ces risques, ou plutdt de ces facteurs de risque d’affaiblissement des colonies, peut
aisément étre compensée par des pratiques apicoles adaptées. Le respect des bonnes pratiques
peut suffire dans la plupart des cas. Au contraire, au-dela des pratiques apicoles citées
précédemment, d’autres sont plutdt déconseillées et peuvent parfois mettre en danger les
colonies.

3.1.4.2 Impact potentiel de certaines pratiques inadaptées ou non réalisées

Le renouvellement annuel des cires est recommandé, a raison du quart ou du tiers des cadres
batis (ITSAP 2014). En effet, la cire peut accumuler des substances xénobiotiques lipophiles
pendant de trés longues périodes mais aussi des agents infectieux tels que les spores de
Paenibacillus larvae (loque ameéricaine). On retrouve ainsi fréquemment dans les cires des
substances utilisées dans certaines pratiques apicoles de lutte antiparasitaire (coumaphos, tau-
fluvalinate, paradichlorobenzéne par exemple), des produits d’entretien du bois des ruches
(Bogdanov 2004) et des pesticides (Chauzat et al. 2011). Ainsi, si 'on ne retire pas ces vieilles
cires des ruches, la pression en contaminants, quels qu’ils soient, va augmenter. Ce contact
permanent, a la fois des abeilles adultes mais aussi du couvain, avec des substances chimiques
peut nuire a la santé de la colonie (Medici et al. 2012; Orantes-Bermejo et al. 2010). De méme, les
cires nouvellement introduites ne devraient pas contenir de substances xénobiotiques : il est ainsi
déconseillé de réutiliser les vieilles cires, méme refondues, car le chauffage a lui seul ne permet
pas de décontaminer les cires (ITSAP 2014), notamment pour les pesticides ayant une
température de dégradation élevée (plusieurs centaines de degrés Celsius). De plus, il faut
s’assurer de la qualité sanitaire des cires achetées. Le circuit d’auto-renouvellement des cires, en
utilisant de la cire d’opercule uniquement, parait une précaution minimale.

Le circuit marchand des cires est mal connu. |l existe trés peu d’éléments de tragabilité indiquant la
provenance des cires et peu d’informations sur leur qualité. Il apparait nécessaire d’encourager la
mise en place de tragabilité dans cette filiere dont les échanges sont largement mondialisés.

Le renouvellement des reines peut répondre a différents objectifs correspondant généralement a
une stratégie souhaitée par 'apiculteur ou a un plan d’élevage. Le choix de la nouvelle reine et la
sélection d’une génétique particuliere s’appuiera, par exemple, sur des critéres de production, de
comportement (tendance limitée a I'essaimage, développement précoce au printemps, douceur,
etc.) ou sanitaires (comportement hygiénique, résistances a certaines affections, etc.). Cette
pratique de renouvellement des reines est devenue quasiment systématique en élevage
professionnel pour atteindre des taux de changements de reines parfois annuels (FranceAgriMer
2012). L’espérance de vie théorique des reines est de plusieurs années (cf. chapitre 2). Toutefois,
la durée de vie des reines rapportée par les apiculteurs a connu une réduction depuis les 15-
20 dernieres années. Le remérage naturel compense une partie de ces mortalités de reines, mais
un certain nombre de colonies demeurent bourdonneuses aujourd’hui (i.e. la reine meurt mais
n’est pas remplacée). Ces phénomeénes de réduction d’espérance de vie des reines et de colonies
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orphelines sont encore mal compris. Les bonnes pratiques apicoles nécessiteraient donc de
précéder cette obsolescence de la reine par un renouvellement systématique. Une étude
allemande menée sur plusieurs années a d’ailleurs montré que le risque de mortalité hivernale
devenait nettement plus important lorsque la reine atteignait son 3°™ hivernage (Genersch et al.
2010). L’apiculteur devra toutefois prendre soin d’adapter la génétique choisie a la zone
d’'implantation du rucher (cf. chapitre sur les facteurs génétiques) : I'inadéquation entre le cycle
biologique ou les besoins alimentaires de I'abeille choisie avec les facteurs climatiques et
floristiques du paysage de l'aire de butinage peuvent constituer des stress perturbateurs pour la
colonie concernée. A titre d’exemple, une colonie trés précoce en sortie d’hivernage ne sera pas

adaptée a un climat montagnard.

La lutte contre le parasite Varroa destructor doit étre I'objet d’'une attention particuliére pour tout
apiculteur. Sa prévalence sur le territoire francais est tres élevée (86 % des ruchers visités dans le
cadre du suivi épidémiologique francais Résabeilles présentaient une pression parasitaire non
nulle a l'automne 2013, sachant que cette estimation a été effectuée en cours ou en fin de
traitement acaricide - Résabeilles Bulletin n°® 2), et ses conséquences sur la santé des colonies
d’abeilles sont de gravité majeure (cf. paragraphe correspondant). Une lutte systématique annuelle
est donc indispensable. Cette lutte peut intégrer des méthodes différentes et doit étre raisonnée :
estimation de l'infestation, utilisation de médicaments, méthodes biotechniques, alternance des
méthodes, vérification de I'efficacité de la stratégie mise en place, respect de cahiers des charges
particuliers, période de miellée tardives, etc.

En cas d’absence de traitement ou de traitement(s) inefficace(s), outre les effets délétéres du
parasite Varroa, de nombreux facteurs de risque s’ajouteront aux autres cofacteurs potentiels et
pourront mener a la mort de la colonie. Il faut donc traiter systématiqguement et vérifier I'efficacité
de ce traitement. Un traitement complémentaire peut parfois étre nécessaire.

La lutte contre Varroa ne peut toutefois pas étre réalisée de n’importe quelle facon : selon de
récentes enquétes épidémiologiques (Anses 2013; FranceAgriMer 2012), les pratiques de gestion
antiparasitaire d’un certain nombre d’apiculteurs ne sont pas conformes a la réglementation car
elles font appel & des médicaments ne disposant pas d'une AMM (Autorisation de mise sur le
marché) pour cette indication. Ces meésusages sont dangereux a plus d’'un titre: (1)les
préparations « maison » exposent I'apiculteur au risque d’ingestion ou d’inhalation de substances
treés toxiques (cas des acides organiques, des sels de thymol ou de I'amitraze en solution par
exemple) ; (2) leurs présentations (supports cartons, chiffons imbibés, morceaux de bois,
vermiculite, etc.) ne permettent pas d’assurer une diffusion maitrisée des substances actives, d’ou
une action antiparasitaire inconstante ; (3) ces pratiques peuvent favoriser, a moyen terme,
'apparition de résistance du parasite vis-a-vis de substances jugées actives aujourd’hui, en
exposant Varroa a des concentrations sublétales ; (4) ces pratiques participent largement a la
contamination des cires en substances actives, avec des effets négatifs sur le développement du
couvain (Medici et al. 2012); (5) l'innocuité vis-a-vis des colonies traitées n’est pas garantie ;
(6) ces substances peuvent constituer un danger pour la santé du consommateur du fait de la
persistance possible de résidus dans les produits de la ruche commercialisés.

Ces pratiques ne participent pas, in fine, a améliorer la santé des colonies mais peuvent, en
revanche, lui nuire. Des médicaments vétérinaires autorisés pour le traitement de Varroa doivent
étre la seule option possible lorsqu’une lutte chimique est envisagée : elle garantit I'innocuité pour
I'utilisateur et les abeilles, I'efficacité sur le parasite (méme si elle n'est pas totale), I'absence de
résidus dans les ruches et donc participe a la protection du consommateur.

L’apiculteur, par le choix d’un emplacement, impose a la colonie une zone de butinage. Cette
aire doit subvenir aux besoins alimentaires de la colonie, constitués par les apports protéiques,
glucidiques et en eau (cf. facteurs alimentaires). Un mauvais choix d’implantation du rucher peut
donc étre lourd de conséquences. De méme, au-dela de ces ressources alimentaires, les
butineuses vont collecter et apporter a la ruche un ensemble d’autres substances, créant ainsi une
image fidéle de leur aire de butinage (« Abeille sentinelle de I'environnement »). Les éléments du
paysage voisins d’un rucher pourront donc, s'’ils sont attractifs pour les abeilles, étre visités : sites
industriels, surfaces cultivées, espaces urbains, voies de communication, exploitations agricoles,
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etc. Le rayon de butinage habituel/moyen d’une abeille doit étre connu des apiculteurs (cf. chapitre
2) afin de bien appréhender, autant que possible, 'ensemble des éléments paysagers auxquels
sera exposée la colonie. En outre, la nourriture et 'eau peuvent étre plus ou moins accessibles
aux colonies et I'effort consenti pour y accéder peut étre plus important si 'on tient compte des
distances a parcourir, des conditions climatiques (vent, pluie, fortes chaleurs, etc.). Enfin,
I'exposition et 'emplacement des ruches sensu stricto (en plein soleil, en zone humide, présences
de nuisibles, etc.) peuvent constituer des facteurs de risque de développement de maladies, et/ou
amener les colonies a des dépenses d'énergie excessives. Néanmoins, la raréfaction
d’emplacements dans certaines régions, la volonté de produire une miellée particuliére ou les
contrats de pollinisation peuvent conduire I'apiculteur a poser ses ruches sur un emplacement non
idéal, en toute connaissance de cause. Il faudra alors tenir compte des effets possibles sur les
colonies concernées et compenser par des soins et une surveillance accrus.

Les pratiques de nourrissement (alimentation artificielle) des colonies d’abeilles
domestiques sont anciennes. Les colonies d’abeilles stockent des réserves afin de survivre
pendant les périodes de disette. Néanmoins, depuis trés longtemps, les apiculteurs ont pris
conscience que leur récolte de miel impacte forcément ces réserves et que les efforts fournis par
les abeilles pour maintenir un stock suffisant sont nettement augmentés par cette captation
humaine. On peut donc les aider & compenser cet effort en leur apportant de la nourriture, méme
si ce complément alimentaire n'est pas toujours nécessaire. Le nourrissement a pour objectif
premier la survie hivernale (nourrissement d’automne), mais aussi I'aide au développement de la
population et au renouvellement du cheptel par la réalisation de nouveaux essaims, dépourvus de
butineuses (« nourrissement stimulant » ou « nourrissement spéculatif » - nourrissement de
printemps, de fin d’été-) ou la compensation d’'un manque lors de « trous de miellées » ou de
mauvaises conditions climatiques. De plus, la raréfaction des cultures melliferes et polliniféres
dans les systémes agricoles, et de la flore sauvage dans certains milieux, impose ce
nourrissement. Lorsque ce nourrissement, généralement nécessaire, n’est pas réalisé, le manque
de nourriture peut conduire la colonie & la mort par famine®.

Pour les nourrir, les apiculteurs apportent des sucres (et parfois du pollen) a leur colonie. Ces
intrants doivent étre de bonne qualité sanitaire ; les sucres doivent étre digestibles et adaptés a la
période (candi en hiver, sirop au printemps). Le meilleur produit de nourrissement est, a priori, le
miel, exception faite des risques de transmission d’agents infectieux. Néanmoins, ce type de
nourrissement est peu réalisé car contreproductif. Les sucres de nourrissement sont donc
généralement issus du commerce et I'on distingue plusieurs présentations et compositions : sirops,
candi, sucre de betteraves ou de cannes a sucre, hydrolysat d’amidon de céréales, etc. lls
pourraient contenir, dans certains cas, des substances telles que des pesticides utilisés dans le
traitement des plantes sucrieres ou des OGM (Lu et al. 2012), des métaux lourds (Dufault et al.
2009) ou des taux trop élevés de HMF (Hydroxyméthylfurfural), notamment lorsqu’ils sont mal
conservés (LeBlanc et al. 2009b). Par ailleurs, un taux de HMF élevé étant favorisé par un
chauffage excessif, des préparations maisons peuvent également en contenir (cas de sirops
obtenus, par exemple, par chauffage d’'un mélange de sucre cristallisé et d’eau). En avril 2010, en
Belgique, un sirop contenant des quantités importantes de HMF (108 & 356 mg/kg) a été incriminé
dans des mortalités de colonies (AFSCA 2010; Wilmart et al. 2011). Contrairement a I'HMF
éventuellement présent dans le miel, qui ne semble poser aucun risque significatif pour la santé
publique (Zirbes et al. 2013), 'HMF présent dans les sirops de nourrissement des abeilles semble
étre toxique pour celles-ci. Selon Jachimowicz et El Sherbiny (1975), un sirop contenant 30 mg/kg
d’HMF administré aux abeilles ne montre aucune différence significative avec un sirop témoin sur
la longévité des abeilles (en France, la teneur légale admise dans les miels, sauf exception, est de
40 mg/kg - décret n° 2003-587 du 30 juin 2003, annexe Il sur les caractéristiques de la
composition des miels). Par contre, toujours selon ces auteurs, un sirop contenant 150 mg/kg
d’HMF conduit en moyenne a 58,7 % de mortalité apres 20 jours d’administration. LeBlanc et al.

%2 On sait également depuis trés longtemps que « la nutrition des abeilles pendant la période préhivernale et pendant I'hivernage
par le sirop sucré peut réduire au minimum le pourcentage des abeilles affectées par Nosema dans les ruches » (Toumanoff C., Les
maladies des Abeilles, Ed. 1930, p162)
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(2009b) arrivent aux mémes conclusions : une administration aux abeilles d’'un sirop de mais a
haute concentration en fructose (55 %) et contenant 150 mg/kg d’HMF conduit a 50 % de
mortalité apres 19 jours. A 26 jours, en testant des concentrations en HMF de 57 a 250 mg/kg,
seule la concentration de 250 mg/kg conduit & une mortalité significativement plus importante.
Ces auteurs considérent finalement que la concentration de 250 mg/kg est a considérer comme
toxique pour les abeilles, seuil qui avait été franchi lors de I'épisode belge de 2010.

Les nourrissements protéiques sont surtout utilisés dans le contexte de I'élevage mais pourraient
'étre de plus en plus étant donné les évolutions paysageres dont la moindre diversité est
aujourd’hui mise en cause (voir facteurs alimentaires). Toutefois, peu dinformations sont
disponibles sur les besoins physiologiques en acides aminés chez les abeilles et ces informations
sont souvent anciennes (de Groot 1953). Les apports réalisés par les apiculteurs sont
généralement issus de leur propre récolte de pollen ou de pain d’abeilles, mais certaines
préparations commerciales ont aussi cette indication. Comme pour le nourrissement sucré, la
présence de contaminants chimigues ou biologiques dans ces préparations est possible. La
plupart ne propose pas non plus un étiquetage suffisant pour en connaitre la composition précise.
Il n’est pas possible, par exemple, de voir si les apports correspondent aux besoins ou de vérifier
la digestibilité de ces protéines par les abeilles.

Le nourrissement artificiel est aussi couramment pratiqué par les apiculteurs afin de combler un
manque de ressources ponctuel ou assurer un apport énergétique suffisant en cas de sollicitation
forte de la ruche, en particulier en période d’élevage de faux-bourdons. Des expérimentations de
terrain ont été menées afin de tester 'impact du nourrissement des nourrices des faux-bourdons
en phase larvaire sur la qualité sur sperme des faux-bourdons. Les abeilles ont été nourries avec
du sirop de sucre, ou un mélange de miel et de pollen, alors qu’aucun apport n'a été réalisé sur les
abeilles des ruches témoains. |l s’avere qu'a maturité sexuelle, les faux-bourdons témaoins, dont les
abeilles nourrices n’ont pas recu de nourrissement, produisent davantage de spermatozoides que
les faux-bourdons dont les nourrices en ont regu, et ce quel que soit le type de ce nourrissement.
De plus, le sperme de ces faux-bourdons témoins a toujours le pourcentage de spermatozoides
vivants le plus élevé (Provost, communication personnelle ; Rapport Projet Assistance technique
FEAGA 2011-2014 coordonné par I'ADAPRO). Les questions soulevées par cette expérimentation
concernent non seulement la nature de [lalimentation artificielle, sa qualité, son mode
d’administration, le moment d’administration, mais aussi sa pertinence.

Ainsi, le nourrissement des colonies d’abeilles, pratique apicole généralisée car souvent
indispensable, peut présenter un danger pour la santé des abeilles et un facteur d’affaiblissement
(mortalités d’abeilles, toxicité de certaines substances). Actuellement, il n’existe pas de normes en
France sur la composition des produits de nourrissement et, généralement, peu d’'informations sur
leur composition. Outre la question de la qualité sanitaire et nutritionnelle des produits de
nourrissement pour les abeilles, se pose aussi la question de la digestibilité de cette nourriture. En
raison d’une cristallisation possible (qui aurait d’ailleurs pour effet de concentrer certains toxiques
dans la phase encore liquide du sirop (AFSCA 2010)) ou de particularités physiologiques de
I'abeille qui ne dispose pas de lactase par exemple (Chauvin 1968), la question de la valeur de ces
produits de nourrissement pour I'abeille doit donc étre envisagée de fagon trés large. Des normes
de qualités, s’appuyant sur les données scientifiques disponibles, devraient donc étre imposées
pour les produits de nourrissement.

Enfin, les ruches choisies par I'apiculteur pour abriter ses colonies peuvent présenter des défauts
constituants des facteurs aggravants ou des effets indirects sur la santé des colonies. Concernant
leur fonction, d’abord, elles doivent étre adaptées au lieu d'implantation du rucher (protection
contre le froid, la chaleur, les prédateurs) en minimisant au maximum les déprédations et efforts
pour la colonie. Elles doivent aussi correspondre a I'espace nécessaire a la colonie, selon sa
taille (application de partitions, par exemple, pour limiter les espaces inoccupés par I'essaim).
Certaines pratiques apicoles inadaptées peuvent, en revanche et malgré la bonne intention
premiére, nuire aux abeilles : partition en matériaux non inerte, peintures et revétements toxiques
par exemple. Des substances nocives (pour les abeilles ou les consommateurs des produits de la
ruche) peuvent alors étre libérées par les abeilles et entrer dans leur chaine alimentaire.
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3.1.5 Facteurs climatiques

Parmi les différents stress auxquels peuvent étre exposées les colonies d’abeilles, les conditions
climatiques font partie des plus souvent citées pour expliquer des mortalités ou des baisses de
productivité. L’espéce Apis mellifera a toutefois démontré, au cours de son évolution, ses
capacités de colonisation de différents milieux et d’adaptation physiologique et anatomique (ce que
I'on nommait autrefois les « accommodats »), en particulier des capacités de thermogénése et de
thermorégulation remarquables. La sélection naturelle, l'isolement géographique ont ainsi permis
de voir évoluer différentes souches identifiables par des caractéeres morphologiques,
comportementaux et génétiques en 26 sous-espéces d’Apis mellifera aujourd’hui présentes sous
des climats trés différents, des plus froids aux plus chauds. Il s’agit donc ici, non pas de douter de
'adaptation de I'espéce a des conditions climatiques trés contrastées, mais de repérer et d’estimer
comment les conditions climatiques peuvent perturber la colonie d’abeilles dans son parcours de
vie. La météorologie, sur laquelle on ne peut pas agir mais dont on peut éventuellement modérer
I'impact par des choix zootechniques appropriés (emplacement du rucher, génétique de la colonie,
nourrissement, etc.), peut en effet avoir des conséquences directes ou indirectes sur le
développement des colonies d’abeilles.

3.1.5.1 Impacts directs sur le développement des colonies d’abeilles

Sous nos climats tempérés, le cycle de développement des colonies est saisonnier avec,
schématiquement, des périodes de développement du couvain (printemps et fin d’été) et d’arréts
de ponte (périodes froides). Les colonies, en particulier les reines, s’adaptent dans la mesure du
possible aux conditions climatiques : a titre d’exemple, la période de ponte en sortie d’hiver est
naturellement décalée lorsque I'hiver se prolonge. Des mécanismes de régulation tels que la
disponibilité en pollens participent a moduler la ponte de la reine. D’autres mécanismes
interviennent pour adapter le développement de la colonie a son environnement climatique. Ainsi,
lalternance des saisons change le comportement social de la colonie : les variations de la
température extérieure, plus que la photopériode, modifient la répartition relative des taches entre
ouvriéres, en relation avec 'hormone juvénile (Huang et Robinson 1995). Tout épisode climatique
« anormal » constitue donc un stress pour la colonie, avec un codt protéique et glucidique.

La période hivernale constitue, a priori, la période la plus difficile a franchir pour une colonie
d’abeilles étant donnée la quasi-disparition des ressources disponibles dans son environnement
(pollen et nectar) et la nécessaire lutte contre le froid. Les réserves accumulées en amont
prennent alors toute leur importance, a la fois par leur qualité et leur quantité. Les données
épidémiologiques disponibles confirment le plus souvent le risque accru de perte pendant I'hiver.
Toutefois, le taux de mortalité en saison peut parfois étre du méme niveau que le taux de mortalité
hivernale en France : par exemple, pendant I'hiver 2012-2013, il a été estimé a 14,1 % (IC 95 =
10,8 — 17,5) (Chauzat et al. 2014), alors qu'il a été de 13,6 % au cours de la saison apicole c'est-a-
dire durant le printemps et I'été 2013. L’observatoire des mortalités hivernales de TADARA - ITSAP
évoque depuis sa création des taux supérieurs voisins de 20 % (données de mortalités obtenues
sur la base du volontariat). Il en est de méme pour les pays européens voisins et les Etats Unis ou
I'hivernage est une cause majeure de pertes pour les apiculteurs (vanEngelsdorp et al. 2008). Ces
pertes sont nettement supérieures a ce qui était observé annuellement auparavant (environ 5 a
10 %).

Dans leur lutte contre le froid, les abeilles s’organisent pour former une « grappe hivernale », dont
le diamétre et la densité en abeilles varient selon la température : plus il fait froid, plus la grappe
est petite et dense (Heinrich 1981; Watmough et Camazine 1995). La température au cceur de la
grappe, qui peut atteindre plus de 30 °C quelle que soit la température extérieure, est atteinte
grace a la production de chaleur par les ouvrieres (Stabentheiner et al. 2003). Ainsi, lorsque le
nombre d’abeilles a I'entrée de I'hiver est insuffisant pour former une grappe de taille suffisante, la
petite colonie est condamnée. On admet que la force minimale d’'une colonie, pour passer 'hiver et
repartir au printemps, se situe au minimum a 8 000 abeilles sous un climat tempéré pour des
colonies d’abeilles domestiques (Imdorf et al. 2010). Finalement, tout évenement ou stress
précédant I'hivernage et qui a pour effet de réduire la population d’abeilles adultes et/ou les
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réserves nutritives peut participer a accroitre le risque de mortalité hivernale (cf. paragraphe 3.1.3).
De méme, les sous especes et les écotypes doivent étre adaptés a leur environnement et en
particulier au climat local (cf. paragraphe sur les facteurs génétiques).

Les conditions météorologiques peuvent constituer des facteurs de stress pour la colonie d’abeilles
au-dela de la période hivernale. On sait depuis longtemps que des froids printaniers tardifs nuisent
au développement du couvain et a la qualité des nourrices (Dustmann et von der Ohe 1988). De
méme, de longues périodes de pluie peuvent modifier le comportement des nourrices qui
apportent moins de soins au couvain, une moindre inspection et un moindre nettoyage des cellules
(Riessberger et Crailsheim 1997), favorisant ainsi la transmission des maladies, du couvain
notamment. Enfin, certains agents infectieux et parasites (ex : Varroa destructor et Nosema) se
développent de fagon variable selon la température ou '’humidité (Chen et al. 2012; Harris et al.
2003). Les conditions météorologiques peuvent donc accroitre la sensibilité des abeilles aux
maladies.

3.1.5.2 Effets indirects sur le développement des colonies d’abeilles

Indirectement, les conditions météorologiques peuvent aussi impacter la physiologie des colonies
d’abeilles en modifiant 'accés ou la qualité des ressources nutritives. Les comportements de
butinage et d’expansion de la colonie sont liées a la floraison en lien avec les conditions
climatiques.

Concernant la qualité des ressources nutritives, outre I'environnement floristique (cf. paragraphe
3.1.3), des événements climatiques peuvent modifier I'intérét mellifére ou pollinique d’'une méme
plante : de fortes pluies peuvent, a titre d’exemple, lessiver les fleurs d’acacias avec pour effets de
les rendre moins attractives aux abeilles et de rendre son nectar plus dilué (Le Conte et Navajas
2008). A l'inverse, les fleurs de lavande ne produisent plus de nectar lorsque le temps est trop sec
(Le Conte et Navajas 2008). Certaines périodes telles que celles de développement du couvain
rendent particuliérement sensibles les colonies. En effet, lorsque la colonie et son couvain ont
atteint une taille importante par un printemps propice, une brusque interruption dans la fourniture
en pollen peut étre trés préjudiciable (Mattila et Otis 2006). Concernant I'accés a ces ressources,
les conditions optimales de butinage peuvent varier selon le temps : les fleurs de tournesol sont
butinées par les abeilles de fagon optimale lorsque, selon (Puskadija et al. 2007), la température
est comprise entre 20 a 25 °C pour une humidité de 65 a 75 %. Un taux d’humidité supérieur, des
chutes de pluies intenses, du vent ou une température basse ont un effet négatif sur les visites de
fleurs par les abeilles. De méme, une augmentation de la température a un effet positif sur les
sorties des butineuses mais l'intensité des rayons lumineux peut, une fois atteint un optimum,
réduire leur nombre (Burrill et Dietz 1981).

Plus largement, des changements climatiques a grande échelle pourraient éventuellement, dans
un futur plus ou moins lointain, causer une désynchronisation entre la distribution géographique
des plantes melliferes et polliniféres avec le cycle de vie des abeilles (Abrol 2009; Delgado et al.
2012; Thuiller et al. 2005).

Ainsi, bien que les colonies d’abeilles domestiques disposent de moyens performants d’adaptation
a leur environnement - ce qui leur a permis de coloniser des zones diverses et parfois hostiles - le
climat influence largement leur développement et leur santé. Toutefois, comme [Iabeille
domestique est un insecte pollinisateur généraliste, et qu’elle est donc capable de récolter de la
nourriture sur un grand nombre de plantes, elle serait moins affectée que les insectes
pollinisateurs spécialistes de certaines plantes.

3.1.5.3 Conclusion

Les effets du climat sur les colonies d’abeilles peuvent étre appréhendés selon une échelle
locorégionale ou a I'échelle du monde. L'intensité et la durée des phénoménes météorologiques
(sécheresse, pluie, températures extrémes, vent) doivent étre prises en compte comme des stress
pour les colonies : ils peuvent, directement ou indirectement, entrainer I'affaiblissement d’'une
colonie en déplagcant son équilibre physiologique. Le choix d’'une sous-espéce ou d’un écotype
adapté a son environnement proche semble donc important. Dans le cas inverse, les pratiques
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apicoles devront compenser ce stress (exemple du nourrissement hivernal pour des colonies de
taille importante hivernant dans des zones a hivers longs et rigoureux). Les processus
physiologiques de réponse des colonies aux stress climatiques sont encore méconnus, méme si
I'on connait ses grandes capacités de thermorégulation, entre autres.

3.1.6 Facteurs physiques : champs électromagnétiques

Les abeilles disposent d'un systéme de réception magnétique (Kirschvink et al. 1997). Son
mécanisme repose sur des « granules » de fer répartis de facon aléatoire dans le cytoplasme de
certaines cellules de I'abeille, en particulier sous la cuticule de son abdomen (Hsu et Li 1994;
Kuterbach et al. 1982). Ce systeme est trés efficace puisque les abeilles peuvent détecter des
fluctuations du champ magnétique terrestre (évalué a 50 uT). de trés faible intensité (i.e. dés
0,026 uT) Il leur permet, selon (Hsu et al. 2007), de s’orienter grace une « mémoire » magnétique
de leur environnement.

On sait par ailleurs que les champs électromagnétiques créés par les activités humaines (lignes a
haute tension par exemple) induisent des perturbations électriques sur les objets chargés. Les
champs électromagnétiques produits par les lignes a haute tension peuvent ainsi affecter le
comportement des abeilles (Bindokas et al. 1988; Lipinski 2006; Sharma et Kumar 2010) et le
développement des colonies (Greenberg et al. 1981; Lipinski 2006). Les champs
électromagnétiques induits par les téléphones cellulaires lors des communications téléphoniques
peuvent, d’autre part, causer des modifications biochimiques (baisse des taux de glucides et de
lipides présents dans I’hémolymphe) chez les ouvriéres (Kumar et al. 2011), probablement en lien
avec l'augmentation de leur activité (augmentation de leur agressivité et de la fréquence du
battement d’ailes). Elles modifient aussi les sons émis par la colonie (induction du
« piping » (Favre 2011)).

Néanmoins, les effets observés dans ces publications I'ont été lors d’'une grande proximité entre la
source émettrice et la colonie (téléphones portables placés dans la ruche (Favre 2011; Kumar et
al. 2011), conditions qui ne sont pas réunies sur le terrain. Concernant les lignes a trés hautes
tensions, une distance de sécurité de 65 metres suffirait a protéger les colonies d’abeilles des
nuisances éventuellement induites par les plus hauts voltages (Lipinski 2006). Le choix d’'un
emplacement du rucher adapté devrait donc limiter les risques. Le cas échéant, les effets attendus
par les perturbations d’'un rayonnement électromagnétique sont de l'ordre de 'augmentation de
consommation des réserves de la colonie (Kumar et al. 2011) et des modifications du
comportement des abeilles (Lipinski 2006).

Enfin, de récentes publications ont montré I'importance des champs électriques dans les échanges
entre individus (cas des abeilles domestiques (Greggers et al. 2013)) ou dans les échanges avec
leur environnement (cas des bourdons (Clarke et al. 2013)).

Des études plus réalistes (plus proches des conditions de terrain) et plus ambitieuses (plus grand
nombre de colonies testées et sur un plus long terme) permettraient de mieux appréhender le réel
impact des champs électromagnétiques sur la santé des abeilles.

3.1.7 Altérations de la structure de la colonie

Certains états naturels de la colonie ne constituent pas des stress sensu stricto mais pourraient
participer, en tant que facteurs de risque, a une exposition accrue a d’autres facteurs de stress.
Parmi les événements physiologiques causant le plus d’effets, on peut retenir I'essaimage ou les
reines vieillissantes.

Ces phénomeénes générent essentiellement des modifications quantitatives de population par des
troubles de ponte de la reine. Dans les deux cas, la pyramide des ages entre ouvriéres peut alors
étre largement modifiée (répartition altérée des classes d’age) et nécessite des adaptations
(plasticité des rbles joués par les ouvrieres). Ce déséquilibre dans la pyramide des ages peut, par
ailleurs, étre la conséquence d’autres étiologies (cas des intoxications avec mortalités des
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butineuses). On soulignera que lors de ces phénomenes la (nouvelle) reine est susceptible de ne
pas étre fécondée voire de mourir (cas de I'essaimage, des colonies bourdonneuses, d’une
supersédure). La mauvaise qualité des reines serait, pour les apiculteurs américains, la premiére
cause de pertes hivernales de colonies (vanEngelsdorp et al. 2008). De méme, 'age de la reine a
I'entrée de I'hiver est un paramétre prédictif de la survie hivernale de la colonie (Genersch et al.
2010). Enfin, une anomalie affectant la reine semble augmenter le risque de mourir pour une
colonie transhumée (vanEngelsdorp et al. 2013b). De nombreuses causes, suspectées ou
démontrées, peuvent nuire a la bonne qualité de la reine, parmi lesquelles :

e les pesticides, par exemple le coumaphos (Pettis et al. 2004), peuvent induire une baisse
de la fertilité des males (Burley et al. 2008) ;

e certains agents infectieux ; par exemple Nosema ceranae affecte la physiologie des reines
(Alaux et al. 2011b) et des virus sont responsables de dégénérescence ovarienne
(Gauthier et al. 2011) ;

e ou, enfin, une mauvaise insémination (Richard et al. 2007).

Ces troubles, s’ils sont responsables de la mort de la reine, peuvent aboutir au collapsus de la
colonie. Lorsqu’ils n'ont pour effet « qu’'une mauvaise reine », ils augmentent la sensibilité de la
colonie aux autres facteurs de stress. Les pratiques apicoles bien maitrisées peuvent compenser,
dans certains cas, ces altérations.

3.2 Présentation et analyse de données sur des expositions a des
facteurs biologiques et chimiques en France (aspects
monofactoriels)

3.2.1 Objectifs de I'examen des données d’exposition disponibles

Pour apprécier la situation d'exposition sur le terrain en France, le groupe de travail a disposé de
données d’observation provenant de laboratoires d’analyse publics, d’études cofinancées par des
fonds publics francgais ou européens, ou d'initiatives privées de réseaux professionnels.

Les données recensées et examinées ici ont été générées dans des contextes et pour des
objectifs différents, en France, entre 2006 et 2013 (Tableau 7). Les neuf jeux de données et leur
utilisation seront présentés brievement ci-dessous. lls comprennent des résultats d’analyses
microbiologiques et chimiques sur différentes matrices (abeilles adultes, larves, pollen, miel, pain
d’abeilles). Certains d’entre eux comprennent également des variables d'état des colonies (force
des colonies, troubles, mortalité).
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Tableau 7 : Présentation des jeux de données analysés

Nom ou Titre Objectif affiché par le maitre Tvoe Catéaorie d'étude Nombre de Période/aire Mesure des AIP Mesure des résidus | Mesure des co- Z?;?a T:ZT:
acronyme d'ceuvre yp 9 ruchers géographique chimiques occurrences ruche
Etude multicentrique de la Oui en 2009
. a 2008 et 2009, 4 systématique Oui en 2008 et 2009
présence de dangers prélévements par quantitatif quantitatif (méthode Oui en 2008 et
Oniris Abeille sentinelle | chimiques et biologiques dans |  Analytique Transversale répétée 18 ruchers . - Oui
e an (Ouest de la (méthode appliquée par un seul 2009
différents contextes de —_— .
France) appliquée par un laboratoire)
paysage )
seul laboratoire)
Volet frangais de I'étude Oui mai
. . ) ui mais
. . multicentrique européenne de 2012 et 2013 .
Epilobee Mortalité des . . s ) recherche d'AIP en .
. prévalence des troubles et Analytique Transversale répétée | 391 ruchers (6 départements . Non Non Oui
France abeilles o . . fonction des
mortalités des abeilles frangais) symptomes
(Résabeilles) ymp
Al'origine, Cohorte Oui, mais non-
Plan de Suivi temporel de ruchers De conception (exposéi /no’n-exposés) systématique et Oui. mais non-
Cruiser surveillance post- exposés a des surfaces Analvtiaue. au mais fort biais de 56 ruchers 3 années 2008- Oui mais non plusieurs laboratoires s st;émati Ue et Oui, mais non-
homologation Mais | cultivées avec des semences final)lll)gscrli iif | recrutement. Utilisable 2010 (6 régions) systématique impliqués sans ngn-stan dgr disé standardisés
Cruiser TM de mais enrobées Cruiser P comme étuae de cas harmonisation inter-
laboratoires
Suivis temporels Observation d'éventuels effets Printemps 2011 (2 Oui. mais non- Oui pour les
BNEVP emp adverses liés aux résidus de Descriptif Etude de cas 5 ruchers départements Sud- PR Oui M Oui
de résidus L systématique résidus
pesticides Ouest)
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Itsan/CETI Suivi temporel de Lien entre les facteurs de Printemps 2012 et Oui mais non- Oui pour les
p ruchers en cultures stress (résidus, agents Descriptif Etude de cas 4 ruchers 2013 (région o Oui e Oui
oM o . . . systématique résidus
oléagineuses infectieux) et etat des colonies Centre)
Hiver 2012 (1 cas) | Oui systématique sO:tlé m:{f :g”e't
Analyses sur des Détection d'agents Printemps et Eté quantitatif Iusyi/eurs Iab(lratoires Symptémes
ADARA | ruchers atteints de biologiques et chimiques Descriptif Etude de cas 13 ruchers 2013 (12 cas) (méthode P imoliqués sans Oui pour les AIP non-
troubles en saison associés aux troubles (région Rhéne- appliquée par un pliques sai standardisés
. harmonisation inter-
Alpes) seul laboratoire) X
laboratoires
M?ﬁgé;e Réseau annuel de | Cause des troubles en vue Symotomes
surveillance des d'actions régaliennes - Année 2013 Oui mais non Oui mais non- ymp
de C ) Descriptif Etude de cas 36 ruchers ) o o Non non-
"Aaricultur troubles des (maladies réglementées, (national) systématique systématique standardisés
g e abeilles intoxications massives)
Bilan des résultats Information sur
d'analyse des . le type de .
LNR échantillons | Resul.t ats obtg nuS parun dangers ND - pas de 482 + 253 2011-2013 Oui mais non Oui mais non-
. ; aboratoire de diagnosticetde | ., "> commémoratifs dans la rapports ) P o Non Non
Sophia soumis au LNR s . détectés dans R (national) systématique systematique
(Anses de Sophia- référence national différentes base d'essais
Antipolis) matrices
Information sur
Bilan des résultats . le type de . ' Oui mais
d'analyse des Resultat§ obtengs par un dangers ND - pas de 658 rapports 2006 .2012 recherche d'AIP en
LDA39 . ! laboratoire de diagnostic o commeémoratifs dans la s (plusieurs . Non Non Non
échantillons . détectés dans d'essais . fonction des
. départemental o base départements) R
soumis au LDA39 différentes symptomes
matrices
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Le traitement statistique pour les besoins de la saisine a été effectué par des scientifiques de
'Anses, en collaboration avec plusieurs membres du groupe de travail. Les statistiques
descriptives (moyennes, quartiles, étendues) sont utilisées pour décrire les jeux de données et ont,
pour la plupart, une valeur d’'observation simple, non extrapolable a 'ensemble du territoire ou ils
ont été obtenus. Les résultats des tests d’association statistique sont valables a lintérieur de
chaque jeu de données.

Le bilan de ces observations permet d’établir des listes d’agents infectieux et parasitaires (« AIP »)
et de substances chimiques (« résidus »), qui ont été détectés dans les matrices apicoles en
France entre 2006 et 2013. Certaines méthodes utilisées étaient qualitatives (présence/absence),
d’autres quantitatives. Les listes de dangers, puis les informations quantitatives (c'est-a-dire de
charge infectieuse ou de dose de résidus) seront examinées successivement. Dans le chapitre 4.2
seront présentées et discutées les observations conjointes de dangers dans un méme rucher (co-
exposition) et leur cooccurrence avec des symptomes ou variables subcliniques.

Le présent état des lieux vise a tirer les enseignements de ces hombreuses observations en vue
d’améliorer :

le diagnostic de troubles de la santé des abeilles ;

la connaissance des cooccurrences ;

la surveillance de problemes émergents ;

I'évaluation ex-post des produits vétérinaires et phytosanitaires ;

les dispositifs observationnels pour la recherche sur les troubles des abeilles.

3.2.2 Présentation synthétique des neuf jeux de données examinés et des
informations apportées par chacun pour les besoins de la saisine

3.2.2.1 Oniris : étude multicentrique des résidus et agents infectieux et parasitaires
(AIP) sur 18 ruchers du Grand-Ouest (2008 — 2009)

Cette étude multicentrique sur 18 ruchers a été congue pour évaluer I'utilité de I'Abeille domestique
comme témoin de contamination de I'environnement par des dangers chimiques. Elle compare
différents contextes paysagers de la région Pays de la Loire. Il s’agit de paysages bocagers, de
grandes cultures ou de zone urbaine, ainsi que de deux ruchers insulaires. Les ruchers ont été
suivis deux années de suite, 4 fois dans la saison apicole. Les résultats concernant les résidus de
pesticides ont été publiés (Lambert et al. 2013). lls seront rappelés dans le paragraphe 3.3 de
discussion sur les substances détectées. La deuxieme année (2009), des analyses
microbiologiques systématiques et quantitatives (QPCR) ont aussi été effectuées aux quatre
périodes de prélevement.

Aucun de ces ruchers n’a présenté de symptdmes de maladie ou de mortalité en saison, il s’agit
donc d’un échantillon de ruchers asymptomatiques. Le taux de survie hivernale des colonies a été
étudié en relation avec les charges infectieuses par Mouret et al. (2013). Les résultats en seront
rappelés avec ceux des interactions dans le paragraphe 4.2.3.

Au-dela des prévalences de dangers chimiques et microbiologiques, il a été possible, a la
demande du groupe de travail, de calculer dans ce jeu de données les cooccurrences de dangers
dans un méme rucher.

Certaines variables d’état ont été relevées a chaque visite, le lien a également été estimé entre les
variables d’état et la détection de tel ou tel danger (chimique ou microbiologique).

On peut noter par ailleurs que les caractéristiques des paysages des zones de butinage sont
connues (analyses paysagéres par Systéme d’Information Géographique), ainsi que la famille
botanique des pollens ramenés a la ruche a chaque période (analyses palynologiques) (Piroux et
al. 2014). Des enquétes de terrain ont également été faites sur les traitements effectués par les
usagers (agriculteurs, collectivités, entreprises, particuliers). Ces informations complémentaires
seront utilisées pour la discussion générale (paragraphe 4.3).
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3.2.2.2 Epilobee France (Résabeilles 2012 et 2013) épidémiosurveillance des cas
de mortalité sur 391 ruchers

Cette étude a été motivée par le fait que 'ampleur réelle des pertes de colonies en Europe était
inconnue. Epilobee est une enquéte épidémiologique de prévalence (dénombrement de cas) de
mortalités de colonies. Elle est coordonnée a I'échelle européenne par I'Anses, avec des
protocoles standardisés. Les premiers résultats ont été disponibles en avril 2014 (Chauzat et al.
2014). Le volet frangais de cette étude porte sur 391 ruchers tirés au sort dans six départements.
En cas de mortalité ou de cas cliniques (par exemple de symptdmes caractéristiques de loque),
des analyses microbiologiques ont été réalisées, mais le type de danger recherché dépendait des
symptdbmes associés, dans une démarche de confirmation d’une suspicion clinique par des
analyses de laboratoire. Il n’est donc pas possible de calculer des prévalences d’AIP dans cette
population de ruchers. L’étude est représentative pour ce qui est de la prévalence des cas de
mortalité et de maladie cliniquement exprimée, mais aucune association statistique ne peut étre
calculée entre la présence de tel ou tel danger microbiologique et la survenue des troubles, car il
n’y a pas d’analyses dans les ruchers non affectés, par comparaison.

Dans cette enquéte, les dangers chimiques n’ont pas été recherchés.

L'information apportée par cette étude au présent état des lieux est de savoir quels dangers
microbiologiques ont été détectés en cas de mortalité ou maladie, et a quelle charge infectieuse
(pour les méthodes quantitatives).

3.2.2.3 Mais Cruiser - Plan de surveillance post-homologation 2008-2010

L’autorisation de mise sur le marché du Cruiser (semences enrobées avec comme substance
active l'insecticide néonicotinoide thiaméthoxam) en 2008 a été assortie d’'un plan de surveillance
d’éventuels effets adverses en conditions de terrain mis en place par la direction générale de
I'alimentation (DGAL). Les semences utilisées a cette époque étaient celles commercialisées dans
les usages pour lesquels les produits d’enrobage étaient autorisés. Dans la plupart des cas,
'enrobage comprenait également les fongicides fludioxonil et matalaxyl M (mefenoxam), ainsi que
des substances adjuvantes de co-formulation. Les enrobages sont réalisés par des entreprises
semenciéres et non le fabricant du produit. Une étude de suivi a donc été mise en place,
s’apparentant dans sa conception a une étude épidémiologique explicative de type exposé/non-
exposé (cohorte). La variable d’exposition initialement considérée était la présence ou I'absence
de surface cultivée en mais Cruiser dans un rayon de 1 km autour du rucher, dans un paysage
déja cultivé en mais. Deux a trois ruchers « exposés » et deux a trois ruchers « non-exposeés » par
an ont été suivis dans 6 régions différentes. L'étude a duré 3 ans, 6 des 49 ruchers suivis 'ont été
deux années consécutives, mais pas forcément sur les mémes colonies.

De forts biais de recrutement ont affecté la mise en place de cette étude. De nombreux ruchers
non exposés de I'étude présentaient en fait du mais Cruiser dans la zone rapprochée de butinage
(information sur les surfaces en mais cultivées dans les 3 km, les autres cultures et autres
traitements appliqués dans la zone de butinage rapprochée n’était pas disponible pour le présent
travail). Durant ces années, le mais enrobé Cruiser était le seul produit autorisé comportant du
thiaméthoxam. La clothianidine, principal métabolite du thiaméthoxam, a également été
commercialisée par le passé en tant que substance active, mais n’avait pas d’autorisation pendant
les années de I'étude.

Comme les catégories « avec » ou « sans » Cruiser dans la zone des 1 km n’étaient plus valables,
de nouvelles variables d’exposition ont été calculées a partir de la surface cultivée en mais Cruiser
et la surface totale cultivée en mais dans la zone de butinage rapprochée.

Le thiaméthoxam et la clothianidine, ainsi que I'acétamipride et le thiaclopride ont été recherchés
dans plusieurs matrices apicoles, principalement au cours de la période de floraison du mais.
Cependant, il est apparu que la contamination des matrices apicoles (en fréquence et en teneur)
par le thiaméthoxam et la clothianidine a été assez semblable entre les zones de différente densité
en mais Cruiser. Ce biais ne permet pas la différenciation effective des situations de terrain pour
une étude basée sur la comparaison.
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Il n'y a pas d’analyses palynologiques qui permettraient de savoir quelles ressources ont été
réellement butinées par les abeilles de ces ruchers.

Certains AIP (virus, bactéries, microsporidies, Varroa) ont été recherchés, mais de nombreuses
données sont manquantes.

Des symptdmes ont été relevés ainsi que certains paramétres d’'état des colonies.

Au vu des insuffisances du protocole, ces données seront utilisées comme autant d’études de cas
ou des co-expositions ont pu étre observées, en lien avec certaines variables d’état des colonies.

3.2.2.4 BNEVP - Suivi temporel de résidus dans cinq ruchers (printemps 2011)

Suite a des cas de pertes de colonies au printemps 2008, la Brigade Nationale d’Enquétes
Vétérinaires et Phytosanitaires (BNEVP) a effectué des prélevements en 2009 et 2010, sur
quelques ruchers ayant été affectés en 2008, en vue d’identifier un éventuel facteur causal
commun (i.e. qui serait présent a I'analyse lors de prélévements en avril-mai). Ces ruchers n’ont
pas présenté de troubles en 2009 et 2010. Au printemps 2011 (mars a mi-mai), ces ruchers ont
alors fait I'objet d’un suivi hebdomadaire avec évaluation de I'état des colonies, recherche de 63
résidus et recherche de certains AIP, parmi lesquels seule la présence du virus SBV et la
guantification des spores de Nosema spp. ont pu étre utilisées pour I'étude statistique.

Bien que les données soient peu nombreuses, il a été possible d'observer des co-expositions a
plusieurs substances dans les pollens de trappe et le pain d'abeilles. Il y a trop de données
manquantes et les données fournies sont trop disparates pour quantifier le lien entre présence de
résidus et variables d'état des colonies (taux de remplissage de cadres).

3.2.2.5 ITSAP/CETIOM® Suivi temporel des résidus dans 4 ruchers dans un
contexte de cultures oléagineuses (avril - mai 2012 et mai - juin 2013)

Le printemps est considéré comme une période a risques toxiques particulierement élevés en
zone de cultures oléagineuses (colza, tournesol). Ce suivi a consisté en 2 a 3 visites en I'espace
de 15 jours, durant la floraison. |l avait pour objectif de mesurer I'exposition conjointe a
33 substances d’usage agricole sur ce type de culture, dont 3 substances néonicotinoides, dans
des conditions de terrain. Des virus, microsporidies et bactéries (de loques) ont été recherchés sur
des abeilles symptomatiques et des abeilles mortes, mais il y a de nombreuses données
manquantes. L’infestation par Varroa n’a pas été étudiée. Parmi les acaricides utilisés dans la lutte
contre Varroa, seul le tau-fluvalinate a été recherché, en raison de son utilisation en agriculture.

Le poids des ruches a été relevé et le gain de poids calculé sur 15 jours, ainsi que le taux de perte
de colonies et la présence éventuelle de symptdmes.

Ici encore, il ne s’agit que d’études de cas (ces ruchers n’ont pas été choisis pour étre
représentatifs des ruchers de la région).

Ces données ont contribué a la liste des AIP et résidus détectés sur des matrices apicoles.

Dans ces quatre ruchers, 13 colonies présentaient des troubles et 19 n’en présentaient pas.
L’association entre troubles, mortalité et gain de poids dans les colonies a été examinée, ainsi que
'association entre troubles et détection des 33 résidus (pris un par un).

3.2.2.6 ADARA* : Etude des dangers biologiques et chimiques sur 12 ruchers
présentant des troubles en saison, en 2013, en région Rhéne-Alpes

Cette étude d'initiative professionnelle a été mise en place comme un approfondissement du
réseau national d’épidémiosurveillance des troubles des abeilles (cf. paragraphe 3.2.1.7). Les
douze ruchers signalés en Rhoéne-Alpes a cause de la survenue de troubles ont fait I'objet
d’examens approfondis, d'une recherche systématique d’AIP avec une méthode -calibrée
(« standardisée » au niveau de cette étude) et quantitative (8 virus + Nosema apis et N. ceranae)

et de recherches de résidus par trois laboratoires différents. Les loques n’ont pas été recherchées.

33 CETIOM : Centre technique interprofessionnel des oléagineux, des protéagineux et du chanvre
% ADARA : Association pour le développement de I'apiculture en Rhone-Alpes
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Ce jeu de données peut donc contribuer a la liste des AIP et des résidus détectés, avec une bonne
fiabilité et comparabilité des charges infectieuses. La méthode analytique (gPCR) et les prises
d’essai sont les mémes que pour I'étude Oniris, qui a été faite dans une autre région et sur des
ruchers sans troubles. Par contre pour les résidus, le nombre de substances et les quantités ne
sont pas comparables d’un rucher a l'autre, car réalisés par des laboratoires différents.

Les cooccurrences entre dangers ont pu étre décrites, mais n’ont pu étre quantifiées que pour les
AIP entre eux.

Les variables d’état et le type de symptdémes renseignés sont assez disparates, mais permettent
une réflexion d’ensemble sur la standardisation des questionnaires pour I'épidémiosurveillance.
Enfin, l'association entre tel ou tel type de trouble et la présence de dangers biologiques a été
recherchée.

3.2.2.7 DGAL : Réseau annuel de surveillance des troubles des abeilles 36
ruchers en 2013

La DGAL conduit depuis 2011 une épidémiosurveillance passive, par remontée de déclarations
volontaires, des troubles des abeilles. Il s’agit des cas cliniques de maladies infectieuses
réglementées (loque américaine, nosémose a Nosema apis, arthropodes exotiques) et les
« mortalités importantes en saison » (par exemple les intoxications massives).

La not