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Résumé

Le Comité scientifique a évalué le risque que des bourdons d’élevage contaminés par des
spores et/ou des cellules végétatives de la loque américaine (Paenibacillus larvae)
provoquent une apparition clinique de cette maladie chez les abeilles domestiques.

Le Comité scientifique conclut que ce risque est faible, étant donné qu’il n’a jamais été
démontré jusqu’ici que les bourdons pouvaient étre porteurs de cette maladie. De plus, la
probabilité que les abeilles domestiques soient contaminées par la loque américaine via les
bourdons d’élevage est beaucoup plus faible par rapport a la probabilité qu’elles le soient
suite a un contact direct ou indirect avec d’autres abeilles, vu que la maladie est largement
répandue. Les bonnes pratiques d’élevage de bourdons exigent néanmoins que toutes les
mesures nécessaires soient prises afin de limiter au minimum le risque de contamination par
des spores et/ou des cellules végétatives de la loque américaine (ex. : respect de régles de
biosécurité).

Summary

Advice 12-2012 of the Scientific Committee of the FASFC on the assessment of the risk
that reared bumblebees contaminated with spores and/or vegetative cells of American
foulbrood (Paenibacillus larvae) induce a clinical outbreak of this disease in
honeybees.

The Scientific Committee has assessed the risk that reared bumblebees contaminated with
spores and/or vegetative cells of American foulbrood (Paenibacillus larvae) induce a clinical
outbreak of this disease in honeybees.

The Scientific Committee concludes that this risk is low, since it has never been shown so far
that bumblebees could be carriers of this disease. Moreover, the probability that honeybees
become contaminated with American foulbrood by reared bumblebees is much lower
compared to the probability that they become infected following a direct or indirect contact
with other bees, as the disease is widespread. Good bumblebees rearing practices do require
however that all necessary measures are taken to minimize the risk of contamination by
spores and/or vegetative cells of American foulbrood (e.g. : compliance with biosecurity
rules).
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1. Termes de référence

1.1. Objectif

Ce dossier a pour objectif d’évaluer le risque que des bourdons d’élevage contaminés par
des spores et/ou des cellules végétatives de la loque américaine (Paenibacillus larvae)
provoquent une apparition clinique de cette maladie chez les abeilles domestiques.

1.2. Contexte législatif

Arrété royal du 25 avril 1988 désignant les maladies des animaux soumises a l'application du
chapitre 11l de la loi du 24 mars 1987 relative a la santé des animaux.

Arrété royal du 23 mai 2000 portant des dispositions particulieres concernant l'acquisition, la
détention d'un dépbdt, la prescription, la fourniture et I'administration de médicaments destinés
aux animaux par le médecin vétérinaire et concernant la détention et I'administration de
médicaments destinés aux animaux par le responsable des animaux.

Arrété royal du 14 novembre 2003 relatif & I'autocontréle, a la notification obligatoire et a la
tracabilité dans la chaine alimentaire.

Arrété royal du 14 décembre 2006 relatif aux médicaments a usage humain et vétérinaire.
Arrété royal du 7 mars 2007 relatif a la lutte contre les maladies contagieuses des abeilles.

Arrété ministériel du 31 aolt 1993 définissant les conditions de police sanitaire régissant les
échanges et les importations d’animaux, de sperme, d’ovules et d’'embryons non soumis en
ce qui concerne les conditions de police sanitaire aux réglementations communautaires
spécifiques visées a l'annexe Il, A, de l'arrété royal du 31 décembre 1992 relatif aux contrdles
vétérinaires et zootechniques applicables aux échanges intracommunautaires de certains
animaux vivants et produits.

Réglement (CE) n° 1430/94 de la Commission du 22 juin 1994 modifiant les annexes |, II, Il
et IV du réglement (CEE) n° 2377/90 du Conseil établissant une procédure communautaire
pour la fixation des limites maximales de résidus de médicaments vétérinaires dans les
aliments d'origine animale.

Directive 82/894/CEE du Conseil du 21 décembre 1982 concernant la notification des
maladies des animaux dans la Communauté.

Directive 92/65/CEE du Conseil du 13 juillet 1992 définissant les conditions de police
sanitaire régissant les échanges et les importations dans la Communauté d'animaux, de
spermes, d'ovules et d'embryons non soumis, en ce qui concerne les conditions de police
sanitaire, aux réglementations communautaires spécifiques visées a lI'annexe A section | de
la directive 90/425/CEE.

Vu les discussions durant les réunions de groupe de travail des 5 juillet 2011, 24 ao(t 2011 et
11 octobre 2011, et les séances pléniéres des 14 octobre 2011 et 20 avril 2012,

le Comité scientifique émet I’avis suivant :

2. Introduction

Le présent dossier fait suite a la détection de spores de la loque américaine (Paenibacillus
larvae) dans une entreprise produisant des bourdons dans le but de commercialiser ceux-ci
comme insectes auxiliaires de pollinisation des cultures (ex. : tomates, aubergines et poivrons



sous serre). En effet, dans le cadre de son autocontrble, cette entreprise préléve toutes les
trois semaines des échantillons de couvain afin de détecter d’éventuels agents pathogénes.
Une de ces analyses de laboratoire a révélé en mai 2011 la présence de spores de la loque
américaine (LA) dans du couvain de I'espéce Bombus terrestris. Cependant, aucun signe
clinigue de la LA n’a été observé au sein de I'entreprise. De plus, des échantillonnages
poussés et des analyses bactériologiques n’ont pas pu mettre en évidence une contamination
par P. larvae. Il semblerait dés lors a priori qu'il s’agisse d’'une contamination due au fait que
les bourdons sont nourris avec du pollen pouvant étre contaminé avec des spores de la LA.
Suite a cette détection, I'entreprise en question a décidé de stériliser le pollen utilisé pour
lalimentation des bourdons a l'aide de rayons gamma. Les échantillons prélevés
ultérieurement se sont tous révélés négatifs.

En ce qui concerne les résultats belges des analyses pour la détection de spores de la LA
chez les abeilles domestiques et les bourdons d’élevage, le tableau 1 montre qu’il 'y a eu
gue 4 échantillons positifs (sur un total de 1.123 échantillons analysés, soit 0,36 %) en ce qui
concerne les bourdons d’élevage en Belgique au cours de la période 2000-2011. Dans le
méme temps, 77 échantillons se sont révélés positifs (sur un total de 1.929 échantillons
analysés, soit 3,99 %) en ce qui concerne les abeilles domestiques. Le nombre de foyers de
LA s’établit a 22 depuis 'année 2004, allant de 0 & 7 foyers par an, et ces foyers ne
concernent que les abeilles domestiques. Précisons également que la Belgiqgue comptait en
2010 quelques 3.000 apiculteurs d’aprées I'AFSCA, mais environ 7.600, pour un total
approximatif de 112.000 ruches, d’aprés les Régions.

Cependant, il est a noter que le prélevement et I'analyse de ces échantillons avait pour
objectif de certifier 'absence de spores de la LA au niveau d’un lot d’abeilles domestiques ou
de bourdons d’élevage, et non pas de réaliser un monitoring visant a détecter la présence de
la maladie sur le territoire belge. L'interprétation des résultats, d’'un point de vue
épidémiologique, est des lors délicate.

Tableau 1 : Apergu du nombre d’échantillons analysés pour la détection de spores de la
loque américaine chez les abeilles domestiques et les bourdons d’élevage, du nombre de ces
échantillons qui se sont révélés positifs et du nombre de foyers de loque américaine chez les
abeilles en Belgiqgue au cours de la période 2000-2011 (données extraites du LIMS du
CODA-CERVA).

Nombre

Nombre d'échantillons analysés Nombre d'échantillons positifs | de foyers

Année Abeilles Bourdons Total | Abeilles Bourdons Total | Abeilles
2000 153 0 153 12° o° 12° -2
2001 226 0 226 15" o° 15° 2
2002 154 0 154 10° o° 10° 2
2003 102 3 105 3 0 3 2
2004 205 9 214 7 1 8 2
2005 148 7 155 7 0 7 7
2006 157 6 163 3 0 3 3
2007 171 9 180 7 0 7 5
2008 141 193 334 5 0 5 1
2009 219 233 452 8 0 8 4
2010 142 198 340 0 0 0 0
2011 111 465 576 0 3 3 0
Total 1.929 1.123 3.052 77 4 81 22

& = donnée non disponible
® = non confirmé par PCR, uniqguement isolement et identification

La présente demande d’avis a dés lors pour objectif d’examiner dans quelle mesure ces
bourdons d’élevage contaminés peuvent étre utilisés dans des exploitations agricoles et




horticoles en Belgique et a I'étranger sans mettre en danger la santé des abeilles
domestiques.

3. Biologie et r6le des bourdons

3.1. Biologie et habitats naturels

Alors que la pollinisation par les abeilles domestiques est bien connue et trés souvent
médiatisée, on connait souvent mal 'importance pollinisatrice des bourdons.

Les bourdons sont pourtant les pollinisateurs les plus performants de nombreuses plantes
telles que le tréfle rouge, la luzerne, et dans certaines régions, le cotonnier, les framboisiers,
les pommiers ou les pruniers (Faegri & van der Pijl, 1979).

S'ils sont si performants, c’est parce qu'ils :
- ontla capacité de voler a des températures relativement basses ;
- possedent une langue plus longue que celle des abeilles domestiques et peuvent
donc polliniser des fleurs a corolle plus profonde ;
- sont trés poilus et sont donc également capables de véhiculer une quantité plus
importante de pollen.

Les bourdons vivent en colonies comptant jusqu’a 300 individus (incluant reine, ouvriéres et
males). Ce sont des insectes holométaboles, c’est-a-dire qu’ils passent successivement par 4
stades distincts durant leur développement (ceuf, larve, nymphe et adulte).

Bien qu’ils vivent en colonies, les bourdons sont classés parmi les insectes eusociaux
primitifs en raison de I'existence d’'une période solitaire de la reine (Michener, 2007). Dans les
zones tempérées du globe, ils possédent en outre un cycle de vie annuel.

A la fin de I'été, une reine vierge est fécondée par un male (Alford, 1975). Celle-ci cherche
alors une cavité pour sa diapause hivernale (= hibernation) qui dure de 6 & 9 mois, selon les
températures printanieres. Les membres des autres castes (anciennes reines, ouvriéres,
males) meurent avant 'hiver.

Au printemps, la reine émerge et part a la recherche d’'un site pour y fonder son nid (souvent
un ancien abri de micromammifére), et dés lors sa propre colonie (Alford, 1969). Elle se
nourrit alors de nectar et de pollen nécessaires au développement de ses ovaires (Heinrich,
1979). Le site trouvé, elle pond et couve ses ceufs tout en se nourrissant de nectar collecté et
stocké dans un « pot a miel » préalablement confectionné a partir de cire.

Le nombre d’ceufs pondus par cellule est variable selon I'espéce considérée. lls évoluent vers
le stade ‘larves’, puis vers le stade ‘nymphes’. Celles-ci sont alors séparées dans des cocons
individualisés. Enfin, le stade ‘adultes’ est atteint (Heinrich, 1979).

La reine utilise sa thermorégulation pour maintenir une température adéquate a la survie et
au développement de sa descendance. Lorsque les premiéres ouvrieres émergent des
cocons, la reine ne fait plus que pondre et les ouvrieres effectuent 'ensemble des autres
taches de la colonie (collecte de pollen et de nectar, etc.) indispensables au maintien de
lintégrité du nid.

Lorsque la reine n’a plus de spermatozoide dans sa spermathéque, elle pond des ceufs non
fécondés qui donnent uniguement des méales (parthénogenése arrhénotoque).

Contrairement aux abeilles domestiques, pour lesquelles la production de reines est
intimement liée a la production de « gelée royale », chez les bourdons c’est la sécrétion d’'une
phéromone contraceptive par la reine et la quantité de nourriture fournie par individu qui sont
déterminantes.



En effet, au début de la colonie, une phéromone contraceptive libérée par la reine inhibe la
ponte des ouvrieres. Avec 'augmentation de la taille de la colonie, son effet s’avere plus
diffus et les structures sexuelles des nouvelles venues sont susceptibles de se développer. A
ce stade, les ouvrieres sont nombreuses et le ratio nombre d’ouvriéres/ceufs est élevé. La
nouvelle progéniture recoit donc une quantité de nourriture abondante et suffisante a
l'accroissement de leur taille et au développement de leurs structures reproductrices. De
nouvelles reines fertiles sont donc produites. Elles quitteront finalement le nid et
s’accoupleront avec des males avant de boucler le cycle.

3.2. Caractéristiques de I'élevage des bourdons

Ce fut un défi scientifique d'élever des bourdons dans un confinement total, indépendamment
de leur cycle de vie saisonnier, tout en étant capable de produire au besoin des espéces
expérimentales. Les progres accomplis ont mené les entrepreneurs a élever des bourdons a
des fins commerciales. Les colts élevés du travail et le faible taux de réussite de I'élevage
ont orienté le secteur privé vers les cultures a haute valeur ajoutée, par ex. celles pour la
production de semences hybrides, surtout si elles nécessitaient une pollinisation a la main
(Velthuis & van Doorn, 2006). Les affaires se sont développées de facon continue depuis
gu’un vétérinaire belge a, en 1985, commencé I'élevage de bourdons pour des applications
commerciales.

3.2.1. Choix des espéces

Différentes espéces de bourdons sont utilisées, tout en répondant a différents critéres :

0] I'espéce doit avoir une large aire de répartition naturelle,

(ii) I'espéce doit reproduire de grandes colonies,

(iii) l'espece est de préférence une pollinisatrice globale, capable de polliniser de
maniére vibratile, c’est-a-dire par sonication, (par ex. pour polliniser des tomates)
et

(iv) I'espéece doit avoir un taux de réussite élevé pour I'élevage en milieu confiné.

En méme temps que le marché était en expansion, le nombre d'espéces élevées s'est accru,
ce qui a permis d'offrir des espéces de bourdons indigénes pour la pollinisation dans
différents continents (voir tableau 2). Le comportement de nourrissage des larves des
bourdons est un critére important pour I'élevage. Les stockeurs de pollen (pollen-storers), un
groupe de bourdons qui stockent le pollen dans des pots en cire, alimentent les larves de
fagon continue par régurgitation, et ils acceptent facilement le pollen distribué en captivité.
Ceci contrairement aux 'pocket-makers', qui déposent un stock de pollen au sommet de la
cellule du couvain a partir duquel les larves s'alimentent.



Tableau 2 : (Sous-)Espéces de bourdons élevées commercialement pour la pollinisation

(Velthuis & van Doorn, 2006).

N colonies en

N ouvriéres /

Espece Origine Utilisée en 2004 colonie
Sous-genre Bombus
Europe, Afrique du E,‘ﬁ‘ée;ggqxigu
B. terrestris L. Nord, Asie ! e 900.000 200-400
. australe, Amérique
occidentale
du Sud
B. t. canariensis Pérez lles Canaries lles Canaries 30.000 150-300
B. lucorum L. Europe, Asie Asie orientale 4.000 50-150
B. ignitus Smith Asie orientale Asie orientale 3.500 100-200
B. occidentalis Greene Amerlq'ue du Nord Amerlq.ue du Nord 1.000 200-400
occidentale occidentale
Sous-genre Pyrobombus
B. impatiens Cresson Amérique du Nord Amérique du Nord 55.000 300-500

orientale

3.2.2. Hibernation

Le comportement naturel d’hibernation (cf. point 3.1.) peut étre simulé en captivité, les reines
fécondées sont autorisées a s'enterrer dans un tas de terre (ou un autre substrat) dans la
cage de fécondation. Ces reines sont déterrées et conservées dans un conteneur individuel
ou collectif a 1 a 5°C (a nouveau, on peut utiliser différents substrats comme de la terre, du
papier humide, de la tourbe humide) (Velthuis & van Doorn, 2006). Si des milieux
d'hibernation stérilisés sont utilisés, I'occurrence des infections fongiques diminue, ce qui se
traduit par un meilleur taux de survie a I'hibernation (Macfarlane et al., 1995).

3.2.3. Initiation de la colonie

L'hibernation peut étre interrompue ou empéchée par un traitement au CO,. Aprés avoir subi
la narcose (= sommeil provoqué artificiellement), les jeunes reines entrent en activité et sont
prétes a fonder une colonie (Roéseler, 1985; Velthuis & van Doorn, 2006). On augmente a la
fois la température ambiante et l'intensité lumineuse. Une température de 28-30°C et une
humidité relative de plus de 50 % doivent étre maintenues. L'initiation de la colonie peut étre
accomplie en placant deux reines ensemble. Quoique l'agressivité qui en résulte entraine
souvent la mort de l'une des deux reines, ce qui nuit a l'efficacité de I'élevage. D'autres
méthodes ajoutent des ouvriéres de méme espéce, des cocons ou méme des abeilles
ouvriéres, mais la stimulation artificielle comme les cocons en plastique ont aussi prouvé leur
succeés (Jie et al., 2005; Velthuis & van Doorn, 2006).

3.2.4. Fécondation

Pour obtenir des reines fécondées, des méles et des reines d'ages adaptés sont placés dans
des cages de fécondation de 40x40x60 cm ou un peu plus grandes. L'accouplement se
produit essentiellement au cours des heures matinales, la lumiére du soleil ou une forte
illumination favorise le succés. La plupart des reines européennes ne s'accouplent qu'une
seule fois, par contre des accouplements multiples ont été rapportés chez les especes nord-
ameéricaines. D'autre part, les males peuvent copuler plusieurs fois (Velthuis & van Doorn,
2006).



3.2.5. Nourrissement

En tant que source d'énergie et de carbone, on utilise un sirop sucré, alors que du pollen
butiné par des abeilles est distribué comme source d'azote. Un essai comparatif sur la qualité
du pollen pour les bourdons a révélé que le succes de I'élevage est meilleur avec du pollen a
forte teneur en protéines. La cause de la moindre réussite de I'élevage pourrait toutefois
aussi étre attribuée a une carence en composants tels qu'une vitamine ou un acide aminé
essentiels (Velthuis & van Doorn, 2006).

4. Laloque américaine
4.1. La maladie

La loque américaine (LA) est une maladie des larves de I'abeille (Apis mellifera), provoquée
par la bactérie sporulante Gram positive Paenibacillus larvae (Genersch et al., 2006),
anciennement appelée Bacillus larvae. Le nom ‘vuilbroed' (= 'loque’, en néerlandais) fait
référence aux symptomes cliniques de la LA en cas de forte contamination de la colonie, a
savoir la transformation du couvain en une masse pourrie et sale (‘'vuilbroed' = littéralement :
‘couvain sale'). Pour cette raison aussi, la maladie est parfois appelée 'Amerikaans broedrot'
en néerlandais (‘broedrot' = littéralement : ‘couvain pourri’). Il existe aussi une maladie que
I'on appelle la loque européenne, mais elle est quelque peu différente, que ce soit au niveau
de l'agent infectieux (Melissococcus plutonius), de I'évolution de la maladie ou du tableau
clinique. La LA se caractérise par des restes de larves qui sont brun clair, glaireux voire
collants, ce qu'on peut observer en enfongant un coton-tige ou une spatule en bois (ou
encore une allumette) a travers les restes de larves : en retirant I'objet, la masse que I'on en
retire s'effiloche. Cette technique est aussi connue dans les milieux apicoles et se décrit
généralement comme le 'test de I'allumette’. La maladie ne se présente toutefois pas toujours
de cette fagon-la. Souvent, la larve meurt & un stade précoce et le cadavre est rapidement
enlevé par les ouvrieres. Lors du développement ultérieur du couvain, seules les alvéoles
contenant des larves sont scellées par un couvercle en cire et hous obtenons une formation
en mosaique ou alternent des alvéoles vides et des alvéoles scellées. Ce tableau clinique se
présente toutefois aussi pour d'autres maladies du couvain. Ce qui est caractéristique, mais
plutdt rare, c'est la situation ou l'abeille ne meurt qu'au stade de nymphe et que les structures
dures de la langue pupale émergent des restes pourris (Genersch, 2010).

P. larvae est une bactérie sporulante, et ces stades sporulés sont particulierement résistants.
lls peuvent supporter pour une courte durée des températures jusqu’a 100°C (Hansen &
Brodsgaard, 1999). De plus, les spores sont viables pendant de nombreuses décennies ; il a
méme été décrit que des restes de larves de colonies malades peuvent encore provoquer la
maladie aprés 35 ans (Haseman, 1961). Et, étant donné qu'une seule larve morte peut
contenir jusqua 25 x 10° spores, une ruche atteinte de la LA constitue une source de
contamination importante pour les ruches voisines. La maladie se transmet dailleurs
exclusivement via ce stade sporulé. Cela vient du fait que les cellules végétatives de P.
larvae sont particulierement sensibles a la gelée royale, la sécrétion des glandes
hypopharyngées dont sont nourries les jeunes larves (Hornitzky, 1998). Les stades ‘cellules
divisées’ (= cellules végeétatives) qui sont absorbés par voie orale avec la nourriture par les
larves sont le plus souvent déja morts avant d'atteindre l'intestin ; ceci contrairement aux
spores qui sont insensibles a la gelée royale (Hornitzky, 1998). Les larves sont surtout
sensibles a l'infection jusqu'a 36 heures aprés éclosion ; 10 spores (ou moins) sont alors
suffisantes pour provoquer une infection fatale (Genersch, 2010). Dés qu'elles ont atteint 48
heures, les larves s'averent de plus en plus résistantes (Hansen & Brodsgaard, 1999). Cela
vient notamment de la formation d'une membrane péritrophe dans le lumen de [lintestin
larvaire, qui protége I'épithélium intestinal contre les attaques microbiennes. En cas de dose
infectieuse élevée ou aprés multiplication du germe dans le lumen intestinal, une situation
apparait ou la barriere intestinale peut étre percée méme a un &ge plus avancé. La
multiplication du germe se fait ensuite aussi dans la cavité abdominale, ce qui est
généralement fatal a la larve. La dégradation du tissu, y compris le tégument, par les
enzymes microbiennes est ce qui donne aux restes de larves cette consistance
caractéristique et ce qui garantit, qu'aprés sporulation, le germe pathogéne peut facilement



se propager a l'intérieur de la colonie et étre absorbé par une nouvelle victime (Genersch,
2010).

Des différences de virulence au sein de I'espéce P. larvae ont été décrites. De plus, elles
s'averent étre en corrélation avec le génotype déterminé sur base d'éléments répétitifs dans
le génome bactérien, a savoir les séquences ‘enterobacterial repetitive intergenic consensus
(ERICY (Genersch et al., 2006). ERIC-I et ERIC-II donnent lieu aux tableaux cliniques décrits
ci-avant, alors qu'ERIC-III et ERIC-IV correspondent a I'ancienne sous-espéce pulvifaciens,
responsable de la ‘powdery scale disease’ (Katznelson, 1950). Cette classification en sous-
espéeces a été a l'origine de nombreuses controverses (de Graaf et al., 2006) et n'est plus
utilisée actuellement. Les génotypes ERIC-IIl et ERIC-IV n'ont plus été isolés récemment et
ne peuvent plus étre retrouvés que dans des collections de cultures. Des infections
expérimentales ont fait apparaitre qu'ERIC-I est moins virulent (au niveau des larves) que les
autres génotypes. Cependant, il existe une corrélation négative entre la virulence au niveau
des larves et celle au niveau de la colonie. En effet, les souches qui tuent rapidement les
larves se dispersent moins rapidement dans une colonie, parce que la mort prématurée de la
larve provoque une disparition plus rapide de la souche hors de la colonie, ce qui empéche
d'atteindre des concentrations en spores dangereusement élevées (Genersch et al., 2006).

Les abeilles adultes ne sont pas sensibles a la LA (Hitchcock et al., 1979; Wilson, 1971;
Riessberger-Galle et al., 2001). On sait peu de choses sur la sensibilité des larves d'autres
espéces d'abeilles ou de bourdons. Ainsi, le Terrestrial Animal Health Code (OIE, 2010)
définit la LA comme une maladie des Apidae, une famille d'insectes a laquelle appartiennent
toutes les espéces d'abeilles et de bourdons. Or, l'origine de cette définition est depuis lors
tombée en désuétude ; le manuel de I'OIE a subi au cours des ans des révisions successives
par des auteurs divers (de Graaf, communication orale). Chez l'abeille africaine, une infection
expérimentale porte sur P. larvae (Danka & Villa, 1994), mais il s'agit seulement d'une sous-
espece de l'abeille européenne (Apis mellifera scutellata). L'absence de rapportage de la LA
en Afrique subsaharienne est peut-étre la conséquence du comportement hygiénique de
cette sous-espece (Fries & Raina, 2003). Le comportement hygiénique se trouverait aussi a
la base de l'absence d'infections de LA dans les colonies de l'abeille asiatique (Apis cerana),
et ce malgré le fait qu'ici aussi la sensibilité a linfection de LA a pu étre prouvée
expérimentalement (Chen et al., 2000). C'est également le seul rapport que nous avons pu
trouver sur une espéce d'abeilles autre qu'Apis mellifera qui soit sensible aux infections de P.
larvae. A notre connaissance, la littérature scientifique ne fait donc état d’aucun cas de
présence de la LA au sein du genre Bombus ou au sein d’'un autre genre de la famille des
Apidae mis & part le genre Apis. Il est considéré que les abeilles et les bourdons hébergent
leurs propres types de pathogénes apparentés. Par exemple, Crithidia bombi et Nosema
bombi infectent les bourdons tout en étant incapables d'infecter les abeilles, alors que
Crithidia melliferum et Nosema apis infectent les abeilles sans pouvoir infecter les bourdons
(Ruiz-Gonzalez & Brown, 2006; Eijnde & Vette, 1993; Fries et al.,, 2001). Toutefois, de
récentes études sur les pathogénes ont permis de constater que les especes d'abeilles
partagent au moins quelques pathogénes, c’est-a-dire certains virus a ARN comme ["acute
bee paralysis virus’ (Bailey & Gibbs, 1964), le ‘Kashmir bee virus’ (Ward et al., 2007; Singh et
al., 2010), le ‘sac brood virus’ (Singh et al., 2010), I"Israeli acute paralysis virus’ (Singh et al.,
2010), le ‘black queen cell virus’ (Singh et al., 2010), et le ‘deformed wing virus’ (Genersch et
al., 2006; Singh et al.,, 2010), mais aussi certains pathogénes bactériens tels que
Spiroplasma apis et Spiroplasma melliferum (Meeus et al., soumis) et le protozoaire Nosema
ceranae (Plischuk et al., 2009). Ces pathogenes ont tous été d'abord détectés chez les
abeilles, et rapportés ultérieurement aussi chez les bourdons. Cette palette de pathogénes
partagés n'est en fait pas surprenante si on considére I'habitat partagé des bourdons et des
abeilles, et les mémes voies de transmission utilisées par leurs pathogénes. Une
transmission horizontale par utilisation partagée d'une fleur a été prouvée comme étant une
voie de transmission réussie pour plusieurs pathogénes des abeilles, a savoir Spiroplasma
(Raju et al., 1981) et Crithidia (Durrer et al., 1994). Une seconde autre voie de transmission
horizontale importante des pathogénes peut aussi étre le fait pour les bourdons de piller les
stocks des abeilles, car ils sont connus pour le faire. En résumé, la transmission
interspécifique est une adaptation réussie pour les pathogénes des abeilles parce que les
infections au sein d’'une autre espéce n'entraine pas une issue fatale, mais entraine la
capacité d'exploiter davantage d'hétes.



La résistance de l'abeille face a la LA a fait I'objet d'études intensives. Bon nombre d'aspects
s'averent jouer un réle, dont :

(i) le comportement des abeilles,

(i) limmunité innée,

(iii) les sécrétions des glandes hypopharyngiennes,

(iv) la flore intestinale et

(v) les éléments environnementaux.
Les colonies d'abeilles qui ont été sélectionnées pour leur comportement hygiénique sur base
d'un test au cours duquel les larves ont été tuées par congélation, ont présenté une
résistance considérablement plus élevée a I'égard de la LA (Spivak & Reuter, 2001). En
Argentine, un véritable programme d'élevage a été élaboré sur base de cette constatation
(Basualdo et al., 2008). Récemment, les étapes successives de ce comportement hygiénique
ont été inventoriées (Gramacho & Goncalves, 2009). L'étude de la base génétique de ce
comportement a regu récemment une nouvelle impulsion par la découverte de ‘quantitative
trait loci’ (Oxley et al., 2010) et de ‘binary trait loci’ (Arechavaleta-Velasco et al., 2011).
Précédemment déja, une variation génétique intra-coloniale de la résistance a I'égard de la
LA a été démontrée, et il est possible que le fait que la reine s'accouple avec plusieurs faux-
bourdons (polyandrie) constitue une adaptation en vue de réduire le risque d'une atteinte
infectieuse catastrophique (Palmer & Oldroyd, 2003; Invernizzi et al., 2009). Au cours de la
derniére décennie, on a également pu démontrer que la résistance a I'égard de la LA en
fonction de I'age est causée non seulement par la formation d'une membrane péritrophique,
mais aussi par une substance que l'on retrouve dans la larve (Crailsheim & Riessberger-
Galle, 2001; Wedenig et al., 2003). Peu apres, Evans a pu démontrer que l'expression du
peptide antimicrobien ‘abaecine’ est fortement régulée 24 h aprés l'inoculation par voie orale
de P. larvae (Evans, 2004). L'abaecine fait partie de I'immunité innée de l'abeille. La maladie
de la colonie s'avére en outre présenter une corrélation négative avec I'expression du géne
de cette abaecine chez les ouvriéres. Et ensuite, il a pu étre démontré que I'expression de ce
géne est modérément héréditaire et que cet 'immune trait' et d'autres peuvent faire partie de
programmes d'élevage destinés a améliorer la santé des abeilles (Decanini et al., 2007). Les
sécrétions des glandes hypopharyngiennes, ce qu'on appelle la gelée royale et qui servent a
nourrir les larves qui viennent d'éclore, peuvent aussi s'avérer contenir des peptides
antimicrobiens actifs contre P. larvae (Bachanova et al., 2002). En outre, des bactéries qui
inhibent la croissance de P. larvae ont été isolées a partir de larves (Evans & Armstrong,
2005). De plus, on a pu démontrer que des bactéries non pathogénes induisent I'expression
du gene de l'abaecine. Il a été suggéré que de telles bactéries non pathogenes peuvent étre
utilisées en tant que probiotiques (Evans & Lopez, 2004). Enfin, il a pu étre démontré que la
propolis présente également une activité antimicrobienne a I'égard de P. larvae (Bastos et al.,
2008). La propolis est constituée de résines provenant d'arbres, que les abeilles collectent
pour boucher les fentes et les fissures dans la ruche. Récemment, on a cependant pu
démontrer que ces résines influencent négativement I'expression de génes d'immunité au
niveau de la colonie (Simone et al., 2009). C'est la premiére fois qu'une relation a pu étre
trouvée entre des éléments environnementaux et |I'expression de génes d'immunité. Il est clair
gue la résistance a I'égard de la LA comporte de nombreuses facettes, dont certaines sont
héréditaires.

4.2. Méthodes de diagnostic

Le diagnostic de la LA peut se faire par une empreinte ADN directe (polymerase chain
reaction, PCR) ou par enrichissement préalable sur des milieux de culture solides (de Graaf
et al., 2006). L'analyse PCR directe est possible, par exemple, en cas de larves cliniguement
malades (‘test de l'allumette' positif). Dans tous les autres cas, un enrichissement est
souhaitable. Souvent la culture est précédée d'un choc thermique afin de détruire les
bactéries non sporulantes. En raison de la faible vitesse de croissance de P. larvae, il faut
éviter les milieux de culture liquides ; ils permettraient a d'éventuels contaminants d'envahir la
culture. La culture a partir de restes de larves glaireux aboutit souvent a une croissance
confluente sur la plaque et d'éventuels contaminants sont plutét rares. Lors de I'analyse du
miel, par contre, l'utilisation de milieux semi-sélectifs est nécessaire ; l'adjonction d'acide
nalidixinique (Hornitzky & Clark, 1991) et d'acide pipémidinique (Alippi, 1991; Alippi, 1995) est
indiquée. Les colonies de bactéries ayant une morphologie caractéristique peuvent alors étre



confirmées via la technologie PCR. Plusieurs ensembles de primer et procédures PCR ont
déja été décrits, cependant la méthode de Dobbelaere et al. (2001) a prouvé sa spécificité et
sa robustesse au cours de la décennie écoulée.

La caractérisation biochimique de I'agent pathogéne est également possible. Cette approche
ne nécessite pas d'appareillage sophistiqué, elle est bon marché mais longue. Le plus
souvent, on commence par une coloration gram (doit étre positive, avec reconnaissance de la
forme en batonnet de la bactérie au microscope), éventuellement complétée d'un test de la
catalase (doit étre négatif ou rapporté faiblement positif), aprés quoi la culture microbienne
est cultivée en présence d'hydrates de carbone spécifiques et d'un indicateur de pH. Une
galerie d’identification a 4 sucres peut donner un résultat discriminatoire : les acides se
forment avec le glucose et le tréhalose, et non avec l'arabinose et le xylose (Gordon et al.,
1973).

Depuis peu, un test immunologique permettant une confirmation rapide sur le terrain se
trouve sur le marché (Vita Europe). Ce test fonctionne uniquement si I'on peut tirer des restes
de larves les fils glaireux caractéristiques. Pour une discussion plus détaillée des possibilités
de diagnostic, nous renvoyons a l'article récapitulatif de de Graaf et al. (2006) et au Manual of
Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals 2011 (OIE, 2011).

4.3. Dispositions réglementaires

Au niveau européen, la Directive 82/894/CEE concernant la notification des maladies des
animaux dans la Communauté mentionne le petit coléoptére des ruches (Aethina tumida) et
l'acarien Tropilaelaps en ce qui concerne les abeilles mais ne contient aucune disposition
pour les bourdons.

La Directive 92/65/CEE, définissant les conditions de police sanitaire régissant les échanges
et les importations dans la Communauté d'animaux, de spermes, d'ovules et d'embryons non
soumis, en ce qui concerne les conditions de police sanitaire, aux réglementations
communautaires spécifiques visées a l'annexe A section | de la directive 90/425/CEE,
mentionne a l'article 8 :

« Les Etats membres veillent & ce que les abeilles (Apis mellifera) ne puissent faire I'objet
d'échanges que si elles satisfont aux exigences suivantes:

a) provenir d'une zone qui ne fait pas l'objet d'une interdiction liée a I'apparition de loque
américaine.

La durée d'interdiction doit étre d'au moins trente jours a compter du dernier cas constaté et
de la date a laquelle toutes les ruches situées dans un rayon de trois kilométres ont été
contrblées par l'autorité compétente et toutes les ruches infectées ont été brilées ou traitées
et contrélées a la satisfaction de ladite autorité compétente.

Selon la procédure prévue a l'article 26, et aprés avis du comité scientifique vétérinaire, les
exigences auxquelles sont soumises les abeilles (Apis mellifera) ou des exigences
équivalentes peuvent étre appliquées aux bourdons;

b) étre accompagnées d'un certificat sanitaire conforme au modeéle figurant a I'annexe E, dont
l'attestation devra étre complétée par l'autorité compétente pour attester le respect des
exigences prévues au point a). ».

Cette Directive ajoute la loqgue américaine comme maladie animale a déclaration obligatoire
pour les abeilles (cf. annexe A de ladite Directive).

Cette Directive impose également [I'utilisation du certificat sanitaire 92/65EIl pour les
échanges d’abeilles et de bourdons (cf. annexe E de ladite Directive, deuxiéme partie). En ce
qui concerne la loque américaine, il est mentionné dans celui-ci :

« les abeilles/bourdons proviennent d’une zone qui n’est pas soumise a une interdiction liée a
I'apparition de la loque ameéricaine (la période d’interdiction a été maintenue pendant trente
jours au moins a compter du dernier cas constaté et de la date a laquelle toutes les ruches
situées dans un rayon de trois kilometres ont été contrélées par l'autorité compétente, et
toutes les ruches infectées ont été brulées ou traitées et contrélées a la satisfaction de ladite
autorité compétente),

ou,

les bourdons proviennent d’une structure isolée de l'environnement extérieur, agréée et
supervisée par l'autorité compétente de I'Etat membre, indemne de la loque américaine et

10



ayant fait lI'objet d’une inspection juste avant I'expédition et ni les bourdons ni les couvains
n’ont présenté de signe clinique ou autre indice de maladie. ».

Les autorités sanitaires de différents Etats membres ont été contactées dans le cadre du
présent dossier et toutes ont répondu qu'aucune exigence légale spécifique pour les
bourdons n’est imposée.

Au niveau belge, l'arrété royal du 25 avril 1988 désigne la loque américaine, la loque
européenne, l'acariose, la varroase, le petit coléoptére des ruches (Aethina tumida) et
'acarien Tropilaelaps comme maladies animales a déclaration obligatoire pour les abeilles,
mais ne contient aucune disposition pour les bourdons.

L’arrété royal du 7 mars 2007 relatif a la lutte contre les maladies contagieuses des abeilles
précise que les six maladies ci-dessus font I'objet d’'une lutte officielle, mais ne contient lui
non plus aucune disposition pour les bourdons.

L’arrété ministériel du 31 ao(t 1993, définissant les conditions de police sanitaire régissant
les échanges et les importations d’animaux, de sperme, d’ovules et d’'embryons, mentionne
notamment a I'article 10 :

« Les abeilles (Apis mellifera) ne peuvent faire I'objet d’échanges que si elles satisfont aux
exigences suivantes :

a) Elles doivent provenir d’'une zone qui ne fait pas 'objet de mesures d’interdiction en
raison de l'apparition de la loque américaine. La durée d'interdiction doit étre d'au
moins trente jours a compter du dernier cas constaté et de la date a laquelle toutes
les ruches situées dans un rayon de trois kilométres ont été contrblées par le
conseiller apicole et toutes les ruches infectées ont été brQlées ou traitées et
contrblées a la satisfaction du conseiller apicole. Le chef du Service définit les
exigences auxquelles sont soumis les bourdons. ».

Jusqu’a présent, aucune exigence n’a été déterminée pour les bourdons.

Au niveau international, il semblerait que I'Organisation Mondiale de la Santé animale (OIE)
travaille a I'élaboration d’exigences spécifiques pour les bourdons d’ici deux ans.

4.4. Méthodes de lute
4.4.1. Mesures de biosécurité

Les mesures de biosécurité sont celles qui sont prises pour minimiser le risque d’introduction
d’agents pathogénes dans des unités de production individuelles (bio-exclusion) et pour
minimiser le risque de leur transmission a I'extérieur (bio-confinement) et de leur propagation
ultérieure. Il s’agit notamment d’adopter une attitude et un comportement susceptibles de
minimiser ces risques. Dans les grandes unités délevage de bourdons, une
compartimentation additionnelle de la production en sous-unités est requise afin de minimiser
la transmission de pathogénes au sein méme de I'exploitation (bio-compartimentation).

Pratiquement, il convient de compartimenter la production et d’empécher tout accés a
I'extérieur pour les bourdons et tout accés a l'intérieur pour les abeilles (cf. point 5.2.).

Comme mentionné ci-dessus, les spores de P. larvae sont trés résistantes et peuvent rester
infectieuses durant une longue période, jusqu'a plus que 35 ans (Haseman, 1961). La
désinfection du matériel est dés lors une étape cruciale dans la gestion de la LA, surtout
aprés un foyer clinique au cours duquel un nombre extrémement élevé de spores sont
formés. Une telle désinfection peut s’effectuer avec des produits a base d’hypochlorite de
sodium (NaOCl), de glutaraldéhyde ou de formaldéhyde. Une désinfection efficace, par
laquelle les spores qui ne se trouvent pas directement a la surface du matériel en bois sont
également détruites, n’est toutefois seulement atteinte qu’avec des solutions a une
concentration de 50 % ou plus (Dobbelaere et al., 2001). Pour rappel, seuls les biocides
(= désinfectants) autorisés en Belgique et appartenant au groupe 1 « Désinfectants et
produits biocides généraux » peuvent étre utilisés (cf. la liste des biocides autorisés a
ladresse suivante :
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http://www.health.belgium.be/eportal/Environment/Chemicalsubstances/Biocids/index.htm).
Ce groupe 1 comprend les produits des types allant de 1 a 5, a savoir les « Produits biocides
destinés a I'hygiene humaine », les « Désinfectants utilisés dans le domaine privé et dans le
domaine de la santé publique et autres produits biocides », les « Produits biocides destinés a
I'hygiéne vétérinaire », les « Désinfectants pour les surfaces en contact avec les denrées
alimentaires et les aliments pour animaux » et les « Désinfectants pour eau de boisson ». Les
spores peuvent également étre détruites par la chaleur. Pour ce faire, on peut utiliser une
flamme nue ou plonger le matériel dans la paraffine chaude. Une destruction efficace des
spores de la LA situées plus profondément dans le bois n’est pas atteinte avec une flamme
nue, mais bien par I'immersion dans de la paraffine a 160 °C ou plus (Dobbelaere et al.,
2001). La stérilisation humide détruit toutes les spores en surface, mais laisse encore un
nombre limité de spores internes infectieuses (Dobbelaere et al., 2001). Dans le cadre de
I'élevage des bourdons, on évitera dés lors par précaution 'emploi de matériel en bois et on
privilégiera l'utilisation de matériel facilement nettoyable et désinfectable (ex. : étagéres en
acier galvanisé) ou a usage unique (ex.: conteneur en plastique pour la production d’une
seule et méme colonie).

Les locaux d’élevage, d’emballage et de stockage doivent aussi étre régulierement nettoyés
et désinfectés, au moins entre chaque cycle de production.

Les membres du personnel, ainsi que les visiteurs des unités d’élevage, doivent également
respecter des régles d’hygiéne telles que le lavage/la désinfection des mains, le port d’'un
tablier, d’'une charlotte et de couvre chaussures, la désinfection des pieds avant I'entrée dans
les différents compartiments de production.

4.4.2. Utilisation d’antibiotiques

Certaines maladies et ravageurs des abeilles pourraient étre soignés par des antibiotiques ou
des agents chimiothérapeutiques. Une revue complete des antimicrobiens pertinents en
apiculture a été donnée par Reybroeck (2010) et Reybroeck et al. (2012).

De nombreux auteurs ont écrit a propos de l'efficacité de plusieurs antibiotiques et agents
chimiothérapeutiques a tenir en échec la loque américaine (LA).

L'oxytétracycline (OTC), habituellement sous sa forme d'hydrochlorure, est utilisée en
apiculture dans quelques pays depuis le début des années cinquante pour le traitement des
maladies bactériennes du couvain comme la LA (Hopingarner & Nelson, 1987; Spivak, 2000).
Terramycin® (hydrochlorure d'OTC) (Phibro Animal Health, Ridgefield Park, NJ) a été pendant
longtemps le seul traitement agréé pour les maladies du couvain aux Etats-Unis (Anon.,
2010). Actuellement, aux USA, de nombreux autres produits pharmaceutiques vétérinaires
ayant 'OTC comme ingrédient de base sont agréés par la Food and Drug Administration
(FDA) pour utilisation en apiculture.

La streptomycine est un antibiotique aminoglycoside utilisé en apiculture pour protéger les
abeilles contre une série de maladies du couvain. Malgré le fait que le médicament n'est pas
autorisé dans de nombreux pays (UE, USA), son usage est souvent suggéré dans les forums
et dans les manuels dapiculture (Mutinelli, 2003). En Chine, la streptomycine et le
chloramphénicol (également interdit d’utilisation dans I'UE, cf. ci-aprés) ont été les
antibiotiques privilégiés pour le contréle d'un important foyer de LA en 1997 (Ortelli et al.,
2004).

L'utilisation de sulfamidés pour protéger les abeilles des maladies bactériennes est devenue
une pratique usuelle dans l'apiculture commerciale aprés que Haseman & Childers (1944)
eurent appris que les sulfamidés, et surtout le sulfathiazole, pouvaient empécher la
propagation de la LA. Le composé sulfathiazole procurait un contréle a court terme en
supprimant les symptémes de la maladie des abeilles provoquée par P. larvae. Il empéchait
également la germination des spores reproductrices. L'utilisation de sulfamidés dans
l'alimentation des abeilles au printemps et en automne a aussi été encouragée par d'autres
auteurs (Eckert, 1947; Reinhardt, 1947; Johnson, 1948; Katznelson & Gooderham, 1949;
Katznelson, 1950). Malgré l'efficacité des sulfamidés contre la LA, leur stabilité et leurs
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résidus conséquents dans le miel ont posé probléme, et I'enregistrement fut amené a
disparaitre dans les années septante (Shimanuki & Knox, 1994).

La tylosine, un antibiotique macrolide, a été utilisée de facon générale en apiculture. Son
efficacité a été démontrée par différents auteurs (Hitchcock et al., 1970; Moffett et al., 1970;
Peng et al., 1996; Pettis & Feldlaufer, 2005). La tylosine s'est avérée plus stable dans les
sirops sucrés que 'OTC (Kochansky et al., 1999). En octobre 2005, le Tylan Soluble® (Elanco
Animal Health, Indianapolis, IN), a savoir le tartrate de tylosine, a regu aux USA l'agrément de
la FDA pour le traitement de la LA active, mais pas pour un usage préventif dans les colonies
saines. L'utilisation de la tylosine contre la LA a été encouragée aprés que Paenibacillus eut
manifesté une résistance a I'égard des tétracyclines.

L'érythromycine, un autre macrolide, a été testé pour la premiéere fois en 1955 (Katznelson et
al.,, 1955; Katznelson, 1956). En fonction de la littérature, I'érythromycine a été rapportée
comme étant efficace (Machova, 1970; Okayama et al.,1996), alors que d'autres auteurs l'ont
trouvée inefficace contre la LA (Katznelson et al., 1955; Moffett et al., 1958).

La lincomycine fait partie du groupe des lincosamidés. Son effet contre P. larvae a été relaté
par certains auteurs (Okayama et al., 1996; Kochansky et al., 2001). La lincomycine a été,
avec la tylosine, testée comme médicament potentiel pour un agrément par la FDA pour lutter
contre la LA résistante aux tétracyclines. La lincomycine était efficace dans la lutte contre la
LA lorsqu'elle était administrée aux colonies d'abeilles sous forme de poudre dans le sucre de
glace (Feldlaufer et al., 2001). L'agrément de la FDA lui-méme est encore un projet en cours.

Le chloramphénicol (CAP) est un puissant antibiotique a large spectre et un carcinogéne
potentiel qui a été interdit d'utilisation chez les animaux producteurs d'aliments, y compris les
abeilles, dans I'Union européenne depuis 1994 (Réglement (CE) de la Commission
n°® 1430/94). En Chine en 1997-1998, des centaines de milliers de ruches ont été infectées
par la LA et traitées au CAP ou a la streptomycine par les apiculteurs pour sauver leurs
ruches et leur industrie (Ortelli et al., 2004).

D'autres antibiotiques et agents chimiothérapeutiques pourraient aussi étre utilisés pour lutter
contre la LA. Machova (1970) a obtenu une bonne sensibilité de P. larvae a la bacitracine, un
antibiotique polypeptide. Les isolats de P. larvae testés par Okayama et al. (1996) étaient
sensibles aux macrolides. Parmi les macrolides, la microsamicine s'est révélée étre l'agent le
plus efficace. Kochansky et al. (2001) ont testé des antibiotiques alternatifs contre les P.
larvae résistants a I'OTC. La rifampicine, un antibiotique bactéricide du groupe des
rifamycines, était de loin l'antibiotique testé le plus actif ; la monensine (un antibiotique
ionophore) et I'érythromycine, la tylosine et la lincomycine, décrites ci-avant, se sont
également révélées actives in vitro contre les souches résistantes de P. larvae. Dans une
étude ultérieure (Kochansky & Pettis, 2005), d'autres antimicrobiens ont été testés. La
pirlimycine (lincosamide) et la tiamuline, un antibiotique pleuromutiline, ont présenté une
activité élevée in vitro mais partagent le mode d'action de la tylosine, et de ce fait n'offrent
pas d'avantage. L'efficacité de la tiimicosine, un antibiotique macrolide, contre la LA in vitro et
in vivo a été rapportée par Reynaldi et al. (2008). La liste d'alternatives efficaces a
l'oxytétracycline et a la tylosine pour traiter la LA est treés limitée. Malgré le fait que certains
produits pharmaceutiqgues semblent représenter des traitements alternatifs potentiels de la
LA, il n'y a jusqu'a présent pas d'indices de I'utilisation de bacitracine, microsamicine,
rifamycine, monensine, pirlimycine, tiamuline et de tilmicosine en apiculture.

En ce qui concerne l'utilisation d'antibiotiques ou d'agents chimiothérapeutiques contre la
logue américaine, il est important de considérer que :

- Les antibiotiques peuvent seulement atténuer — et pas éliminer — la maladie, c'est
pourquoi, dans I'hnypothéese de leur utilisation, les ruches ou les colonies de bourdons
infectées doivent étre traitées constamment en prévention de l'apparition d'un foyer
de LA. Les médicaments ne tuent pas les spores de P. larvae, qui se sont formées
dans les écailles (= larves infectées et mortes qui se sont desséchées et qui adhérent
aux parois de la cellule) hautement infectieuses et qui pourraient rester viables
pendant des années.
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L'utilisation d'antibiotiques dans le cadre de I'élevage de bourdons pourrait propager
une résistance des souches de Paenibacillus, tout comme l'usage intensif de
tétracyclines dans l'apiculture professionnelle s'est traduit par l'apparition de souches
de Paenibacillus résistantes aux tétracyclines aux USA (Miyagi et al., 2000), au
Canada (Colter, 2000), et en Argentine (Alippi, 2000). Il y a maintenant une
inquiétude générale concernant la résistance répandue a I'égard des tétracyclines.
L'utilisation d'antibiotiques en apiculture donne lieu a des niveaux élevés en résidus
dans le miel, ce qui conduit a devoir retirer celui-ci du marché pendant de longues
périodes. Etant donné que les abeilles sont classées parmi les animaux producteurs
d'aliments dans I'UE, I'établissement d'une limite maximale en résidus (LMR) pour le
miel est nécessaire avant de pouvoir accorder une autorisation de commercialisation
a un médicament vétérinaire. Les bourdons sont élevés a des fins de pollinisation et
pas pour la production de miel, et ne sont dés lors pas soumis a la législation pour les
animaux producteurs d'aliments. En tout cas, il faudrait éliminer toutes les possibilités
de transmission de résidus d'antimicrobiens a partir des élevages de bourdons vers
les ruches de production de miel.

Pour rappel, seuls les médicaments a usage vétérinaire autorisés au niveau national
ou au niveau européen peuvent étre utilisés, conformément a l'arrété royal du 23 mai
2000. L’Agence Fédérale des Médicaments et des Produits de Santé (AFMPS)
fournit  davantage d’informations a ce  sujet  (cf. http://www.fagg-
afmps.be/fr/veterinaire/).

Au besoin, le systéme de la cascade pourrait étre appliqué, conformément a l'arrété
royal du 14 décembre 2006. Ce systéme offre au vétérinaire la possibilité de s’écarter
de l'utilisation stricte des médicaments enregistrés en Belgique. Ainsi, il est possible
d’utiliser un médicament pour des animaux d’'une autre espéce ou pour des animaux
de la méme espéce mais pour une affection différente. D'autre part, le vétérinaire
peut aussi prescrire un médicament & usage vétérinaire qui est autorisé dans un
autre Etat membre de I'Union européenne, un médicament a usage humain et méme
une préparation magistrale. L’Agence Fédérale des Médicaments et des Produits de
Santé (AFMPS) fournit davantage d’informations a ce sujet (cf. http://www.fago-
afmps.be/fr/veterinaire/).

4.5. Facteurs derisque

En ce qui concerne la contamination éventuelle des bourdons par des spores et/ou des
cellules végétatives de la LA au niveau des unités d’élevage, les facteurs de risque suivants
ont été identifiés :

L'utilisation de pollen de corbicules (= récolté par des abeilles) et/ou de miel et/ou de
sirop de sucre contaminé(s) pour nourrir les colonies de bourdons ;

L'utilisation de bourdons/abeilles sauvages contaminé(e)s pour démarrer un nouveau
cycle de production (ex. : si production d’une nouvelle espéce par exemple) ;

La contamination par le personnel manipulant les colonies en croissance et/ou par les
visiteurs de I'unité d’élevage ;

La contamination par le matériel utilisé dans le cadre de I'élevage.

Aprés leur vente, ces bourdons d’élevage éventuellement contaminés par des spores et/ou
des cellules végétatives de la LA pourraient contaminer a leur tour des abeilles domestiques :

soit via la visite d’'une méme fleur ou d’'une méme source d’eau ;

soit apres le pillage par les abeilles des restes de nourriture issus de I'unité d’élevage
des bourdons (ex. : le sirop de sucre placé dans les boites de livraison des colonies
de bourdons) ;

soit par contact avec du matériel ayant été utilisé au sein de l'unité d’élevage et
contaminég ;

soit suite a un contact direct entre ces bourdons et des abeilles domestiques.

Ces différents facteurs de risque identifiés sont représentés a la figure 1 et sont détaillés ci-

apres.

Le facteur de risque ‘Homme’ désigne le risque de transmission de la LA des bourdons
d’élevage aux abeilles domestiques et vice-versa que représentent les éleveurs de bourdons,
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les apiculteurs et les visiteurs des centres d’élevage ou d’apiculture (jouant le rble de
vecteurs animés).

Une transmission indirecte de la LA entre les bourdons d’élevage et les abeilles domestiques
via un autre insecte (ou arthropode) n’a pas été retenue comme pertinente, vu que dans I'état
actuel des connaissances, aucun ectoparasite commun aux deux espéces n’est connu.

Sous le terme ‘Alimentation’, il faut comprendre le pollen et les sirops sucrés de nourrissage
ainsi qu’éventuellement le miel et les larves d’abeilles.

Au niveau de I'élevage, une contamination est possible de bourdons a bourdons soit si des
reines sont élevées et que des bourdons méles sauvages sont utilisés pour la fécondation,
soit si on importe du matériel d’élevage pour multiplier une nouvelle race de bourdons. En
effet, un scénario possible est qu’'une ruche « morte », et donc sans défense, soit pillée par
des bourdons sauvages. Si cette ruche est contaminée par des cellules végétatives et/ou des
spores de la LA, les bourdons sauvages « pilleurs » peuvent étre contaminés. Si ces derniers
sont ensuite utilisés dans le cadre de I'élevage de bourdons, ils peuvent transmettre la LA.

Bien que cela ne soit pas 'objet du présent dossier, une contamination d’abeilles a abeilles
est possible au niveau de la conduite de ruches suite aux phénomeénes de pillage et
d’essaimage, a I'achat/échange de reines, a la transhumance des ruches, au rassemblement
de ruches ou encore au nivellement des ruches.

< >
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Nectar Pollen
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Bourdons Abeilles
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Multiplication Multiplication
Matériel Matériel
Caisses  Equipe Caisses  Equipe
ment ment

Homme

Alimentation

Figure 1: Représentation schématique de I'ensemble des facteurs de risque de
contamination des abeilles domestiques par des spores et/ou des cellules végétatives de la
logue américaine via les bourdons d’élevage et vice-versa.
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5. Evaluation du risque
5.1. Identification des voies (pathways) de dissémination

De maniére générale et comme indiqué au point 4.1., le risque posé par les cellules
végétatives de la LA est négligeable comparé a celui posé par les spores. Les premiéres sont
en effet nettement moins résistantes que les secondes. Il y a donc lieu de considérer que la
transmission de la maladie se fait presqu’exclusivement via la forme sporulée.

5.1.1. Pendant la période d’élevage des bourdons

En ce qui concerne les unités d’élevage de bourdons, les différentes voies de dissémination
de la LA entre les bourdons d’élevage et les abeilles domestiques sont représentées a la
figure 2.

Au sein de ces unités d’élevage, le risque de transmission de la LA entre les bourdons et les
abeilles via les fleurs et/ou I'eau est a priori inexistant. Ceci est vrai pour autant que les regles
élémentaires de biosécurité soient respectées au niveau de I'élevage des bourdons. Cela
signifie notamment qu’il faut compartimenter la production et empécher tout accés a
I'extérieur pour les bourdons et tout accés a I'intérieur pour les abeilles (cf. point 4.4.1.).

En ce qui concerne le matériel, supposé différent selon qu’on se situe au niveau de I'élevage
de bourdons ou de la conduite de ruches, le risque de transmission de la LA entre les
bourdons et les abeilles est également a priori inexistant si le matériel utilisé pour I'élevage
des bourdons est tenu hors de portée des abeilles. Un risque de transmission de la LA existe
cependant pour les bourdons d’élevage dans le cas ou le matériel, utilisé pour I'élevage des
bourdons et éventuellement contaminé, est réutilisé (= recyclage) pour I'élevage d’autres
bourdons. Ce méme risque de transmission existe également en ce qui concerne les abeilles
domestiques vu que le matériel apicole est en général réutilisé.

Dans les établissements professionnels d'élevage de bourdons, il n'y a pratiquement aucun
contact entre les bourdons élevés et le monde extérieur ou I'habitat des abeilles. Tous les
contacts extérieurs sont évités par un systeme d'élevage in-house (allant de la reproduction
jusqu'au produit final, en passant par I'hibernation, l'initiation de la colonie et la croissance de
la colonie). Nous donnons ci-aprés un résumé des seuls lieux dans la chaine ou il y a un
contact avec le monde extérieur et I'habitat des abeilles :

1. L'apport de nouveau matériel génétique :
Les établissements d'élevage ne donnent pas facilement d'informations sur ce point.
Officiellement, ils communiquent qu'aucun nouveau matériel génétique n'est
nécessaire pour garantir leur systéme d'élevage de masse. Mais d’'un autre cété, ils
informent cependant que lorsque de nouvelles reines de bourdon entrent, elles sont
d'abord placées en quarantaine. De plus, ils précisent que les colonies et les reines
filles peuvent étre inspectées avant d'entrer dans I'unité d'élevage de masse.

2. Contacts avec les membres du personnel et/ou les visiteurs :
Des mesures de précaution sont prises (cf. 4.4.1.), essentiellement pour prévenir
toute contamination d'une chambre d'élevage a une autre.

3. Sources d'aliments :
La source alimentaire, a savoir les sirops sucrés de nourrissage, sont garantis
exempts de LA. La source protéinique est le pollen récolté par les abeilles, qui peut
contenir des spores de la LA. Le pollen utilisé dans les établissements d'élevage est
du pollen corbiculaire, tombant des pattes des abeilles butineuses avant leur entrée
au nid et ayant donc un contact non direct avec les spores provenant de larves
infectées (spores des larves — abeille nourrice — butineuse — corbicules). A notre
connaissance, P. larvae n'a pas été détecté dans le pollen corbiculaire. Mais N.
ceranae (Higes et al., 2008) et des virus de RNA (Singh et al., 2010) ont été détectés
dans du pollen corbiculaire, et P. larvae dans du miel (Bakonyi et al., 2003).

4. Initiation de la colonie :
Dans certains établissements d'élevage, une abeille est placée avec la reine bourdon
pour initier la ponte. Mais, a notre connaissance, cette technique n'est pas trés
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répandue et elle est discutable en raison de la transmission potentielle de
pathogeénes.

En conclusion, si la LA n'apparait pas naturellement chez les bourdons, la principale voie
d'introduction dans les colonies est le pollen récolté par les abeilles.

| € > |
Bourdons Abeilles
Larves Adultes Larves Adultes
Multiplication Multiplication
Matériel Matériel
Caisses  Equipe Caisses  Equipe
ment ment

Homme

Alimentation

Figure 2 : Représentation schématique de I'ensemble des voies de dissémination de la loque
américaine entre les bourdons d’élevage et les abeilles domestiques, au cours de I'élevage
de ceux-ci (= avant la vente).

5.1.2. Apres la vente des bourdons d’élevage

Aprés la vente des bourdons d’élevage, c’est-a-dire lors de leur utilisation, le risque de
transmission de la LA aux abeilles domestiques est de maniere générale a priori plus élevé
car il y a davantage de contacts possibles entre ces deux groupes. Les différentes voies de
dissémination de la LA entre ces deux groupes lors de l'utilisation des bourdons sont
représentées a la figure 3.

La situation présentant le risque le plus élevé de transmission de la LA des bourdons aux
abeilles, soit directement, soit indirectement, se présente lorsque ces deux types d’insecte
sont utilisés simultanément dans un milieu confiné (ex. bourdons et abeilles dans certaines
serres).

En situation naturelle, si la LA infectait Bombus sp., elle ne produirait probablement pas les
importants signes clinigues qu'on retrouve chez les abeilles. Mais un tableau infectieux
atténué a pu facilement étre resté inapercu dans les études moins nombreuses sur les
bourdons, comme la prévalence récemment découverte de Spiroplasma apis chez les
bourdons européens (Meeus et al.,, soumis). A notre connaissance, on n'a pas procedé a
d'importantes activités de contrdle (screening) en vue de détecter P. larvae, I'agent vecteur
de la LA. D'autre part, de récentes études ont fait appel a des méthodes non biaisées de
screening de bactéries intestinales sur plusieurs especes de bourdons, mais n'‘ont pas permis
de détecter P. larvae (Koch & Schmid-Hempel, 2011; Martinson et al., 2011). En conclusion,
si P. larvae pouvait infecter les bourdons, il ne provoquerait probablement pas de signes
cliniques, ou alors plut6t atténués, puisqu'il est resté inapercu jusqu'a présent.

Autrefois, on considérait que les spores de P. larvae germaient a I'une des deux extrémités
de l'intestin moyen (ou mésentéron) des larves d’abeilles, peu aprés l'entrée dans l'intestin
moyen, et qu’elles traversaient I'épithélium par phagocytose. Toutefois, de récentes études
ont démontré qu'elles germent a n'importe quel endroit de l'intestin moyen et que les cellules
(bactéries) végétatives colonisent l'intestin moyen de la larve ou elles proliféerent massivement
comme commensaux des aliments ingérés par la larve. A un stade ultérieur, lorsque l'intestin
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moyen ne contient plus rien d'autre que ces bactéries pathogeénes, elles pénétrent dans
I'épithélium intestinal et 'éclatent’ hors de l'intestin dans la cavité abdominale, tuant du méme
coup la larve (Yue et al., 2008; Genersch, 2008). Etant donné que ces bactéries fonctionnent
comme un commensal aux premiers stades des infections, il est plus que probable qu'elles
puissent infecter d'autres insectes hotes. L'étape la plus critique pour le changement d'héte
est que les spores puissent germer ou non, mais elles n'ont pas besoin de pénétrer l'intestin
de la larve pour s'établir. Si les spores ne sont pas capables de germer a lintérieur de
l'intestin, il reste encore a déterminer si elles sont encore infectieuses aprés avoir passé
I'intestin du bourdon (vectoring). Par exemple, Crithidia bombi n’est pas capable d’infecter les
abeilles mais est capable de survivre au passage a travers leur intestin tout en étant encore
capable d'infecter des bourdons ultérieurement (Ruiz-Gonzalez & Brown, 2006).

Ci-avant, nous avons expliqgué que l'utilisation partagée de fleurs et l'activité de pillage sont
les principales voies de transmission de pathogénes entre les abeilles et les bourdons. Les
abeilles pilleuses sont considérées comme une voie de transmission importante de la LA
entre les colonies d'abeilles (Genersch et al., 2008). Mais les bourdons pilleurs entrent en
contact avec P. larvae et peuvent aussi potentiellement infecter leur nid.

En conclusion, comme les abeilles et les bourdons ont un habitat qui se chevauche et que les
bourdons sont connus pour piller les réserves des abeilles, les colonies de bourdons peuvent
entrer en contact avec P. larvae. Les premiéres étapes de linfection par P. larvae sont
commensales, rendant davantage possible, mais non garantie, l'infection interspécifique.

< >
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Figure 3 : Représentation schématique de I'ensemble des voies de dissémination de la loque
ameéricaine entre les bourdons d’élevage et les abeilles domestiques, au cours de I'utilisation
de ceux-ci (= aprées la vente).

5.2. Identification des options de gestion
Etant donné que les antibiotiques sont inefficaces contre les spores de la LA, I'accent devrait

étre mis sur la prévention de la contamination des bourdons d’élevage, afin que ceux-ci ne
deviennent pas a leur tour, lors de leur utilisation, une source de contamination pour les
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abeilles domestiques. C’est la raison pour laquelle il est recommandé de mettre en ceuvre
toutes les mesures de biosécurité nécessaires au sein des unités d’élevage. Par exemple,
linfrastructure et les équipements de ces unités devraient empécher toute entrée d’'insecte
sauvage (ex.: abeilles et bourdons) et tout contact entre les différents lots/colonies de
bourdon produits (ex. : production séparée de différentes especes de bourdons) pour éviter
une dissémination éventuelle de la maladie au sein de l'unité d’élevage (= respect du principe
de compartimentation de la production). Les intrants d’origine apicole tels que le pollen,
susceptibles d’étre contaminés par des spores et/ou des cellules végétatives de la LA,
devraient étre évités ou analysés et décontaminés si nécessaire avant utilisation (ex. :
traitement par rayons gamma du pollen). Les autres intrants devraient aussi étre analysés
afin de détecter toute éventuelle contamination et devraient également étre décontaminés si
nécessaire. Les locaux d’élevage, d’'emballage et de stockage devraient étre régulierement
nettoyés et désinfectés, au moins entre chaque cycle de production. Les membres du
personnel, ainsi que les visiteurs des unités d’élevage, devraient respecter des régles
d’hygiéne telles que le lavage/la désinfection des mains, le port d’'un tablier, d’'une charlotte et
de couvre chaussures, la désinfection des pieds avant l'entrée dans les différents
compartiments de production.

L’éventuelle utilisation d’antibiotiques afin de lutter contre la LA chez les bourdons d’élevage
ne devrait s’envisager qu’'occasionnellement, en cas de foyer, ce qui pour rappel n’a jusqu’a
présent jamais été rencontré, et pas de maniéere systématique, étant donné le risque de voir
alors apparaitre des souches résistantes.

6. Recommandations

Afin d’améliorer les connaissances scientifiques, il serait nécessaire d’étudier la possibilité
que les bourdons d’élevage soient contaminés par des cellules végétatives et/ou des spores
de la LA, gqu’ils les multiplient et les disséminent (ex. : sont-ils réellement infectés par la LA ou
les spores ne font-elles que résister au passage dans leur intestin ?), et qu’ils développent la
maladie (ex.: dans laffirmative, quelle serait la dose infectieuse ?). Il serait également
nécessaire d’examiner dans quelles concentrations P. larvae peut-il se retrouver dans le
pollen corbiculaire ou le miel.

Idéalement, afin de se prononcer sur le risque de transmission de la LA des bourdons
d’élevage aux abeilles domestiques, il serait nécessaire de réaliser des essais d’infection en
milieu confiné.

Il serait également nécessaire d’examiner en détail les mécanismes de résistance a la LA qui
s’expriment différemment entre les diverses espéces d’abeilles et de bourdons.

Dans le cadre des bonnes pratiques d’élevage des bourdons, il est recommandé de
décontaminer les intrants, notamment le pollen. Ce dernier peut étre stérilisé a l'aide de
rayons gamma, mais il a été constaté que sa qualité nutritionnelle était alors significativement
diminuée, ce qui conduit a une baisse de la production au niveau de I'élevage des bourdons.
Une analyse approfondie des avantages et inconvénients liés a ce type de traitement s’avere
donc nécessaire avant de pouvoir recommander son application ou non au pollen.

Afin de limiter le risque de transmission de la LA aux bourdons d’élevage, il est recommandé
d’éviter d’utiliser des aliments provenant de ruches d’abeilles domestiques pour 'alimentation
des bourdons.

Dans le cadre des bonnes pratiques d’élevage des bourdons et afin de lutter au mieux contre
la transmission d’agents infectieux et/ou de parasites, il est recommandé de compartimenter
au maximum la production (= reégle de biosécurité).

Afin de lutter contre la LA chez les bourdons d’élevage, des antibiotiques pourraient étre
administrés via I'alimentation sucrée. Par rapport aux abeilles domestiques, la question de la
problématique des résidus d’antibiotiques dans le miel ne se pose bien sir pas pour les
bourdons avec la méme acuité. Cependant, il est a noter que les antibiotiques sont efficaces
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contre les cellules végétatives de la LA, mais pas contre les spores, ce qui pourrait
représenter un probleme sur le long terme. En outre, I'utilisation d’antibiotiques pourrait
entrainer une diminution de la productivité des élevages de bourdons. Des phénomeénes de
résistance a ces antibiotiques pourraient également apparaitre suite a une mauvaise
utilisation de ceux-ci. De plus, en cas de traitement, toutes les mesures devront étre prises
afin d’éviter le « pillage » des restes de sirops sucrés de nourrissage des bourdons d’élevage,
qui contiennent le(s) antibiotique(s), par les abeilles domestiques. Une analyse approfondie
des avantages et inconvénients liés a Il'utilisation d’antibiotiques s’avére donc nécessaire
avant de pouvoir recommander leur utilisation ou non dans le cadre de la lutte contre la LA
chez le bourdon d’élevage.

Afin d’améliorer I'efficacité de la lutte contre les maladies des abeilles domestiques et des
bourdons d’élevage, il serait nécessaire de connaitre au mieux le nombre d’apiculteurs et
d’éleveurs de bourdons actifs en Belgique, ainsi que leurs coordonnées. Il est donc
recommandé a 'AFSCA de stimuler I'enregistrement de ces apiculteurs ou éleveurs.

Un manque d’informations par rapport aux échantillons analysés a été constaté. En effet, il
semble difficile, voire impossible, de préciser l'origine pour certains échantillons. Il est dés
lors recommandé qu’a I'avenir un minimum d’informations soient associées aux échantillons
analysés (ex. : localisation du producteur, contexte de la demande d’analyse telle que la
suspicion d’'un foyer ou la certification d’indemnité...).

7. Conclusions

Le Comité scientifique évalue comme faible le risque que des bourdons d’élevage
contaminés par des spores et/ou des cellules végétatives de la LA (Paenibacillus larvae)
provoguent une apparition clinique de cette maladie chez les abeilles domestiques, vu
notamment le fait qu’il n’a jamais été démontré jusqu’ici que les bourdons pouvaient étre
porteurs de cette maladie.

De plus, la probabilité que les abeilles domestiques soient contaminées par la LA via les
bourdons d’élevage est beaucoup plus faible par rapport a la probabilité qu’elles le soient
suite a un contact direct ou indirect avec d’autres abeilles, vu que la maladie est largement
répandue.

Les bonnes pratiques d’élevage de bourdons exigent néanmoins que toutes les mesures
nécessaires soient mises en ceuvre afin de limiter au minimum le risque de contamination de

ceux-ci par des spores et/ou des cellules végétatives de la LA (ex. : respect de régles de
biosécurité).

Pour le Comité scientifique,
Le Président,

Prof. Dr. Ir. André Huyghebaert

Bruxelles, le 23/04/2012
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