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Introduction générale

La pollinisation étant le transport du pollen sur le stigmate, dont la surface, papilleuse et
visqueuse, le retient, est purement importante pour 1’amélioration de la production de
nombreuses cultures et fruits, et eégalement indispensable pour la reproduction sexuée des
plantes sauvages. Ce phénomeéne est assuré par plusieurs animaux et insectes, tels que les
oiseaux et les chauves-souris. Dans ce sens, les spécialistes préférent parler d’animaux dits
« animaux pollinisateurs », lesquels contribuent avantageusement a la pollinisation. Parmi les
animaux jouant un réle primordial en matiére de la pollinisation, on trouve que les spécialistes
ont pu tirer au clair I’utilité des insectes pollinisateurs (Reynaldi et al., 2015), et en particulier
les abeilles domestiques Apis mellifera (Morse et Calderon, 2000 ; Jaffé et al., 2010 ; Mufioz
et al., 2014 ; Breeze et al., 2014). Néanmoins, une sorte de désintéressement est constaté ces
derniéres années vis-a-vis de cette pollinisation animale, laquelle a été remplacée par d’autres
moyens étant artificiels; ce qui explique que 1’on donne une importance accrue a la
pollinisation artificielle. Le déclin des pollinisateurs a été enregistré et prouvé dans tous les
pays avec de grandes conséquences étant considérées comme importantes dans de nombreux
domaines agricoles. La valeur économique totale de la pollinisation dans le monde entier est
estimée a 153 billion € en 2005 (Gallai et al., 2009). Cette évaluation démontre clairement
I'importance économique des pollinisateurs. Méme en prenant tous ces faits en compte, il est
quasiment impossible d’accorder une valeur monétaire réelle et justifiée au service de
pollinisation. Par ailleurs, méme s’il existe des plantes non-entomophiles n’ayant pas besoin,
bien évidemment, d’intermédiaire pour assurer la pollinisation, de nombreuses études ont
démontré que certaines plantes etant naturellement non-entomophiles profitent
avantageusement des pollinisateurs, lesquels donneront la possibilité de produire des fruits
plus gros, plus symétriques et plus sucrés (Surgi, 2008). Ce qui explique que 1’on ne peut se
passer du rble que peut jouer les pollinisateurs et notamment les abeilles domestiques qui
offrent la possibilité d’améliorer et de développer et la qualité et la quantit¢ des produits

agricoles.

L’abeille domestique (Apis mellifera) est considérée parmi les plus importants animaux dans
I’opération de la pollinisation (Morse et Calderon, 2000). Selon plusieurs chercheurs (Jaffé et
al., 2010 ; Mufioz et al., 2014), cet insecte est le principal pollinisateur des plantes et des

cultures dans le domaine de l'agriculture sans pour autant oublier tous les domaines ayant une
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relation directe avec les écosystéemes. Outre la pollinisation, I’abeille présente en effet un
intérét économique indéniable ; il s’agit bien évidemment des produits de la ruche, du miel,
du pollen, de la gelée royale, de la cire, de la propolis et du venin. De plus, les abeilles sont
d’excellents indicateurs biologiques (Sabatini, 2005) parce qu’elles signalent la présence
d’une dégradation chimique au niveau de I’environnement dans lequel elles vivent. Cette
signalisation est indiquée par le biais de deux signaux ; le degré de mortalité élevé et les
résidus qu’on peut retrouver sur le corps des abeilles ou dans les produits de la ruche (les
substances phytosanitaires utilisées en agriculture, les antiparasitaires et les agents polluants
comme les métaux lourds et les radionuclides). Par ailleurs, de nombreuses caractéristiques
¢thologiques et morphologiques font de I’abeille un bon indicateur écologique. Son corps est
en grande partie recouvert de poils qui capturent substances qu’elle rencontre en vol. Elle est
hautement sensible a la plupart des antiparasitaires qui peuvent étre présents en cas

d’épandage inapproprié dans I’environnement (Sabatini, 2005).

Les spécialistes, en ce qui concerne cet insecte pollinisateur, 1’abeille, distinguent au
minimum 26 sous-espéces d’A. mellifera (Ruttner et al., 1978). Ces sous-espéces sont
regroupeées au niveau de cing branches évolutives (A (African), C (Carnica), M (Mellifera), O
(Oriental) et Y (Yemenetica). Plusieurs études ont fait 1’objet de caractérisation des sous-
espéces d’A. mellifera, qui se basent sur leurs différences morphologiques et génétiques
(Ruttner, 1988 ; Miguel et al., 2007, 2011). Dans certaines régions, par le mélange de
plusieurs races, on a pu former d’autres sous- espéces appartenant a 1’une ou a plusieurs

branches évolutives.

Les populations d'abeilles d’Algérie sont actuellement considérées comme des membres de
deux sous-especes, a savoir d’A. m. intermissa et d’A. m. sahariensis, lesquelles ont fait
I’objet de différents travaux de caractérisation biométrique (Koudjil, 1990; Loucif, 1993;
Barour et al., 2005; Berkani et al., 2005, Achou , 2007 ; Berkani, 2008 ; Chahbar, 2013), et
caractérisation par l'utilisation de marqueurs moléculaires (Garnery et al., 1993 ; Franck et al.,
2001; Achou, 2007; Loucif-Ayad et al., 2009 ; Chahbar et al., 2013 ; Loucif-Ayad et al.,
2014 ; Haddad et al., 2015b).

L’abeille tellienne A. m. intermissa indique une position limitée par les races de 1’Afrique
tropicale et celles de I’Europe (Peyvel, 1994). Cette abeille est trés agressive, nerveuse et

caractérisee par une tendance élevee a essaimer par plusieurs cellules royales (Clément et al.,

2



Introduction générale | 2017

2002). A. m. intermissa dispose d’une performance défensive importante, elle utilise
abondamment la propolis (Ruttner, 1988). En comparant son génome avec ceux d’autres sous
especes, le potentiel d’adaptation d’A. m. intermissa est évolué pour des hautes températures
et pour la résistance contre les infestations de parasite Varroa destructor (Haddad et al.,
2015b). Quant a I’abeille saharienne A. m. sahariensis, elle est caractérisée par sa petite taille,
de couleur jaune, peu agressive, et elle possede une résistance remarquable aux conditions
difficiles de chaleur et de secheresse du milieu (Baldensperger, 1924). En Algérie, cette race
d’abeille se retrouve dans tout le territoire Sud-Ouest ; précisément, elle niche dans les monts
des Ksours jusqu'a Ain El Sefra, Morgrar, Sfissifa Béchar, Djebel Antar, Djebel Bouarid,
Djebel Grouz, Daria ’Hamar et Beni Ounif (Haccour, 1960).

Cependant, 1’abeille domestique est menacée par plusieurs maladies, notamment par les
maladies virales (Loucif-Ayad et al., 2013 ; Lucia et al., 2014 ; Adjlane et al., 2015; Park et
al., 2016), les maladies parasitaires (Muli et al., 2014 ; Hamiduzzaman et al., 2015 ; Bahreini
et Currie, 2015 ; Cameron et al., 2016), les maladies fongiques (Aronstein et Murray, 2010 ;
Reynaldi et al., 2015 ; Hemmerlé, 2015) et les maladies bactériennes notamment la loque
américaine Paenibacillus larvae (Wilson et al., 2015) et la loque européenne Melissococcus
plutonius (Daisuke Takamatsu et al., 2014). Par ailleurs, elle est aussi menacee par une
maladie neurologique (Chaimanee et al., 2016) ; il s’agit d’'une maladie qui est due en effet a
la consommation du néonicotinoides. Les insecticides néonicotinoides incluent
I'imidaclopride, le thiaclopride, le dinotéfurane, le thiaméthoxame, le nitenpyram, la
clothianidine et ’acétamipride. Le thiaméthoxame étant un pesticide utilisé pour 1’enrobage
des semences. Henry et al. (2012), en utilisant le marquage des butineuses, ont montré que
des abeilles ayant consommé du thiaméthoxame a dose sublétale étaient victimes de
désorientations, et les a empéchées de regagner leur ruche. C’est ce qui compromet donc
I’avenir de la colonie. Ainsi, la dégradation de I’écosystéme par la diminution de la flore

mellifére est considérée comme un autre facteur menagant cette abeille (Adjlane et al. 2012a).

Depuis plusieurs années, I’augmentation des affaiblissements et des mortalités des colonies
d’abeilles a travers le monde a mobilis¢ de nombreux scientifiques qui s’accordent
aujourd’hui a considérer que le risque d’apparition de ces affections est conditionné par
plusieurs facteurs. Des équipes de recherche sur le phénomeéne d'effondrement des colonies

d’abeille « Colony Collapse Disorder » (CCD) ont été lancés pour recueillir des données sur
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les mortalités des abeilles, pour quantifier ce phénomene et essayer d'identifier les causes (Le
Conte et al., 2010; Soroker et al., 2011 ; Ferndndez et al., 2012 ; Dussaubat et al., 2013 ;
Mufioz et al., 2014 ; Hamiduzzaman et al., 2015).

Actuellement, les pertes des colonies dans le monde sont considérables. L’Europe a été 1’'un
des premiers continents a s’inquiéter des surmortalités d’abeilles (Neumann et Carreck, 2010 ;
Nguyyen et al., 2010 ; van der Zee et al., 2013, 2014 ; Pirk et al., 2014). Les taux de
mortalités les plus élevés ont été observes pendant la période hivernale (Lee et al., 2015).
Dans différents pays, les apiculteurs ont des pertes hivernales considérables. En 2008-2009,
les taux de perte varient entre 6,3 et 21,7 % pour 1’ Autriche, Belgique, Danemark, Allemagne,
Ireland, Italie, Hollande, Norvége, Pologne, Suede, Suisse et Royaume-Uni (van der Zee et
al., 2012). L’année suivante 2009-2010, les pertes étaient fortes de 8 a 37,8 % pour toutes les
régions interrogées (Van der Zee et al., 2012). 1l est primordial aux chercheurs de faire cette
comparaison avec plus de discernement car ces pertes n’ont pas de période de perte d’hiver
standard. Aux Etats-Unis, la période de la perte hivernale s’étale sur 6 mois, de 1 avril au 1
octobre selon un questionnaire adressé aux apiculteurs (Lee et al., 2015). En Algérie, ce
facteur n’est pas encore mis en cause. Des pertes hivernales élevées, entre 20 % et 50 %, ont
¢té rapportées dans certains pays du monde, comme I’Italie (Mutinelli et al., 2010), Danemark
(Vejsnas et al., 2010), I’Autriche et I’Italie (Tyrol de sud) (Brodschneider et al., 2010),
I’Ecosse (Gray et al., 2010), Angleterre (Aston, 2010), Israél (Soroker et al., 2010), Suisse
(Charriére et Neumann, 2010) et en Sud Afrique (Pirk et al., 2014). En revanche, les taux de
pertes hivernales étaient acceptables dans d’autres pays, qui ont été déclarées a 10 % en
Bulgarie (Topolska et al., 2010) et Norvege (Dahle, 2010). Des faibles taux de pertes
hivernales étaient signalés, moins de 5 % en Chine et divers autres pays (Van der Zee et al.,
2012). Mais les pertes hivernales seules ne fournissent pas une image compléte des pertes
annuelles (Steinhauer et al., 2014). En effet, les pertes qui se produisent peuvent ne pas avoir
lieu en hiver. En 2012-2013, dans certaines régions tempérées, la perte hivernale est de 30,6
%, avec 25,3 % pour les pertes estivales et 45,2 % concernant la perte totale annuelle
(Steinhauer et al., 2014). Si les pertes n’ont pas été évaluées au cours de 1’année compléte, les
pertes hivernales avaient largement sous-estimé la mortalité annuelle totale. Cependant, les
pertes estivales sont faibles, moins de 5 %, pour certaines régions (Dahle 2010 ; Gray et al.,
2010 ; Peterson et al., 2010 ; van der Zee, 2010), ou plus élevées et variées selon la région et
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I’année (Gray et al. 2010; Mutinelli et al. 2010). Une forte perte hivernale de 44,8 % est
estimée aux Etats unies (Lee et al., 2015).

En Algérie, la mortalité chez 1’abeille tellienne qui se trouve au nord est plus élevee que la
mortalité chez la méme race lorsqu’elle se trouve au sud et A. m. sahariensis, qui ne se trouve
qu’au sud de I’Algérie (Adjlane et al., 2015). Mais, selon les mémes auteurs (Adjlane et al.,
2015), cette mortalité est faible, relativement aux autres pays du monde. Ces différences de
mortalités ont fait I’objet d’estimer un seuil de perte hivernale acceptable. Récemment, un
seuil de perte hivernale de 19 % a éteé considéré acceptable (Lee et al., 2015). Cette perte de
19 % était la perte la plus élevée, elle est déclarée acceptable a travers toutes les enquétes
passées. Elle est similaire a une perte acceptable de 17,6 % déclarée en 2008-2009
(VanEngelsdorp et al., 2010). La fourchette de pertes acceptables précédentes signalées entre
2009-2010 et 2012-2013 variaient de 13,2 % a 14,6 % (VanEngelsdorp et al., 2011, 2012;
Spleen et al., 2013; Steinhauer et al., 2014). Ce niveau de perte acceptable plus élevé pourrait
étre d0, d’une part a l'influence de la focalisation des médias, des pays développés, sur les
pertes élevées des colonies d’abeilles, et d’autre part, aux apiculteurs dont ils deviennent plus

habitués a des pertes plus élevées (Lee et al., 2015).

A titre de comparaison, la perte hivernale moyenne acceptable de colonies était de 10 % en
Suisse et en Allemagne (Charriére et Neumann, 2010), de 12 % en Danemark (Vejsnes et al.,
2010). Cependant, elle était plus élevée aux Etats Unies (Steinhauer et al., 2014). Ce qui peut
indiquer I'importance de la préparation des colonies pour I'hiver. Une corrélation positive était
trouvée entre les pertes des colonies et les données météorologiques (Lee et al., 2015). Cela
devrait faire l'objet d'une enquéte approfondie sur cet aspect en Algérie. Les niveaux de
participation des différents facteurs aux pertes de colonies variaient considérablement d'un
état a l'autre, ce qui pourrait entrainer un biais dans les calculs de perte au niveau de I'état. Les
chercheurs ont vu ce haut niveau de variation entre les régions de certains pays (van der Zee
et al., 2012). Les causes les plus fréquentes de perte de colonies signalées par les apiculteurs
étaient dues a plusieurs facteurs que ’on a sélectionnés selon le degré de gravité. Comme
cause principale, il est cité l'incapacité de la reine, V. destructor, la famine, la faiblesse de
colonies en automne, les pesticides, les mauvaises conditions hivernales et le CCD
(VanEngelsdorp et al., 2007, 2008, 2010, 2011, 2012 ; Spleen et al., 2013; Steinhauer et al.,
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2014). Une autre étude suggére que certains apiculteurs ont choisi les mauvaises conditions
hivernales, la famine et la faiblesse des colonies (Lee et al., 2015).

En Algérie, pour certaines régions septentrionales, les pertes sont éventuellement affectées par
d'autres facteurs lies aux facteurs géographiques ou climatiques, a la présence des agents
pathogeénes ou a l'utilisation de produits agrochimiques (Adjlane et al., 2012a ; Chahbar,
2013; Chahbar et al., 2014). Mais, les causes principales des pertes de colonies d’abeille en
Algérie restent mal connues. Ainsi, les travaux de recherche realises sur les pathologies
apicoles qui ont fait I’objet d’évaluer leur part dans les affaiblissements des colonies sont
insuffisants. Nous citons les études d’Adjlane et al. (2012b) et d’Adjlane (2012) en relation
avec la nosémose, de Achou et Soltani (1997), d’Aoudia et Ayad (1998), d’Achou (2007), de
Berkani et Berkani (2009), d’Adjlane (2010), de Belaid et Doumandji (2010), de Loucif Ayad
et al. (2010), et d’Adjlane et Doumandji (2011) traitant de la varroas. Sans oublier le travail
de Chahbar et al. (2014) qui porte sur les intoxications par des pesticides, et celui d’Adjlane et
al. (2015) sur les virus.

Aux Etats-Unis, en 2012-2013, les apiculteurs qui ont signalé le symptéme de CCD, mortalité
des abeilles dans leurs ruchers, ont perdu beaucoup plus de colonies par rapport aux
apiculteurs qui n'ont pas signalé la perte de colonies avec le symptéme (Steinhauer et al.,
2014). Cependant, en 2013-2014, les apiculteurs qui ont signalé le symptébme du CCD
n'avaient pas de pertes plus élevées (Lee et al., 2015). Les apiculteurs sélectionnant le CCD
avaient des pertes plus élevées par rapport aux apiculteurs qui ne sélectionnaient pas le CCD
comme cause des pertes de colonies (Lee et al., 2015). Cela pourrait étre dd a la confusion de
la définition de CCD, qui a peut-étre été causée en partie par l'attention des médias. En
Europe, les apiculteurs qui ont signalé la perte de colonies sans présence d'abeilles mortes ont
perdu plus de colonies que les apiculteurs qui n‘ont pas signalé le symptéme (Van Der Zee et
al., 2014).

Les causes de ce phénoméne ne sont pas encore bien déterminées. Certains chercheurs
suggerent que le CCD est causé par la nosémose (Higes et al., 2006 ; Fries, 2010). Certains
chercheurs soupgonnent les virus (Hamiduzzaman et al., 2015 ; Ryabov et al., 2014). D’autres

suggérent que le CCD a une relation directe avec d’autres facteurs.
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Dans la nature, la fréquence des insectes infectés par le groupe des parasites intracellulaires
obligatoires appartenant a la classe de Microsporidia est éleveée. Le genre Nosema est
composeé de plus de 150 especes, infectant habituellement des hotes invertébrés dont au moins
12 ordres d'insectes. Nosema sp. se trouve dans des hyménopteres causant certaines maladies
courantes (Higes et al., 2007 ; Renata et al., 2015 ; Julie et al., 2016 ; Wang et al., 2016 ).
L'une des deux especes de microsporidia du genre Nosema provoque la nosémose (Traver et
Fell, 2011).

Nosema apis et Nosema ceranae, récemment déclassés des protozoaires et
classés dans les champignons (Adl et al., 2005 ), sont des parasites de 1’abeille européenne
Apis mellifera et de 1’abeille asiatique Apis ceranae respectivement (Zander, 1909 ; Fries et
al., 1996 ; Fries, 2010). La nosémose causée par ces parasites est répandue dans le monde
entier ; elle est actuellement le facteur majeur des pertes économiques étant considérables en
apiculture (Fries, 2010).

Cependant, les deux espéces N. ceranae et N. apis ont été détectées dans quatre continents
(Asie, le nord et le sud d’Amérique, Europe et I’ Afrique du nord) (Klee et al., 2007; Geoffrey
et al., 2008; Higes et al., 2009a ; Yoshiyama and Kimura, 2011; Fernandez et al., 2012 ;
Chupia et al., 2016). N. ceranae est hautement pathogene lorsque expérimentalement inoculée
dans 1’abeille européenne A. mellifera (Higes et al., 2007 ; Huang et al., 2015), avec
I’association de la réduction en production de miel et I’augmentation de la mortalité hivernale

(Higes et al., 2006).

Aucune spores de Nosema n’a été detectée dans les tissus céphaliques ou autres tissus
corporels, a I'exception des tissus de I’intestin moyen (Fries et al., 1996 ; Fries, 2010 ; Traver
et Fell, 2011 ; Fries et al., 2013 ; OIE, 2013). L'ADN de Nosema a été détecté dans des tubes
de Malpighi mais les tubes ne pouvaient pas étre séparés de tractus alimentaire sans libération
de spores de I’intestin moyen. L'ADN de Nosema n'a pas été détecté dans I'némolymphe
échantillonnée a partir de la capsule de la téte ou de I'abdomen des abeilles infectées (Huang
et Solter, 2013). Des signaux d'’ADN ont également été observés dans les tissus cephaliques
(Chen et al., 2009 ; Copley et Jabaji, 2012 ; Gisder et al., 2010), Mais ni les formes
végétatives ni les spores mlres n'ont été observées dans les frottis et les taches de tissu
cephalique (Gisder et al., 2010).


file:///D:/Abeilles/med/ART%20LOQUE/Wei-Fone%20Huang%202015.htm

Introduction générale | 2017

Dans cette étude, nous décrivons la premiére distribution spatiale de la nosémose infectant
I’abeille domestique (Apis mellifera intermissa) en Algérie. Nous cherchons a détecter la
relation entre cette maladie et 1I’effondrement des colonies d’abeilles CCD tout en insistant sur
la sensibilit¢ pour la nosémose étant ¢étudiée chez les deux races d’abeille existantes en
Algérie, a savoir A. m. intermissa et A. m. sahariensis en utilisant I’inoculation des spores de
Nosema sp. fraichement isolées dans des abeilles en cages, et ce pour évaluer leurs effets sur

la mortalité et la charge en spores des abeilles domestiques.

Parmi ces facteurs menagant la survie de I’abeille domestique en Algérie, la loque américaine
Paenibacillus larvae est une maladie dévastatrice des colonies & un taux assez important,
empéchant le développement de 1’apiculture (Adjlane et al., 2012a). Cette maladie est causée
par une bactérie Paenibacillus larvae en forme de batonnet, de gram-positive (De Graaf et al.,
2013). Déclarée par OIE (Office internationale des épizooties) comme maladie contagieuse a
déclaration obligatoire (OIE, 2014). 1l s’agit d’une maladie cosmopolite (Genersch, 2010;
Antunez et al., 2011; De Guzman et al., 2011 ; Adjlane et al., 2012a ; Haddad et al., 2015a ;
Wilson et al., 2015) mais que I’on retrouve surtout dans les pays tempérés et ou subtropicaux
(Gregorc et Bowen, 1998).

En 1993, la loque américaine a été classée en deux espéces, Paenibacillus larvae et
Paenibacillus pulvifaciens (Ash et al., 1993). En 1996, Une étude basée sur les différences
phénotypiques, génotypiques et pathogénicités a reclassé 1’agent causal de la maladie en deux
sous-especes P. larvae larvae et P. larvae pulvifaciens (Heyndrickx et al., 1996). En 2006, les
résultats des travaux menés en Allemagne, Suede et Finlande ont confirmé que les deux

taxons appartienne a une seule espéce de P. larvae (Genersch et al., 2006).

Dans la présente étude, la prévalence et la distribution de la loque américaine affectant
I’abeille locale Apis mellifera intermissa a travers le territoire national ont été étudiées, tout en
sachant que certaines colonies infectées par P. larvae restent fortes sans aucun signe clinique
de la maladie (Hansen et Brodsgaard, 1999). L’objectif de cette partie d’étude est d’analyser
la fréquence de la répartition de la maladie en Algérie en utilisant un modéle linéaire
généralisé (GLM) du logiciel SAS.
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Aussi, des questions tragiques peuvent étre posées, quel est I’impact des infections fongiques
sur la santé des abeilles domestiques ? Existe-il une relation directe entre ces infections et le
CCD?

L’ascosphérose étant une maladie de 1’abeille et également une forme de mycose due a
un champignon hétérothallique a reproduction sexuée Ascosphaera apis (Jensen et al., 2013 ;
OIE, 2014 ; Hemmerle, 2015). Il s’agit d’une maladie contagicuse (spores résistantes et
protégées) dont la distribution est mondiale (Puerta et al., 1999 ; Fernandez et Coineau |,
2007). L’ascosphérose atteint le couvain non operculé. Elle n’est dangereuse que lorsque la
colonie est affaiblie par d’autres facteurs, notamment lors de carences alimentaires (Flores et
al., 2005). Elle provoque rarement la mortalité des colonies d’abeilles domestiques ; seuls
quelques cas ont été rapportés (Roussy, 1962). A. apis est, néanmoins, responsable de
I’affaiblissement de la colonie, en provoquant des pertes de larves, se traduisant par une
diminution de la population de butineuses, de la production de miel et de pollen. Dans les
conditions naturelles, les spores sont présentes dans le miel et le pollen stockés dans la ruche.
La contamination s’effectue mécaniquement par 1’intermédiaire des ouvricéres, notamment
lors du partage de nourriture et des périodes de soins. Les spores de champignon, ingérées par
les larves de trois & quatre jours, germent dans I’intestin et produisent un mycélium qui

grandit jusqu’a transpercer son hote (Fluri et al., 1998 ; Fernandez et Coineau, 2007).

L’aspergillose est une maladie causée par Aspergillus sp. Différentes especes du genre
Aspergillus peuvent étre responsables de cette maladie (Jensen et al., 2013 ; OIE, 2014 ;
Pornpukdeewattana et al., 2017). Les espéces les plus communément identifiées sont
Aspergillus flavus et Aspergillus niger. Cette maladie, peu contagieuse, est répandue en
Europe et en Amérique. L’aspergillose touche aussi bien les abeilles adultes que les larves
(OIE, 2014). Les mauvaises conditions climatiques (trop humides ou trop froides), les
carences alimentaires et 1’exceés de pollen transporté dans les hausses hativement sont les
principaux facteurs favorables au développement de I’aspergillose. A I’instar d’autres agents
pathogeénes (loques, ascosphérose), les spores d’aspergillose sont complétement libres et
exogenes. Les mouvements d’air dans la ruche peuvent donc détacher des conidiophores et les
transporter dans toutes les parties de la ruche. La dispersion des spores s’effectue également
via les abeilles ; la transmission de I’agent pathogéne aux larves s’effectue, par contact direct,

durant des soins qu’elles leur prodiguent (Fernandez et Coineau, 2007). Une dispersion de
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spores a I’extérieur de la ruche est possible lors de 1’élimination des larves mortes et du
nettoyage des cellules. La contamination naturelle se fait par voie digestive. Les spores
d’Aspergillus sp. absorbées avec la nourriture germent dans D’intestin et les filaments

mycéliens se répandent dans tout le corps de I’abeille ou de la larve (Borchert, 1970).

Nous avons étudié les corrélations entre certains signes cliniques des infections fongiques et
la présence des agents fongiques responsables de I’apparition de ces symptomes sur terrain.
Aussi, les caractéres microscopiques, macroscopiques et biologiques de ces champignons
étaient détaillés. Particulierement, une recherche approfondie était menée pour étudier la
prévalence, les différents stades de développement et 1’adaptation thermique d’Ascosphera

apis.

De plus, de nombreux virus ont été identifiés dans des colonies (Loucif-Ayad et al., 2013 ;
Adjlane et al., 2015 ; Amakpe et al., 2015 ; Hamiduzzaman et al., 2015). On en dénombre
aujourd’hui entre 15 et 20 dont la particularité est d’étre pour la majorité des virus a8 ARN
(Picorna-Like virus, dicistrovidae virus) (Vidal-Naquet, 2012). Certains sont anecdotiques,
d’autres sont trés souvent présents dans les colonies, sans maladie associée (Tentcheva et al.,
2004 ; De Miranda, 2012). lls manifestent leur pouvoir pathogene dans des colonies affaiblies
(De Miranda et al., 2010 ; Neumann et Carreck, 2010 : De Miranda, 2012 ) et peuvent aboutir
a des mortalités aigues. Cependant, de nombreuses colonies continuent a paraitre saines,
méme quand plusieurs virus sont simultanément présents (Bailey, 1981 ; Ball et Allen, 1988 ;
Bailey et Ball, 1991 ; Evans, 2001 ; Chen et al.,, 2004 ; Tentcheva et al., 2004).
Ces infections virales inapparentes pourraient étre présentes dans les colonies sur plusieurs
générations causant peu ou pas de signes visibles. Dans certaines circonstances, encore mal
connues, ces infections virales pourraient étre activées et conduire a des infections aigués,
souvent fatales a I’individu et entrainant des affaiblissements de colonies (Ribiére et al.,
2008). Les virus les plus fréquents étant le virus DWV, BQCV, CBPV, KBV, SBV, VdV1
(Lambert et al., 2011 ; Adjlane et al., 2015). Tentcheva et al. (2004) signalent une coinfection
virale dans tous les ruchers ou ont été recherchés, les virus les plus fréquents sont DWV,
SBV, ABPV, KBV, CBPV et BQCV. Le virus DWV et SBV ont été détectés dans plus de 80
% des ruchers étudiés (Tentcheva et al., 2004). Par ailleurs le virus DWV était
systématiquement present sur les varroas prélevés dans chaque rucher. Il est actuellement

reconnu que la dissémination de V. destructor a eu, entre autres, pour résultat, de modifier la
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prévalence des virus d’abeilles et leur impact sur la santé des colonies (Locke et al., 2014 ;
Hamiduzzaman et al., 2015). L’étude du Martin et al. (2012) de la prévalence du DWV dans
les ruchers hawaiens suite a la contamination de I’ile par V. destructor confirme ce lien
puisque le portage viral est passé de 10 % a 100 % des ruchers, avec concomitamment une
augmentation drastique de la charge virale par colonie. Certains virus de I’abeille sont donc
fortement associés a V. destructor quant a leur impact sur la santé des colonies. C’est le cas de
I’ABPV, du KBV, du virus de la paralysie lente (SBPV) et du virus des ailes déformées
(DWV) (Ryabov et al., 2014 ; Hamiduzzaman et al., 2015). Ces virus sont reconnus, pour
certains, et supposés, pour d’autres, comme participant aux affaiblissements des colonies. Ils
sont transmis par 1’acarien (Ball, 1983 ; Wiegers, 1986 ; Ongus et al., 2004). La question qui
se pose, est ce qu’ils se multipliant ou non dans ce vecteur. Parmi ces virus, le DWV entraine
des déformations des ailes et du corps des abeilles émergeantes (naissantes) qui, pendant
longtemps, ont été attribuées a V. destructor seul (Akratanakul et Burgett, 1975 ; Koch et
Ritter, 1991). 1l s’est avéré que ces déformations sont dues a I’infection virale, mais sont
étroitement liées a I’infestation par le parasite (Yang et Cox-Foster, 2005). Le DWV est
transmis par ’acarien et se multiplie dans cet hote (Ball, 1989 ; Bowen-Walker et al., 1999 ;
Yue et Genersch, 2005; Ryabov et al., 2014). La présence d’abeilles déformées est
considérée comme un symptébme de varroase. Parmi les virus de I’abeille, seuls deux
entrainent des symptomes et de la mortalité caractéristiques, sans association nécessaire avec
d’autres agents pathogenes. Ces deux virus sont le virus du couvain sacciforme (SBV) et Le
virus de la paralysie chronique (Chronic Bee Paralysis Virus) (CBPV). Le virus du couvain
sacciforme (SBV) entraine une mortalité de larves, décrites comme formant un sac, en raison
de ’accumulation de fluide entre le tégument et le corps. En Angleterre, plus de 80 % des
larves malades en I’absence de bactéries furent déterminées comme infectées par le SBV et
plus de 30 % des colonies apparemment saines contenant quelques larves tuées par le virus
(Bailey, 1967). En Australie, le SBV a été rapporté comme étant le plus commun des virus
d’abeille, mais causant occasionnellement des pertes sévéres de couvain (Dall, 1985). Le virus
de la paralysie chronique (CBPV) entraine une maladie contagieuse et infectieuse des abeilles
adultes, connue sous les noms de paralysie chronique et maladie noire. C’est la seule maladie
virale d’abeilles adultes provoquant des symptomes visibles sur les pas de vols et devant les
ruches (Bailey et Ball, 1991 ; Ball et Bailey, 1997 ; Ball, 1999). Le syndrome de cette maladie
a été décrit en Angleterre comme entrainant principalement des tremblements anormaux des

ailes et du corps des abeilles infectées. Ces abeilles incapables de voler, rampent souvent sur
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le sol et sur les tiges des plantes, parfois en masse de milliers d’individus. Les abeilles
malades meurent dans les jours suivant le début des symptdémes. La population des colonies
séverement infectées s’effondre subitement, particuliecrement durant le huitiéme mois de
I’année, laissant la reine avec quelques ouvricres et du couvain mal entretenu. Parfois, les
abeilles infectées peuvent encore voler mais sont dépilées et apparaissent noires et luisantes ;
elles sont rejetées par les abeilles saines de la colonie. En quelques jours, elles ne peuvent
plus voler, sont atteintes de tremblement et meurent, qui correspond a celui connu en France
sous le nom de « maladie noire » (Ball, 1999). Cette maladie entraine principalement des
affaiblissements de colonies et des baisses de production (Ball et Bailey, 1997), mais elle peut
aller jusqu’a des pertes de cheptel importantes (Kulincevic et Rothenbuhler, 1975 ; Bailey et
Ball, 1991 ; Ball et Bailey, 1997 ; Ribiére et al., 2008). En Algérie, six virus ont été détectés
avec différentes prévalences. CBPV était le virus le plus prévalent, suivi par BQCV, DWV,
IAPV, ABPV et SBV (Loucif-Ayad et al., 2013 ; Adjlane et al., 2015).

D’autres ennemis naturels, parasitaires et prédateurs, sont considérés comme facteurs qui
menacent la survie de I’abeille domestique. Nous citons parmi eux Varroa destructor,
Acarapis woodi, Vespa velutina, Vespula germanica, Aethina tumida, Galleria mellonella et

Achroea grisella.

La varroase Varroa destructor est une maladie inscrite sur la liste de I’OIE (OIE, 2014).
Découverte au début du XX®™ siécle, en Indonésie, sur I’abeille Apis cerana, 1’acarien
Varroa jacobsoni Oudemans s’est rapidement développé sur son nouvel hote, Apis mellifera.
Il a été renommé par la suite Varroa destructor (Anderson et Trueman, 2000). Le cycle de
développement de cet ectoparasite se déroule essentiellement dans le couvain et dure environ
huit jours. Les femelles adultes envahissent les cellules de couvain quelques heures avant
I’operculation (Beetsma et al., 1999). Environ 60 heures aprés 1’operculation, la femelle
acarien pond son premier ceuf qui donnera naissance a un male, les ceufs suivants donneront
naissance a des femelles. Ainsi la durée d’operculation du couvain d’ouvriére d’A. mellifera
permet en général la production de trois femelles du parasite matures et celle du couvain méale
la production de cing femelles matures (Martin, 1998). Le parasite se nourrit de
I’hémolymphe des nymphes et des adultes. L’infestation par V. destructor est extrémement
dommageable aux colonies d’abeilles domestiques (Bailey et Ball, 1991). Les principaux

effets delétéres sont causés par les femelles reproductrices qui, en se nourrissant de
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I’hémolymphe des larves, des nymphes et des ouvrieres, les affaiblissent, ce qui se répercute
sur la colonie toute entiere (Kanbar et Engels, 2003). Cet acarien est également vecteur
d’autres agents pathogenes, notamment viraux (Yue et Genersch, 2005 ; Ryabov et al., 2014 ;

Hamiduzzaman et al., 2015).

L’acariose des trachées causée par Acarapis woodi, est une maladie inscrite sur la liste de
I’OIE (OIE, 2014). L’acariose est une maladie de I’abeille adulte. L’acarien envahit une partie
du systéeme respiratoire (notamment, la premiére paire de trachées). Il perfore la paroi des
trachées d’A. mellifera pour se nourrir de son hémolymphe, entravant parfois séverement la
respiration de 1I’hote. Alors que tous les stades de développement (cycle de développement
d’environ quatorze jours) d’A. woodi se déroulent a I’intérieur des voies respiratoires, les
femelles reproductrices quittent la trachée pour parasiter une nouvelle abeille adulte
(Morgenthaler, 1933). A. woodi ne survivant que quelques heures a 1’extérieur des trachées,
une transmission par contact direct entre les abeilles adultes semble nécessaire (Pettis et al.,
2007). Tout confinement prolongé des individus de la colonie, notamment, lors de conditions
climatiques défavorables, est propice a la transmission des agents pathogénes, notamment le
virus de la paralysie aigué de I’abeille (ABPV) (Shimanuki et al., 1994). Actuellement, ce
fléau n’est pas détecté en Algérie. Nous avons étudié la prévalence de 1’acariose dans
plusieurs ruchers appartenant a 10 régions réparties dans le nord d’Algérie. Aucune trace de

I’acariose A. woodi n’a été trouvée dans le systéme trachéen des abeilles prélevées (Annexe
1).

Le frelon asiatique Vespa velutina a été décrit, pour la premiere fois, en 1836, par Lepeletier,
a partir de spécimens prélevés dans 1’1le de Java (Indonésie). Cet hyménoptere est largement
répandu dans le sud-est asiatique. En Asie continentale, cette espece se développe sous des
climats comparables a ceux du sud de I’Europe. V. velutina est présent, probablement depuis
2004, dans le sud-ouest de la France (Haxaire, 2006). En Inde, V. velutina est signalé comme
un redoutable prédateur des ruchers. V. velutina préleve des butineuses. Il attend en vol
stationnaire, devant et autour de la ruche. Lorsqu’une abeille arrive, il fonce sur elle, I’attrape
entre ses pattes et la neutralise. Il ’emporte alors jusqu’a son nid. Apres avoir décimé une a
une toutes les gardiennes de la colonie, les ouvrieres de V. velutina s’enfoncent dans la ruche
pour y prelever le couvain dont elles nourrissent leurs propres larves. En termes de dégats

observés, lorsque huit frelons sont présents autour d’une ruche, ils provoquent, par

13



Introduction générale | 2017

enlévement des abeilles, un arrét de la ponte, un arrét de ’activit¢ de la colonie et un
dépérissement de celle-ci (Haxaire, 2006 ; Haxaire et al., 2006 ; Villemand et al., 2006). En
Algérie, jusqu’a ce jour, aucune trace de la présence de ce redoutable prédateur V. velutina
n’a été trouvée. En revanche, nous avons prospecté plusieurs nids de la guépe germanique

Vespula germanica (Annexe 2).

Le petit coléoptére de la ruche Aethina tumida, est inscrit sur la liste de I’OIE (OIE, 2014),
liste des maladies a déclaration obligatoire en Europe, originaire des régions tropicales et
subtropicales, situées au sud du Sahara. Aethina tumida a été identifie et décrit pour la
premiere fois en 1867. Depuis 1940, il est décrit comme un parasite de la ruche. Ce coléoptere
a été decouvert pour la premiére fois dans un rucher commercial, en Floride (Etats-Unis), en
1998 (Thomas, 1998). Au cours des dix derniéres années, A. tumida est considérée comme
une espece invasive, s’est répandue rapidement en Amérique du Nord, en Egypte et en
Australie (Neumann et Elzen, 2004). Dans la ruche, le coléoptére pond ses ceufs dans les
fissures du bois ou au fond des alvéoles. Les larves d’A. tumida provoquent les dommages les
plus importants. Pour s’alimenter des oeufs et des larves d’abeilles, elles creusent des galeries
au travers des rayons, détruisant les cellules de couvain et de miel. Le miel stocké s’écoule
des cellules endommagées, colle les rayons, il est contaminé par les excréments des larves du
prédateur et est fermenté. Les rayons détruits finissent par s’effondrer. Le degré de destruction
infligé par le coléoptére dans une colonie est fonction du nombre de larves d’A. tumida
écloses. Si I'infestation est importante, la colonie d’abeilles domestiques a de grands risques

de dépérir totalement (Hauser, 2003).

La grande fausse-teigne (Galleria mellonella) et petite fausse-teigne (Achroea grisella) ou
couvain tubulaire ou couvain chauve, étant deux espéces de lépidoptéres appartenant a la
famille des pyralidae infestent, a 1’état larvaire, les cires et provoquent des dégats importants.
Les fausses-teignes infestent les cires construites, maintenues en réserve pour un usage
apicole futur, mais également les rayons des colonies insuffisamment peuplées et ne pouvant
se défendre. La présence des fausses teignes s’observe, généralement, lorsque les ruches sont
laissées sans surveillance et/ou lorsque la grappe d’abeilles est insuffisamment développée
pour couvrir les cadres de la ruche. Outre la destruction des cadres, G. mellonella et A.
grisella seraient capables de transmettre les agents pathogénes de maladies graves,
notamment la loque américaine (Borchert, 1966 ; Ryba et al., 2009).
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Nous avons trouvé utile de diviser ce travail en deux chapitres dont le premier est considéré
comme une étape ayant pour objectif de dresser un portrait de I’étendue du matériel et
méthodes d’étude. Quant au second chapitre, il est consacré aux résultats de cette recherche,
et aux discussions de ceux-ci. C’est un chapitre portant sur la prévalence de Nosema sp., la
prévalence de la loque américaine Paenibacillus larvae, la sensibilit¢ des deux races
d’abeilles A. m. intermissa et A. m. sahariensis pour la nosémose et 1’étude préliminaire sur
les mycoses affectant 1’abeille domestique A. mellifera intermissa. Enfin, une conclusion

génerale et perspectives seront exposes.
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I : Matériel et méthodes

Ce chapitre traite la méthode d’étude de la prévalence de la nosémose, Nosema
sp., de I’étude de la prévalence de la loque américaine Paenibacillus larvae, de 1’étude de la
sensibilité des deux races d’abeilles pour la nosémose et des mycoses affectant 1’abeille
tellienne Apis mellifera intermissa. Dans chaque étude, les sites des différents
échantillonnages sont exposés. Ainsi, toutes les explications utiles sur la méthodologie
adoptée pour I’étude sont données. L’analyse statistique choisie pour exploiter les résultats est

développée.
1.1. Prévalence de la nosémose, Nosema sp.
1.1.1. Echantillonnage

En juin 2013, 24 stations sont choisies. Elles étaient situées dans 10 régions en
Algérie : Alger, Tipaza, Médéa, Béjaia, Sétif, Batna, Khenchela, Tissemsilt, Sidi-Belabbes et
Tlemcen. Dans chaque station, 100 abeilles vivantes sont systématiquement prélevées
aléatoirement a I’intérieur des colonies, et placées immédiatement dans 1’éthanol absolu (100
%). Tous les symptomes ou anomalies observés a l’intérieur ou autour des ruches sont
relevés. Les échantillons sont conservés a -20°C jusqu’au moment de 1’étude. La localisation

des régions d’étude est illustrée dans la figure 1.
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Fig. 1- La carte d’Algérie avec la localisation des régions d’étude de la nosémose.
1: Tlemcen ; 2 : Sidi-Belabbes ; 3 : Tissemsilt ; 4 : Tipaza; 5 : Alger ; 6 : Médéa ; 7 : Béjaia ;
8 : Sétif ; 9 : Batna ; 10 : Khenchela.

1.1.2. Détection de la nosémose

Au laboratoire, les spores de Nosema sp. sont recherchées et comptées séparément
suivant le protocole proposé par 1’Office International des Epizooties (Fries et al., 2013 ; OIE,
2013). Au total, 164 recherches des spores sont effectuées. Les abdomens de 10 abeilles sont
broyés dans 2 ml d'eau distillée. La suspension est filtrée a travers du papier Whatman N°4
(Webster et al. 2004 ; Higes et al. 2007) dans un entonnoir mis dans un tube gradué a
centrifuger. Le tube et le filtre sont rinces avec 8 ml d’eau distillée. Le contenu des tubes est
égalisé avec de I’eau a 10 ml. La suspension est ensuite centrifugée a 800 g pendant 6 min. Le
surnageant est éliminée et le culot est remis en suspension avec 10 ml d’cau distillée. Un
volume d’échantillon de 15 pl est pris et dépose sous la lamelle d'un hémocytometre (cellule
de Malassez). Aprés quelques minutes les spores se déposent au fond de la chambre et le

comptage peut étre effectué sous microscope optique avec grossissement X 400. Les spores
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de Nosema apparaissent transparentes avec un contour sombre trés distinct (Fig. 2), mesurant

entre 5 et 7 um de longueur et 3 a 4 um de largeur.

Fig. 2- Les spores de Nosema sous microscope optique ; Longueur de bar : 10 um
(Photographie Fries et al., 1996)

1.1.3. Quantification du nombre de spores de Nosema

La quantification du nombre de spores est obtenue en utilisant la cellule de
Malassez (longueur 0,25 x largueur 0,20 x profondeur 0,20 en mm). Elle posséde un
quadrillage spécifique comportant 100 rectangles. Parmi les 100 rectangles totaux, on trouve
25 rectangles qui sont divisés en 20 petits carrés afin de faciliter le comptage (annexe 3). Le
comptage se fait sur 5 cadres, ce qui dans la cellule de Malassez représentent un volume de
0,05 mm? qui doit étre divisé pour le volume de dilution de I’échantillon (10 ml) pour obtenir
le nombre de spores final (OIE, 2013).

1.1.4. Classification de I’infection par la nosémose

L’échelle de classification de 1’infection utilisée pour déterminer le degré de
I’infestation des colonies d’abeilles par la nosémose en fonction du nombre de spores

(Soerensen, 2009) est la suivante :
1 : Tres forte infection (plus de 5 millions de spores par abeille) ;
2 : Forte infection (>2 a 5 millions de spores par abeille) ;

3 : Faible infection (0,5 a 2 millions de spores par abeille) ;
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4 : Tres faible infection (moins de 0,5 million de spores par abeille) ;
5 : Absence de I’infection (0 spore par abeille) ;

1.1.5. Analyses statistiques

Les analyses statistiques sont effectuées en utilisant XLSTAT 7.5.2. Pour comparer
les niveaux des infections entre les régions et entre les ruches, le test de multiples
comparaisons était choisi. Nous avons employé I’analyse de Newman-Keuls (SNK) pour
différencier les groupes homogénes. La signification x = 0.05 dans ANOVA était choisie. Les
abeilles sont placées dans des groupes dont elles sont échantillonnées a partir de différentes
régions. Ces groupes ont permis la comparaison entre les régions. Les abeilles prélevées de

différentes ruches sont comparées de la méme fagon.

Pour étudier la corrélation entre les taux des infections et le nombre moyen de spores, la
comparaison de deux échantillons appariés (Le test de Wilcoxon est centré, réduit et testé par
rapport a la loi normale; le test bilatéral dans XL STAT 7.5.2.) était utilisée avec la

signification yx = 0.05.

Pour analyser les échantillons Nosema-négative, les données des niveaux des infections sont
analysées par ACP (Analyse des composants principaux) dans Statistica 6, qui est utilisee
pour modéliser la proportion de la population infectée, basée sur la ruche, la région et le

niveau d'infection comme des facteurs.
1.2. Prévalence de la loque américaine Paenibacillus larvae
1.2.1. Echantillonnage

I’échantillonnage est effectué dans 11 régions du territoire national & savoir Alger,
Batna, Bouira, Boumerdes, Khenchela, Médéa, Sétif, Sidi belabbes, Tipaza, Tissemsilt et
Tlemcen (Fig. 3), réparties entre 24 stations (24 ruchers). En totalité, les prélevements sont
effectués sur 105 colonies choisies aléatoirement dans les stations d’étude. Pour chaque
colonie, 100 abeilles vivantes sont prélevées et mises immédiatement dans 1’éthanol absolu

(100 %) a -20°C pour les conserver, afin de faire des analyses au laboratoire.
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Fig. 3- La carte d’ Algérie avec la localisation géographique des régions d’étude de la
prévalence de la loque américaine P. larvae
1:Tlemcen ; 2 : Sidi-Belabbes ; 3 : Tissemsilt ; 4 : Tipaza ; 5: Alger ; 6 : Médéa ; 7 :
Boumerdes ; 8 : Bouira ; 9 Sétif : 10 : Batna ; 11 : Khenchela.

1.2.2. Identification de la loque américaine

Le diagnostic de la loque américaine est basé sur l’identification de [’agent
pathogene (OIE., 2014). La bactérie Paenibacillus larvae, peut étre identifiée par 1’utilisation
de la méthode biologie moléculaire (De Graaf et al., 2013) ou par des tests biochimiques
(OIE, 2014).

1.2.2.1. Préparation de milieu de culture

Le milieu de culture sélectif MYPGP est utilisé pour la mise en évidence de
Paenibacillus larvae (Dingmann et Stahly, 1983). Il est composé de 10 g de Bouillon
Mueller-Hinton (Oxoid CM0405), 15 g d’extrait de levure, 3 g de phosphate de potassium
(K2P0O4), 2 g de glucose, 1 g de pyruvate de sodium (C3H3NO3) et de 20 g d’agar.
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Tous les ingrédients mentionnés sont versés dans un flacon de 1000 ml, ensuite compléter le
flacon jusqu’a 1000 ml par ’cau distillée. Le milicu est stérilisé aprés homogénéisation a
120°C pendant 1 heure. La gélose préparée est coulée dans les boites de Pétri pour 1’isolement

de la bactérie.
1.2.2.2. Préparation des échantillons

Le diagnostic de certitude nécessite la culture et I’identification de la bactérie
(De Graaf et al., 2013 ; OIE, 2014). Une partie du préelevement est mise en suspension dans de
I’eau stérile puis chauffée a 80°C durant 20 minutes pour ¢éliminer toutes les bactéries non
sporulées (Lindstrom et Fries, 2005) (annexe 4). Car P. larvae est une bactérie génératrice de
spores, son isolement dans les échantillons biologiques est typiquement précédé par une étape
de traitement thermique pour tuer tous les micro-organismes végétatifs. Cette étape réduit de
maniere significative le risque que les colonies de P. larvae soient masquées par des
concurrents (OIE, 2014).

1.2.2.3. Ensemencement et incubation

Le prélevement est ensuite ensemencé sur une gélose MYPGP (Dingman et
Stahly, 1983). Ce milieu donne de meilleurs résultats surtout s’ils sont incubés en présence de
5% de CO.. Apres 2 a 4 jours d’incubation a 35-37°C, les colonies suspectes (petites colonies
grisatres, d’aspect butyreux et a contour régulier) sont identifiées (OIE, 2014 ; De Graaf et al.,
2013).

1.2.2.4. Test de confirmation de P. larvae

Pour identifier la bactérie P. larvae, des tests macroscopiques,
microbiologiques, physiologiques et autres tests biochimiques étaient utilisés.

1.2.2.4.1. Examen macroscopique

La morphologie des colonies de P. larvae (Fig. 4) ensemencées sur
une gélose MYPGP se differe d’une souche a une autre (De Graaf et al., 2006 ; OIE, 2014 ;
De Graaf et al., 2013).

Selon De Graaf et al. (2006) et OIE (2014), Sur la gélose PLA, les colonies de P. larvae sont

petites, de couleur vert pale ou jaune (la méme couleur que le milieu), avec une surface
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rugueuse legerement opaque ; le centre est parfois surélevé. Sur la gélose MYPGP, les
colonies sont petites, régulieres, en général rugueuses, plates ou surélevées, blanchatres ou
beiges. OIE (2014) a signalé que les colonies de P. larvae sont petites, réguliéres, luisantes,
butyreuses et grisatres, sur la gélose au sang de Colombie (CSA). Pour cette étude, nous

avons utilisé la gélose MYPGP, pour I’isolement de la bactérie.

Fig. 4- Caractérisations morphologiques des colonies de différentes souches de Paenibacillus

larvae ensemencees sur différents milieux de culture : Photographie Alippi (1992) cité par
OIE (2014)

Apparence de colonie de Paenibacillus larvae cultivée sur la gélose MYPGP : (a) la souche
ATCC 95457, (b) la souche PL SAG m290 et (c) la souche NRRL B-14154.
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Apparence de colonie de Paenibacillus larvae cultivée sur la gélose au sang de Colombie
(CSA agar) : (d) la souche ATCC 95457 et (e) la souche PL SAG m290. Photographie Alippi
(1992) cité par OIE (2014).

1.2.2.4.2. Examen microscopique

Les souches de Paenibacillus larvae sont constituées de bacilles aéro-
anaérobies, droits ou légerement incurvés, aux extrémités arrondies, de 1,5 a 6 um de
longueur sur 0,5 um de diamétre. lls se présentent de maniére isolée ou groupés en chaines,
parfois mobiles, présentant une spore ovoide, centrale ou sub-terminale pouvant déformer la
cellule bactérienne (De Graaf et al.,, 2006). La sporulation ne s’accompagne pas de la
formation d’un cristal parasporal (OIE, 2014).

L’examen microscopique aprés une coloration des spores permet la mise en évidence de
nombreuses spores qui ne peuvent pas étre différenciées des spores des autres especes des
genres Paenibacillus ou Bacillus (OIE, 2014). La coloration de Gram est une coloration
différentielle. Elle permet de classer les bactéries en deux groupes sur base de la perméabilité
de leur paroi a I’Alcool (ou a I’ Alcool/Acétone). Cette perméabilité dépend de la composition
de la paroi bactérienne (épaisseur de la paroi liée a sa richesse en peptidoglycanes) et n’est
pas absolue. D’ou la difficulté technique d’une bonne coloration de Gram. Cette technique
garde toute sa pertinence, méme dans un laboratoire plus sophistiqué en raison de sa rapidité

et de I’orientation diagnostique qu’elle donne (Gillet et al., 2009).

La coloration de Gram consiste a soumettre un frottis bactérien sec et fixé a 1’action d’un
colorant primaire violet (violet de gentiane dans le cas de la coloration de Gram classique),
puis a un mordancage au Lugol (solution iodo-iodurée). A ce stade le cytoplasme de toutes les

bactéries est coloré en violet.

L’étape suivante, la plus délicate, est la différentiation a 1’alcool. Elle consiste a soumettre les
bactéries ayant subi la coloration primaire violette a I’action contrélée de 1’éthanol. Certaines
bactéries dont la paroi est imperméable a 1’alcool dans des conditions opératoires de la
coloration restent colorées en violet, elles sont Gram positif. D’autres, dont la paroi est
perméable a I’alcool dans les mémes conditions, sont des Gram négatif. A I’issu de 1’étape de
différentiation, les bactéries Gram positif sont colorées en violet, les bactéries Gram négatif
sont incolores. La derniere étape est la coloration secondaire dite coloration de contraste qui
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consiste a soumettre le frottis a un colorant rose (la fuchsine pour le Gram classique). La
coloration terminée, observer la préparation avec 1’objectif x 100 a immersion (Gillet et al.,
2009).

1.2.2.4.3. Tests de confirmation biochimique de P. larvae

Pour confirmer la présence de P. larvae dans les échantillons, nous
avons utilisé plusieurs teste de confirmation biochimique. Les caracteres bactériologiques, le
test de catalase, I’hydrolyse de la caséine, le test d’oxydase, le type respiratoire, 1’activité

hémolytique et les galeries biochimiques API 20 E sont utilisés dans cette partie.
1.2.2.4.3.1. Caractéeres bactériologiques de P. larvae

La bactérie P. larvae présente des caracteres positifs pour
I’hydrolyse de la caséine et de la gélatine, 1’acidification (sans gaz) de la N-
acetylglucosamine, du glucose et du tréhalose. Elle présente des caractéres négatifs pour la
catalase (la catalase peut étre, tardivement, faiblement positive), phénylalanine désaminase,
ONPG (Api 20E), uréase (Api 20E), indole, aussi pour I’acidification de I’amidon, de
I’arabinose, du maltose, du saccharose et du xylose. Autres tests sont variables pour cette
bactérie notamment la capacité de la réduction des nitrates, VP, de 1’hydrolyse de I’amidon,

de l’acidification du mannitol et de la salicine.
1.2.2.4.3.2. Test de catalase

Une goutte d’eau oxygénée a 3 % est placée sur une
culture en croissance active sur le milieu de culture (MYPGP). La plupart des bactéries
aerobies décomposent le peroxyde en eau et en oxygene, produisant une mousse
effervescente, mais P. larvae est presque toujours négatif pour cette réaction, ou légérement
positif (mais avec retard) (Haynes, 1972). La décomposition de I’eau oxygénée sous I’action
de la catalase se traduit par un dégagement gazeux abondant sous la forme de bulles.

L’absence de bulles constitue une réponse négative.
1.2.2.4.3.3. Hydrolyse de la caséine

L'hydrolyse de la caséine n'est pas recherchée couramment

(intérét pour le genre Bacillus). La casé€ine est un mélange complexe de protéines du lait. Une
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protéine est constituée d’assemblages des acides aminés et de Phosphoprotéine, étant tres

largement représentée dans le lait des mammiferes (vache 30 g/I, femme 9 g/l).

L’hydrolyse de la caséine est vérifiée sur gélose au lait (Fig. 5) et thiamine (par litre, gélose
20 g, extrait de levure 10 g, stérilisée a 121°C pendant 15 minutes). A 70 ml de milieu
refroidi, ajouter 30 ml de lait écrémé et 1,5 ml d’une solution de thiamine a 0,1% stérilisée par
filtration. Les boites de Pétri sont ensemencées et examinées apres 5 jours d’incubation a
36°C +£1°C. Une réaction positive est indiquée par I’éclaircissement du milieu sous et autour

de la zone de croissance de la colonie. Paenibacillus larvae induit une réaction positive.

Fig. 5- Gélose au lait (Originale)
1.2.2.4.3.4. Test d’oxydase

La recherche de [1'oxydase est une technique
d’identification concernant les bactéries a Gram négatif, les bactéries possédant I’enzyme
oxydase peuvent oxyder le N-diméthyle-paraphénylene diamine, ce qui donne des produits

violacés.

A I’aide d’une pince stérile, placer un disque d’oxydase sur une lame stérile. Choisir une
colonie bien isolée et représentative de la culture fraiche a tester. Puis, prélever la colonie
choisie a I’aide d’un batonnet ou d’une anse (ne pas utiliser d’anse de métal, a I’exception du
platine, cela peut provoquer des réactions faussement positives). Ensuite, frotter doucement la
colonie sur le disque et observer 1’apparition d’une coloration violette dans un délai de 30

secondes. L’absence de coloration ou coloration au-dela de 30 secondes constitue une réponse
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négative. Une réaction positive se traduit par une coloration bleu foncé a violet apparaissant

dans un délai de 30 secondes (Fig. 6).

A : Oxydase positive B : Oxydase négative
Fig. 6- Coloration des disques d’oxydase aprés leur frottement avec les bactéries (Originale)

1.2.2.4.3.5. Type respiratoire

L’étude du type respiratoire d’un micro-organisme permet
de définir ses rapports avec 1’oxygéne. Certaines bactéries nécessitent Oz, d’autres exigent
I’absence d’O2. Un milieu de culture spécifique de type gélose viande-foie (gélose VF) a été
utilisé, dont les caractéristiques sont les suivantes : Elle contient du glucose qui agit comme
réducteur et permet la diminution du potentiel d’oxydo-réduction. Elle ne contient pas de
nitrates qui pourraient permettre le développement en anaérobiose de bactéries aérobies

strictes ayant un nitrate réductase. Elle présente un gradient de pression partielle en oxygéne.

Régénérer la gélose VF par ébullition au bain-marie bouillant pendant environ 30 minutes.
Nous pratiquons deux types d’ensemencement. Lorsque le milieu est encore liquide, vers
45°C, I'ensemencement se fait a I’aide d’une pipette Pasteur boutonnée introduite jusqu’au
fond du tube et on remonte en spirale, puis refroidir a I’eau courante. Quand le milieu est
solidifié nous ensemencons par la technique de la piqure centrale. En introduisant la pipette

jusqu’au fond et en remontant directement de fagon droite.

Pour éviter I’empéchement de la formation du gradient d’Oa, il n’est pas recommandé le
vissage de bouchon a fond. Ensuite, le tube est placé dans I'étuve (a 37°C) pendant 24 heures

pour faire la lecture comme indiqué dans la figure 7.
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Fig. 7- les différents types respiratoires des bactéries (Denis et al., 2007)

1 : colonies en haut du tube représentent des bactéries aérobies strictes.

2 : colonies dans tout le tube représentent des bactéries aéro-ana€robies.

3: colonies légerement sous la surface du tube représentent des bactéries micro-

aerophiles.

4 : colonies en bas du tube représentent des bactéries anaérobies strictes.
1.2.2.4.3.6. Etude de I’activité hémolytique

L’hémolyse est la destruction des globules rouge par les
bactéries et libérant ’hémoglobine, le milieu utilisé pour 1’étude de I’activité hémolytique est
la gélose au sang frais qui est un milieu de culture et d’isolement de bactéries exigeantes (Sans

besoin de facteurs particuliers).

La préparation de ce milieu se fait a partir d’une gélose base sang a laquelle nous ajoutons du
sang frais (pour un flacon de 250 ml de gélose base sang nous ajoutons 12,5 ml du sang frais).
Liquéfier la base au bain-Marie bouillant. Puis, attendre son refroidissement & 45°C (milieu
en surfusion) et ajouter stérilement le volume du sang frais (le sang ne doit pas étre sorti au
dernier moment du réfrigérateur, sinon il y aura prise en masse du milieu au moment de
I’addition du sang). Homogénéiser en faisant rouler le tube entre les mains, en évitant la
formation de bulles puis couler en boite de Pétri en évitant la formation de bulles. La lecture

se fait selon 1’aspect de I’hémolyse (fig. 8).
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Fig. 8- Aspect de I’hémolyse partielle et totale par les bactéries sur milieu GSF (la gélose au
sang frais). (Cain et al., 2015)
A : Colonies entourées d’un halo clair: béta-hémolyse (hémolyse totale); B: Colonies
entourées d’un halo verdatre : alpha-hémolyse (hémolyse partielle) ; C : activité hémolytique

négative : gamma-hémolyse.
1.2.2.4.3.7. Galeries biochimiques

Le kit de diagnostic APl 20 E a été utilisé pour une
caractérisation biochimique de P. larvae. La galerie APl 20 E comporte 20 micro-tubes
contenant des substrats déshydratés (Fig. 9). Les micro-tubes sont inoculés avec une
suspension bactérienne qui reconstitue les tests. Les réactions produites pendant la période
d'incubation se traduisent par des virages colorés spontanés ou révélés par l'addition de
réactifs. La lecture de ces réactions se fait a 'aide d’un tableau de lecture et I'identification est

obtenue a 1'aide d’un catalogue analytique ou d'un logiciel d'identification.

Fig. 9- Le kit de diagnostic API 20 E (Originale)

28



Chapitre I- Matériels et méthodes | 2017

ONPG : Détermination de la présence de I’enzyme B-galactosidase. ADH : Transformation de
I’arginine (acide aminé) par I’arginine déshydrolase. LDC : Transformation de la lysine (acide
aminé) par la lysine décarboxylase. ODC : Transformation de 1’ornithine (acide aminé) par
I’ornithine décarboxylase. CIT : Utilisation du citrate comme seule source de carbone. H2S :
Production du sulfure d’hydrogéne (H2S) a partir du thiosulfate (S?0%). URE : Libération
d’ammoniac a partir de I'urée grace a I’uréase. TDA : Formation de 1’acide indole pyruvique
a partir du tryptophane (acide aminé) grace a tryptophane désaminase. IND : Formation
d’indole a partir du tryptophane (acide aminé). VP : Formation d’acétoine a partir du pyruvate
de sodium. GEL : Liquéfaction de la gélatine (protéine).

Production de 1’acide en conditions aérobies a partir d’un hydrate de carbone (tester la
capacité pour la fermentation des sucres) :

GLU (glucose) ; MAN (mannitol) ; INO (inositol) ; SOR (sorbitol) ; RHA (rhamnose) ; SAC
(saccharose) ; MEL (mélobiose) ; AMY (amygdaline) ; ARA (L+arabinose).

1.2.2.4.3.7.1. Préparation de la galerie

Il faut réunir le fond et le couvercle d'une
boite d'incubation. Puis, répartir environ 5 ml d'eau distillée ou déminéralisee dans les
alvéoles pour créer une atmosphére humide. Eviter d’utiliser d’eau avec additifs ou dérivés
susceptibles de libérer des gaz comme le COa. 11 est préférable d’inscrire la référence de la
souche sur la languette latérale de la boite (ne pas inscrire la référence sur le couvercle, celui-
ci pouvant étre déplace lors de la manipulation). Enfin, sortir la galerie de son emballage et la

placer dans la boite d'incubation.
1.2.2.4.3.7.2. Préparation de I’inoculum

A I’aide d’une anse de platine, prélever une
seule colonie bien isolée sur milieu gélosé dans un tube contenant 5 ml d’eau distillée stérile.
Puis bien agiter a 1’aide d’un vortex. Utiliser préférentiellement des cultures jeunes (18-24
heures).

1.2.2.4.3.7.3. Inoculation de la galerie

Introduire la suspension bactérienne dans
les tubes de la galerie a I'aide de la méme pipette. Poser la pointe de la pipette sur le coté de la

cupule, en inclinant légérement la boite d'incubation vers 1'avant afin d’éviter la formation de
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bulles au fond des tubes. Pour les tests CIT, VP et GEL, remplir le tube et la cupule. Quant
aux autres tests, les tubes uniquement doivent étre remplis (et non pas les cupules).
Concernant les tests ADH, LDC, ODC, H2S et URE, la création d’une anaérobiose est
obligatoire en remplissant leur cupule d'huile de paraffine. Par la suite, refermer la boite
d'incubation et incuber a 37°C pendant 18-24 heures.

1.2.3. Analyses statistiques

Les analyses statistiques sont exécutées en utilisant SAS. 9. Sur 105 observations
(colonies), la procédure GENMOD du SAS a été utilisée, qui permet de speécifier la
distribution binomiale du variable. Les facteurs fixes sont les régions et les ruchers a
I’intérieure des régions, ruchers (régions). Le facteur variable choisi pour cette analyse est la
présence de la maladie. Autrement dit, nous voulons connaitre les effets des différentes
régions et des différents ruchers a I’intérieure des régions sur la fréquence et la distribution de
la maladie a travers le territoire national. La signification est choisie pour une valeur de p =
0,05.

La procédure GENMOD du SAS a été utilisee pour ajuster le modeéle linéaire genéralisé

(GLM) en spécifiant les instructions générales suivantes dans I'éditeur du package SAS :

proc genmod data=dataloque;

class REGIONS RUCHERS ;

model PRS = REGIONS RUCHERS (REGIONS) / dist = BINOMIAL
typel type3;

RUN;

Il est a noter que la distribution binomiale est spécifiée avec 1’option ‘distribition’
(dist=binomial), dans la déclaration du modele, les options statistiques type 1 et type 3 sont

utilisés.
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1.3. Sensibilité des deux races d’abeilles A. m. intermissa et A. m. sahariensis pour la

nosémose

Une étude préliminaire menée pendant le mois d’aout 2015, nous a permis de tester la
résistance des deux races d’abeilles contre la nosémose. L’expérience a compris 1’inoculation
d’une dose de spores de Nosema sp. 100 000 spores /abeille (Malone et al., 1998 ; Malone et
al., 2001 ; Higes et al., 2007 ; Higes et al., 2008a ; Fries et al., 2013), et un groupe témoin.
Trois répétitions pour chaque modalité sont réalisées a partir d’une colonie d’abeille
domestique du rucher expérimental de département de zoologie agricole et forestiere ENSA
d’El-Harrach. Chaque répétition avait 20 abeilles placées dans une cage type « Pain » (12 x 11
x 8 cm). Les abeilles de chaque cage sont nourries avec du candie (sucrose et miel) et ont regu

de ’cau. Elles sont entretenues jusqu’au 4™ jour.
1.3.1. Protocole expérimental

Le protocole comprenait les étapes suivantes : 1I’isolement des spores de Nosema sp.
a partir des abeilles infectées. Ensuite, I’inoculation individuelle d’une dose de spores dans
des abeilles. Enfin, mesure quotidienne de la mortalité des abeilles et quantification du niveau

de spores de Nosema sp.
1.3.1.1. Emploi des cages de contention

Les cages de contention de type Pain (12 x 11 x 8 cm) sont en bois, fermées
sur deux cotés par des plaques fines de plexiglas amovibles et percées d’orifices permettant
I’aération. Le dessus de la cage est constitué d’une plaque en bois fixe, percée de deux
orifices (fig. 10). Ces derniers permettent le passage de deux tubes a essai de 5 ml servant
d’abreuvoir et de nourrisseur (Labrosse, 2003 ; Chahbar, 2013).
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Fig. 10- Dispositif expérimental, schéma d’une cage Pain et des tubes nourrisseurs

(Labrosse, 2003)
1.3.1.2. Type de nourrissement

L’alimentation peut influencer la longévité de 1’abeille (Schmidt et al., 1987),
la réponse immunitaire contre 1’infection par la nosémose (Alaux et al., 2010b) et le
développement des spores de Nosema. De ce fait, il est primordial de considérer attentivement
I’aliment a fournir pour les abeilles en expérimentation. Les chercheurs doivent maintenir
I’abeille a tester dans des conditions optimales. Selon Barker et Lehner (1978), 1’abeille est

capable de survivre pour une longue période par une solution de saccharose 50 %.
1.3.1.3. Obtention des abeilles

En suivant la méthode de Williams et al. (2012), Human et al. (2013) et
Williams et al. (2013), des abeilles sont prélevées la veille de ’essai a I’intérieur des cadres
de couvain a partir des colonies d’abeilles domestiques A. m. intermissa et A. m. sahariensis
(fig. 11) et placées dans des groupes aprés une soumission a une anesthésie par dioxyde de
carbone (CO2). Chaque groupe de 20 abeilles est mis dans une cage type pain (Fig. 12). Ces
groupes d’abeilles sont placées a 1'obscurité dans une enceinte climatisée a 25 + 2 °C et a une
humidité relative comprise entre 50 et 70 %. Des abeilles supplémentaires sont a prévoir pour

remplacer les individus morts ou présentant des comportements anormaux.
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L’absence de spores chez les abeilles est vérifiée sur un échantillon prélevé de chaque cadre et

analysé selon le protocole de 1’Organisation Mondiale de la Santé Animale (OIE, 2014) et
Fries et al. (2013).

* .;ﬂ’."p‘

Fig. 11- Les deux races d’abeilles domestiques existantes en Algérie ; a gauche, I’abeille
tellienne A. m. intermissa ; a droite, I’abeille saharienne A. m. sahariensis (Originale)

Fig. 12- Cages de contention de type Pain placées dans une étuve lors de ’essai (Originale)
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1.3.1.4. Obtention de spores de Nosema sp.

Les spores de Nosema sp. sont fraichement isolées a partir d’une colonie
infectée. L’extraction des spores est réalisée selon le protocole de Malone et al. (1998) et
I’OIE (2014). Une solution de 50.000.000 spores/ml est obtenue et & partir de laquelle les
doses de spores sont préparées. Cette solution de spores est préparée le jour méme de

I’inoculation.
1.3.1.5. Concentration de la suspension de spores

La dilution de la suspension purifiée de spores en une concentration finale
choisie (50.000.000 spores/ml) peut étre performée en utilisant la formule proposée par Fries
etal. (2013) :

CiV1=CyVy;

Dont : C:: la concentration initiale ; V1 : le volume initial ; C». La concentration finale ; V2 :

le volume final ;
1.3.1.6. Inoculation des spores de Nosema sp.

Plusieurs travaux de recherche sont menés pour 1’inoculation individuelle de
la suspension de spores dans 1’abeille domestique afin d’assurer 1’exposition de cette abeille a
une dose de spores connue (Higes et al., 2007; Paxton et al., 2007; Maistrello et al., 2008;
Forsgren et Fries, 2010). Pour connaitre les effets précis d’une dose de spores de Nosema sp.,
les abeilles doivent étre nourries individuellement par une suspension qui contient un nombre

déterminé de spores (Fries et al. 2013).

Les abeilles sont collectées et laissées jelner pendant 2 heures, puis elles sont nourries
individuellement avec 2 pl de sirop contenant une concentration de spores définie (100 000
spores). Le dosage est fait a I’aide d’une micropipette pendant que 1’abeille était maintenue
délicatement avec une pince par le thorax (fig. 13) en suivant la méthode utilisée par Fries et
al. (1992) et Higes et al. (2007).

Cet essai comprend les témoins a 1’aide d’une solution de saccharose. 2 pl de sirop sont
inoculés individuellement dans les abeilles. Les témoins permettent d’estimer la mortalité

naturelle et de vérifier la qualité des abeilles utilisées dans 1’essai.
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Fig. 13- Inoculation individuelle de sirop contenant une dose de spores dans une abeille
domestique (Originale).
A : Micropipette contenant une dose de spores de Nosema ; B : La langue de 1’abeille ; C:
Abeille maintenue par une pince (Originale).

1.3.1.7. Mesure de la mortalité des abeilles et quantification du niveau de spores

de Nosema sp.

Pendant I’expérimentation les abeilles mortes sont dénombrées
quotidiennement. La quantité de spores, obtenue aprés I’inoculation, est estimée
individuellement a partir des abdomens (Malone et Giacon, 1996 ; Fries et al., 2013 ; OIE,

2013 ) jusqu’au 4™ jour de vie des abeilles.

Les mortalités sont exprimées en pourcentage par rapport a la population initiale apres les
avoir corrigées préalablement selon la formule d’ABBOT (1925) :

M:(P_TJ x 100
S

M : Mortalité corrigée exprimée en pourcentage de la population initiale ;
P : Pourcentage de morts dans la population traitée ;
T : Pourcentage de morts dans la population témoin ;

S : Pourcentage de survivants dans la population témoin ;

35



Chapitre I- Matériels et méthodes | 2017

1.3.2. Analyses statistiques

Pour étudier la sensibilité des deux races d’abeilles pour la nosémose, la procédure
GLM a éte utilisée avec la sélection du model ANOVA Means LSMeans du SAS 9. En effet,

les expressions suivantes sont utilisées dans 1’éditeur du SAS 9 :

data sensibilité ;
input Traitement répétition jour mortalité ;
datalines ;
ods select Model ANOVA Means LSMeans ;
proc glm data = sensibilité ;
class Traitement répétition jour;
model mortalité = Traitement répétition jour ;
means Traitement ;
Ismeans Traitement ;
run ;

ods select all ;

La relation entre le nombre de spores de Nosema et la mortalité chez I’abeille saharienne A.
m. sahariensis, était étudiée en utilisant la procédure REGRESSION du SAS 9. La formule

suivante était copi¢e dans 1’éditeur du SAS 9 :

data corrélation ;
input MortalitéCorrigée Nombredespores ;
datalines ;
proc reg data=corrélation ;
model MortalitéCorrigée = Nombredespores ;
plot MortalitéCorrigée * Nombredespores / cframe=ligr ;

run ;
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1.4. Etude préliminaire sur les mycoses affectant 1’abeille domestique A. mellifera

intermissa

Notre travail est effectué au laboratoire de biotechnologie microbienne, Faculté des
Sciences de ’'université de Boumerdes. Il porte sur I’isolement et I’identification des mycoses
qui attaquent ’abeille domestique locale Apis mellifera intermissa ainsi que la détermination
de leur prévalence dans quelques régions algériennes. En plus, une étude approfondie est

menée sur Ascosphera apis, champignon affectant cette abeille domestique.
1.4.1. Echantillonnage

Les prélevements sont effectués sur des larves, des abeilles adultes, de la cire battue
a I’intérieur des colonies et sur des larves momifiées devant les entrées des ruches. SiX
ruchers sont choisis situés dans quatre régions a savoir Alger, Blida, Boumerdes et Msila.
L’échantillonnage était sélectif, basé sur des signes cliniques des maladies fongiques. Toutes
les colonies échantillonnées, en totalité 36 colonies, ont présenté des symptdémes cliniques
d’infection par les mycoses. Les anomalies observées a I’intérieur ou autour des ruches sont
relevées. Dans chaque ruche, les échantillons (larves, cire battue et abeilles) présentant des
anomalies et des signes d’infection par les champignons sont prélevés, mis dans des boites de
Pétri et placés immédiatement a -20°C pour les conserver, afin de les analyser ultérieurement

au laboratoire. La localisation des régions d’étude est illustrée dans la figure 14.
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Fig. 14- La carte d’ Algérie avec la localisation des régions d’étude des mycoses affectant

I’abeille domestique Apis mellifera intermissa
1.4.2. Isolement des champignons

Une partie de chaque prélevement infecté (cire battue, larve et abeille) est déposée
stérilement et individuellement dans une boite de Pétri contenant le milieu PDA/Sabouraud
aprés un ringage par 1’hypochlorite de sodium a 10 % pendant 10 min. Aprés un lavage dans

deux bains successifs par 1’eau distillée, il faut incuber la boite & 28°C pendant 5 jours.
1.4.3. Purification

La purification a pour but I’obtention de colonies fongiques pures, spécifiques, afin
d’identifier les champignons en cause. A 1’aide de I’extrémité inférieure d’une pipette Pasteur
stérile, nous coupons des disques mycéliens puis les transférer dans un nouveau milieu PDA,
tout en prenant soin de mettre le mycélium en contact avec le milieu PDA. Il faut ensuite,
incuber les boites de Pétri contenant les colonies fongiques a 28°C pendant 5 jours.

L’opération doit étre reprise jusqu’a I’obtention des colonies pures.
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1.4.4. Méthode d’identification

Les souches fongiques mises en causes sont identifiées en utilisant des examens et

des observations macroscopiques et microscopiques.
1.4.4.1. Examen macroscopique

Il faut observer attentivement dans un endroit bien éclairé I’aspect du
champignon, en vérifiant 1’homogénéité des colonies (I’obtention des colonies identiques).

L’examen macroscopique est basé sur les caractéres suivants :

- La consistance de la colonie : glabre, duveteuse, poudreuse, platreuse, soyeuse,

laineuse ou floconneuse ;
- Lasurface : plane, en déme, plissé ou cérébriforme ;
- Laprésence de rayons : fins ou larges, courts ou longs s’en forgant dans la gélose ;
- Lacouleur de recto-verso de la boite de Pétri qui contient la souche fongique isolée ;
- Laprésence d’un pigment diffusible dans la gélose.
1.4.4.2. Examen microscopique

Les observations sous microscope concernent la morphologie des spores, leur
taille et surtout la fagcon dont elles sont rattachées aux filaments (isolées en chaines ramifiées,
présence de produits phialides, ...etc). Cet examen peut se faire par un montage entre lame et

lamelle avec 1’ajout d’une goutte de bleu de méthyléne ou d’une goutte d’eau distillée stérile.
1.4.4.2.1. Technique du drapeau ou du ruban adhésif

Un morceau de ruban adhésif transparent d'environ 3 cm est appliqué
délicatement sur la colonie a 1’aide d’une pince. Pour assurer une bonne adhésion on passe le
pouce sur le ruban adhésif de maniere a obtenir I'empreinte de la colonie. Le ruban est ensuite
placé sur une lame en verre qui sera utilisée pour une observation microscopique. Cette
technique permet aux spores et au mycélium d’adhérer a la surface du ruban adhésif, ce qui
nous permet de les identifier directement au microscope optique. Dans le cas d’une lecture
directe au microscope, les spores de morphologie caractéristique peuvent étre identifiées sans
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équivoque (Alternaria, Cladosporium, Stachybotrys...), alors que les spores de faibles
diametres et présentant des ornementations sommaires ne peuvent étre différenciées

(Penicillium, Aspergillus).
1.4.4.2.2. Préparation microscopique

La préparation est effectuée en prélevant une fraction de mycélium
avec une aiguille stérile a I’extrémité de la colonie (car les structures fertiles sont jeunes et le
nombre de spores n’est pas excessif). Cet inoculum est déposé sur une lame contenant une
petite goutte d’eau, ensuite il faut remuer délicatement pour avoir une préparation homogeéne.
L’ensemble est recouvert d’une lamelle tout en évitant la formation des bulles d’air. Ensuite,

observer rapidement au microscope optique au grossissement GX 100 puis GX 400.

1.4.5. Caractérisation morphométrique de différentes formes de champignon

Ascosphera apis

Les différentes formes de champignon A. apis sont caractérisées par 1’utilisation de
I’oculaire micrométrique. L’exactitude du diagnostic de multiple microorganismes repose sur
la précision des techniques d’examen et sur la morphologie (Thienpont et al., 1995). Cette
partie a pour but de décrire les caractéristiques des différentes formes de résistance et de

croissance d’A. apis.

De ce fait, nous avons réalisé des mensurations sur les formes de résistance, notamment les
diametres des kystes et des spores en suivant la méthode décrite par (Thienpont et al., 1995)
et en utilisant un oculaire micrométrique. Les hyphes représentant la forme de croissance d’A.

apis sont mensurés de la méme facon.

Pour faire les mesures, il faut remplacer I’oculaire normal par I’oculaire micrométrique. Puis,
nous deplagons la platine de telle sorte que le bord de I’objet a mesurer coincide avec la ligne
zéro de D'oculaire micrométrique. Il faut compter ensuite le nombre de subdivisions
recouvertes par cet objet et y évaluer éventuellement la longueur dépassant la derniére
subdivision. 1l faut multiplier ensuite le nombre de subdivision par I’index micrométrique
(Thienpont et al., 1995).

L’index micrométrique : L’oculaire micrométrique est un oculaire spécial sur lequel est

gravée une échelle graduée. Pour un étalement de microscope avec 1’objectif (X10), chaque
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subdivision de I’oculaire micrométrique correspond pour cet objectif & 15 pum. Avec 1’objectif
(X40), chaque subdivision de I’oculaire micrométrique correspond a 3,75 um. Pour 1’objectif

(X100), chaque subdivision correspond a 1,5 um (Thienpont et al., 1995).
1.4.6. Etude de la croissance mycélienne de champignon Ascosphera apis

Cette partie porte sur ’identification des facteurs optimaux pour la croissance myceélienne de
champignon A. apis a savoir la temperature et la durée de germination. La souche d’A. apis a
été isolée a partir des larves momifiées issues des infections par 1’ascosphérose. La croissance
mycélienne était estimée quotidiennement jusqu’au 8°™ jour d’incubation & différentes

températures (10, 15, 20, 25, 30 et 35°C).
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I1- Résultats et discussions

Les résultats d’étude de la prévalence de Nosema sp., de la prévalence de la
loque américaine Paenibacillus larvae, de 1’étude de la sensibilité des deux races d’abeilles
Apis mellifera intermissa et Apis mellifera sahariensis et de I’étude des mycoses affectant

I’abeille A. m. intermissa sont exploités et discutés dans ce chapitre.
2.1. Prévalence de Nosema sp.

Cette étude fournit la premiere description spatiale de la présence de Nosema sp. en
Algérie, En effet, nous avons déterminé la présence de Nosema sp. dans les différents

prélevements effectués.
2.1.1. Echantillons analysés

Les prélevements des abeilles sont effectués dans 164 colonies, situées dans 24
stations en Algérie. Les intestins de I’abeille domestique Apis mellifera intermessa sont
examinés sous microscope optique avec grossissement GX 400 pour détecter la présence de
Nosema sp. Les résultats de 1’analyse de 164 recherches de Nosema sp., sont mentionnés dans
le tableau 1 et la figure 15. La localisation des régions d’étude est illustrée dans la carte
d’Algérie afin de visualiser la distribution de la nosémose (fig. 16). Parmi les 164 colonies
surveillées, Nosema est détectée dans 108 (65,85 %) colonies réparties dans 10 régions a
savoir Alger, Médéa, Tipaza, Béjaia, Sétif, Batna, Khenchela, Tissemsilt, Sidi-Belabbes et

Tlemcen.
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Tableau 1- La localisation des stations d’étude, le nombre de spores de Nosema observée dans

les ruchers et le pourcentage des colonies infectées dans les stations

satons | et Dt | A% [ METLCADY WA 5 cre | 6 colonies
Alger 1 5 5 0 104 28 100 0
Alger 2 7 5 2 70 6 71,43 28,57
Alger 3 10 0 10 0 0 0 100
Tipaza 1 5 5 0 78 18 100 0
Tipaza 2 5 1 4 2 2 20 80
Médéa 2 1 1 36 36 50 50
Bejaia 5 3 2 20 14 60 40
Khenchela 1 6 3 3 6 2 50 50
Khenchela 2 3 1 2 2 2 33,33 66,67
Khenchela 3 5 2 3 44 2 40 60
Batna 1 10 9 1 40 2 90 10
Batna 2 8 7 1 10 2 87,5 12,5
Batna 3 4 2 2 4 4 50 50
Sétif 1 9 6 3 532 2 66,67 33,33
Sétif 2 8 8 0 124 2 100 0
Setif 3 9 6 3 168 2 66,67 33,33
Tissemsilt 1 5 2 3 6 4 40 60
Tissemsilt 2 5 2 3 6 6 40 60
Tlemcen 1 10 9 1 12 2 90 10
Tlemcen 2 9 7 2 6 2 77,78 22,22
Tlemcen 3 10 7 3 4 2 70 30
Sidi-BiIabbes 10 6 4 6 2 60 40
Sidi'Bg'abbes 7 5 2 14 2 71,43 28,57
Sidi-Belabbes 7 6 1 56 2 8571 | 14,29
o 164 108 | 56 532 2 6585 | 34,15
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Fig. 15- Pourcentage des colonies infectées par Nosema sp. dans les régions d'étude (Algérie)
durant le mois de Juin 2013 (n = 164).
Les abeilles de toutes les stations d’étude sont porteuses des spores de Nosema pendant la
période d’échantillonnage, a I’exception d’une seule station située a Alger dont la nosémose
n’a pas été détectée. Ces résultats sont obtenus a partir des analyses des abeilles prélevées en
juin 2013. Nous avons constaté que 65.85 % de ruches en Algérie étaient atteintes par la
Nosémose. Ces derniéres années, une plus grande incidence des infections de Microsporidia a
été rapportée en Algérie (fig. 15). Les infections par la nosémose sont encore présentes dans
les populations d'abeille en Algérie (Adjlan et al., 2012b). Des espéces de Nosema peuvent
étre accidentellement présentes dans un secteur par les importations des reines (Mufioz et al.,
2014). Mais en Algérie, les signes d’introduction de cette abeille n’ont pas été détectés
(Chahbar et al.,, 2013). Certaines conditions environnementales peuvent maintenir le
développement de la nosémose dans une région. En Algérie, depuis 2011, I’eucalyptus était
atteint par D’infestation de psylle de I’eucalyptus. L’infestation de ce suceur a comme
conséquence, l’apparition des galles au niveau des feuilles, enroulement des feuilles et
I’abondance de miellat favorisant 1’installation de fumagine qui attire les fourmis (fig. 17).

Selon Bruneau (2006), le développement de la nosémose et certains virus est favorisé par le
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miellat riche en sucres peu digestibles par 1’abeille (Ie mélézitose et le raffinose) et riche en
sels minéraux.
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Fig. 16- Distribution des sites d'échantillonnage d’abeille en Algérie, et les emplacements

approximatifs des 10 régions énumérés dans le tableau 1.
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Fig. 17- Dégats causés par I’infestation de psylle d’eucalyptus et ’abondance de miellats sur
les feuilles. A : Fourmi attirée par les sucres issus des résidus de psylle ; B : I’apparition des
galles sur les feuilles ; C : I’installation de fumagine sur le miellat secrété par le psylle et

enroulement des feuilles (Originale).
2.1.2. Distribution de la nosémose

La figure 16 représente une carte de la distribution d'espece de Nosema en Algérie,
faite a partir de I'analyse de 164 échantillons provenant de différentes régions du territoire
Algérien. Concernant la distribution de microsporidia (Nosema sp.), sa présence est
remarquable dans l'ensemble des régions d’étude en Algérie, car toutes les régions sont
positives pour Nosema. Ferndndez et al. (2012) ont trouve dans leur recherche que la
nosémose était présente a 100 % dans les endroits étudiés en Espagne, indiquant que ce
parasite était répandu dans tout le pays. Les especes de Nosema coexistent avec A. mellifera
en Europe depuis plus d'une décennie (Klee et al., 2007), au moins du milieu des années 90
aux USA (Chen et al., 2008). En Uruguay les infections avec des especes de Nosema
antidatent 1990 (Invernizzia et al., 2009b). Un manque d'échantillons historiques le rend
impossible de conclure pour combien de temps les especes de Nosema ont parasité A.
mellifera (Paxton, 2010).

2.1.3. Comptage de nombre de spores et niveaux d'infection

Le nombre de spores par abeille dans chaque colonie a été compté comme décrit
précédemment (Cantwell, 1970 ; OIE, 2013). Ce nombre oscillaient entre un minimum de
200.000 et un maximum de 53.200.000 spores par abeille (Fig. 18 et Fig. 19). La variation en
nombre de spores entre les colonies est large en juin 2013.
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Sur 108 colonies porteuses de spores de Nosema, 25,93 % (28 colonies) de colonies
présentent une forte infection dont 19 colonies (67,86 %) sont caractérisées par une tres forte

infection. En revanche, 74,07 % (80 colonies) ont une faible ou tres faible infection par la
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Fig. 18- Nombre de spores de Nosema sp. par abeille pour 164 colonies d'abeilles collectées
en Juin 2013. Les données ont été calibrées avec le nombre de spores a partir des données

microscopiques.
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Fig. 19- Nombres moyens de spores de Nosema par ruche et par région

Dans cette étude, un hémocytometre traditionnel a été utilisé pour quantifier le nombre de

spores de Nosema. La maniére la plus facile de compter les spores de Nosema est d'employer
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un hémocytométre traditionnel comme décrit par Human et al., (2013) et Cantwell (1970).
Dans notre étude, nous avons compté le nombre moyen de spores par abeille dans un
échantillon mis en commun pour I'évaluation de l'infection par Nosema dans une colonie
comme décrit par (Soerensen, 2009 ; OIE, 2013). Cependant, quelques études suggerent que
le degré d'infection doit étre estimé par la proportion d'abeilles infectées dans la colonie
(L'Arrivee, 1963 ; Doull, 1965 ; Higes et al., 2008a ; Botias et al., 2012). Fries et al. (1984),
ont trouvé une bonne corrélation entre la proportion d'abeilles infectées et le nombre moyen
de spores dans un échantillon d'abeilles mis en commun. Mais cette corrélation n'était pas
présente dans tous les cas (Higes et al., 2009b). Traver et al. (2012) ont constaté qu'il n'y avait
aucune différence significative dans les niveaux d'infection entre les abeilles prélevées de
différents endroits dans la ruche. L'évaluation de la proportion d'abeilles infectées dans une
ruche est beaucoup plus laborieuse que le comptage du nombre de spores dans un échantillon
mis en commun. Le prélévement mis en commun demeurera probablement un outil important

pour mesurer des infections dans les colonies (Fries et al., 2013).

Parmi les colonies infectées (108 colonies), plus de 74 % des colonies ont des faibles ou tres
faibles infections par la nosémose, ce qui peut justifier I'absence des symptdmes aigus de la
nosémose dans la majorité des colonies visitées. Cantwell (1970) a annoncé que l'intestin des

abeilles fortement infestées par Nosema sp. peut contenir jusqu'a 180 millions de spores.

Cette faible infection a été notée pour des abeilles prises en été (juin 2013). Juin est
caractérisé par une réduction de l'activité des abeilles en Algérie (Haderbache et al., 2013).
Les niveaux les plus élevés de N. ceranae ont été vus pendant le ressort (le printemps), juste
avant et pendant les écoulements maximum de nectar (Traver et al., 2012). Selon Fernandez
et Coineau (2007), la nosémose est plus fréquente au printemps et a la fin de I'niver tandis que
I'activité des abeilles est intensifiée pendant ces périodes, et est moins fréquente au début de
I'été. Martin-Hernandez et al. (2007) ont détecté les spores de N. ceranae durant toute I'année,
et il n y a ni saisonnalité ni cycle annuel d’infections. Cependant, cette étude précédente a été
basée sur le comptage traditionnel des spores. Contrairement a I'étude de Traver et al. (2012),
ou ils ont employé le comptage des spores par gPCR ; ils ont noté une saisonnalité d’infection
en utilisant des données de gPCR. Il soutient un précédent, constatant que les niveaux font

une pointe la fin du printemps et le début de I'été (Traver et Fell, 2011).
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2.1.4. Nosémose et le phénoméne d’effondrement des colonies (CCD)

Les infections de la nosémose peuvent étre présentes dans des colonies d'abeille
domestique sans causer l'effondrement ou la dépopulation des colonies. Certains auteurs
(Martin-Hernandez et al., 2007 ; Higes et al., 2007, 2008a, 2009b), ont noté que N. ceranae
cause l'effondrement d’une colonie aprés 18 mois d’infection quand cette colonie est laissé
sans contrble. Ces auteurs n'ont pas tenu compte des degres d'infection des colonies par la
nosémose. Nos résultats d’étude menée en 1'Algérie ont prouvé que la méme ruche parasitée
par Nosema sp. est restée vivante sans s'effondrer selon le questionnaire qui a été fait 19 mois

apres 1’échantillonnage.

Les données obtenues dans la présente étude sont complémentaires et conformées aux
résultats rapportés par Invernizzia et al. (2009b), dont les ruches ont été surveillées pendant
des décennies et ils ont noté qu’il n y a pas de corrélation entre l'arrivée des N. ceranae dans
les ruches et les pertes des ruches (CCD). Des données fiables suggérent fortement que ce
parasite puisse étre présent dans des colonies d'abeille pendant des périodes prolongées sans
causer des symptdmes ou des pertes de colonies (Paxton, 2010). La méme situation a été
montrée en Allemagne (Siede et al., 2008), et dans les populations d'abeille en Espagne
(Fernandez et al., 2012), car les ruches surveillées n‘ont donné aucun effet dévastateur tel que
décrit par Higes et al. (2009b).

En ce qui concerne les ruches échantillonnées dans cette étude, la majorité des colonies
prélevées est demeurée vivante, avec une production normale, selon les réponses des
apiculteurs, la raison principale de la mort des colonies était I’infestation de Varroa
destructor. L’étude de Bahreini et Currie (2015) a montré que les taux de mortalités causés
par la varroase different en fonction de différents génotypes d’abeilles. Donc la forte
infestation de V. destructor déclarée par les apiculteurs peut étre conséquente d’une faible
infection de 1’abeille domestique en Algérie par la nosémose. Selon Bahreini et Currie (2015),
une corrélation négative a été trouvée entre la nosemose et la varroase, et I’infection par

Nosema sp. limite I’infestation de Varroa destructor.

En plus, il est nécessaire de tenir compte des taux d'infection des colonies par la nosémose.
Dans cette étude 65.85 % des ruches portaient la maladie sans causer le CCD, qui peut étre

expliqué par les niveaux de I'infection, dont 74,07 % des ruches ont une faible ou trés faible
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infection par la nosémose. La destruction des colonies par cette maladie peut prendre place

quand le niveau d'infection sera fort.

Quant au questionnaire posé aux apiculteurs, plus de 90 % des apiculteurs ont des problémes
avec l'ectoparasite Varroa destructor. Les infestations par ces acariens associées
généralement avec 1’infection par des virus étant considérées comme la cause majeure des
pertes des colonies dans le monde entier (Dahle, 2010 ; Guzman-Novoa et al., 2010 ; Le
Conte et al., 2010).

L'exposition au parasite Varroa, ou aux virus et aux autres microorganismes portés par des
acariens, est connue par 1’affection des traits d'immunité chez les abeilles (Gregory et al.,
2005 ; Yang et Cox-Stimulent, 2007). Les infections par le virus des ailes déformées (DWV)
en combinaison avec Varroa destructor jouent un role important dans I'effondrement des
colonies d'abeille. Ceci est confirmé par des observations sur terrain et soutenu par une
approche modulante (Martin, 2001). Les interactions entre différents facteurs contribuent a

l'augmentation des pertes de colonies d'abeille (Retschnig et al., 2014).
2.1.5. Comparaison des niveaux des infections entre les régions et les ruches

Aucune relation significative n’a été trouvée entre la force des colonies et les
niveaux d'infection par Nosema ceranae. (Traver et al., 2012), celui-ci indiquent que des
colonies faibles peuvent étre fortement atteintes par N. ceranae, comme le méme niveau
d’infection peut toucher les colonies fortes (Traver et Fell, 2011). Nos résultats sont en accord
avec ceux des auteurs précités. Malgreé les diverses techniques qui ont été employeées par les
apiculteurs (selon le questionnaire) et la différence dans la force des colonies prélevées
(observations sur terrain), nous n'avons trouvé aucune différence significative entre les
niveaux des infections parmi les colonies (F de fischer = 1.534 ; ddl = 162 ; p = 0,579). De ce
fait, nous pouvons suggérer que les colonies étudiées ont les mémes niveaux d'infections.
Contrairement a I’étude de Bourgeois et al. (2010), ces chercheurs ont trouvé une différence
dans les infections des colonies par la nosémose. lls ont déclaré que la nature aléatoire de
I'échantillonnage peut également contribuer a la variation observée entre les colonies, car les
abeilles les plus agées sont les plus exposées a Nosema sp. et les abeilles prélevées peuvent
avoir différentes étapes de l'infection. Le rapport entre la forme végetative et le nombre de

spore changera avec I'étape de l'infection (Bourgeois et al., 2010).
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Dans notre étude, nous n'avons trouvé aucune différence significative (F de fischer = 2.495 ;
ddl = 162 ; p = 0,011) dans les niveaux des infections par Nosema sp. entre les abeilles
prélevées de différentes régions. Les mémes résultats ont été indiqués aux Etats-Unis (Traver
et al., 2012), il n'était également aucune différence significative dans les niveaux des
infections par N. ceranae entre des abeilles prélevées de différentes régions. L'étude des
populations locales d'abeille domestique a prouvé que des populations algériennes de A.
mellifera sont caractérisées par la variabilité élevée en termes de nombre d'alléles (Chahbar et
al., 2013; Loucif-Ayad et al., 2014).

2.1.6. Analyse des échantillons Nosema-négatifs par ACP

Des échantillons Nosema-négatifs ont été analysés par ACP dans Statistica 6. Les
régions et les ruches ne conditionnent ni la présence ni lI'absence de I'infection et n'ont pas des
effets directs sur les niveaux des infections par la nosémose (tableau 2 et figure 20). Nous
avons poussé l'analyse plus loin par la comparaison des moyennes deux a deux (test de
Newman-Keuls dans ANOVA). Le groupement a montré que les deux régions Tipaza et Sétif
ont une forte infection par la nosémose, et le reste des régions n'indiquons pas une différence
entre les infections (tableau 3), qui peuvent étre expliquées par la détection de deux especes
différentes de Nosema. Selon Chahbar et al. (2013), les populations de A. m. intermissa sont
caractérisées par une faible différenciation. De méme, les localités de la cote et des hauts
plateaux n’ont montré aucune différence significative malgré la distance géographique entre

elles (Chahbar et al. 2013).

Tableau 2- Pourcentage total de variance en utilisant I’axe 1,2 (ACP dans Statistica 6)

5 e

Valeurs Valeur propre % Variance Cumul de Cumul %
totale Valeur propre

1 2,037688 50,94219 2,037688 50,94219

2 1,473866 36,84665 3,511554 87,7888

3 0,459102 11,47755 3,970656 99,2664

4 0,029344 0,73361 4,000000 100,0000
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Fig. 20- Projection de la variable sur le plan factoriel (1x2) en utilisant ACP dans Statistica 6.

Dans la région de Sétif, le nombre de spores par abeille atteignant 53200000 spores, est
considéré en tant que valeur maximum. Bourgeois et al. (2010) ont noté que sur 104 colonies
analysées, le nombre de spores de Nosema apis n'excede pas 1 million de spores par abeille et
il peut atteindre pour Nosema ceranae plus de 100 millions de spores par abeille. Les résultats
de microscopie peuvent étre améliorés par une analyse génétique. La prédominance des
N. ceranae semble étre beaucoup plus €levée en Espagne comparée a N. apis (Fernandez et
al., 2012).

Tableau 3- Classification et groupement des régions pas significativement différentes

Régions Moyenne groupes
Sétif 5292307,69 A
Tipaza 2740000,00 A B
Alger 2000000,00 B
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Médéa 1800000,00 B
Bejaia 840000,00 B
Sidi-Belabbes  766666,67 B
Batna 618181,82 B
Khenchela 414285,71 B
Tlemcen 324137,93 B
Tissemsilt 220000,00 B

Martin-Hernandez et al. (2009) ont constaté que les abeilles atteintes par N. apis présentent
une proportion égale pour le stade mature et immature, et I’infection par N. ceranae a une
proportion plus élevée chez le stade immature. Le comptage de nombre de spores par
I’utilisation du microscope ne reflete pas exactement le niveau de l'infection, car la forme
végétative (stade immature) est invisible sous microscope optique. La forme végeétative des
especes de Nosema a été détectée dans I'épithélium d'intestin des abeilles par 1’utilisation des
outils moléculaires (Higes et al., 2007, 2009a, b). Le rapport entre les cellules végétatives et
le niveau des spores peut changer tout au long d'une infection microsporidienne. L'infection
expérimentale avec Nosema sp. a démontré que les spores matures sont évidentes a partir du
3'me jour post-infection. Les spores et les formes végétatives de Nosema peuvent étre
détectées en utilisant des méthodes moléculaires. Cependant, seules les spores peuvent étre
détectées en utilisant des méthodes visuelles (Fries et al., 2013). Aux étapes postérieures de
I'infection expérimentale avec Nosema ceranae, il est démontré que des spores mdres soient
produites dans une proportion beaucoup plus élevée comparées aux cellules végétatives. Dans
les échantillons utilisés pour le développement de cette analyse, les abeilles ont été prélevées
a divers ages (Bourgeois et al., 2010). Dans ce contexte, nous pouvons supposer que l'espéce
la plus fréquente du Nosema en Algérie est Nosema apis. Mais ces résultats peuvent étre
améliorés par analyse moléculaire. L'étude de Yoshiyama et Kimura (2011) a montré que sur
112 colonies examinées dans différents départements au Japon, des N. ceranae ont été
détectées dans cing colonies (4,5 %). Contrairement a (Higes et al., 2009a), qui ont noté que
seulement N. ceranae a été détectée en Afrique du Nord. En outre, Traver et al. (2012) ont

constaté que N. apis n’a été détectée qu’en janvier dans deux ruches (les deux a la fois dans la
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partie intérieure et extérieure de la grappe d'hiver) ; avec des niveaux tres faibles et dans la

méme région. Traver et Fell (2011) ont noté que N. apis a été trouvée dans 2,7 % de colonies.

Nous pouvons dire que quelques conditions environnementales empéchent le développement
de la maladie ou empéchent I'expression de son potentiel génétique en Algérie. Le climat est
considéré comme le facteur le plus important qui peut expliquer les différences dans la
distribution et I’impact des especes de Nosema (Fries, 2010). Dans les conditions
défavorables, le résultat de la relation entre parasite et hdte a comme conséquence une
manifestation de la maladie et une colonie endommagée (Fries, 2010 ; Puerta et al., 2001 ;
Higes et al., 2008b). En outre, les abeilles sont adaptées et le parasite ne produit pas assez de
spores, il y a une résistance de I'abeille (en Algérie) contre la nosémose vu que 100 % des
apiculteurs ne pratiquent pas le traitement contre la nosémose selon les réponses des
apiculteurs. Les infections des insectes peuvent étre réduites par les défenses de 1’hote
(Lemaitre et Hoffmann, 2007). Des réponses génétiques des abeilles se développent contre le
varroa et les pesticides (Gregorc et al., 2012). Les résultats de Chaimanee et al. (2012)
démontrent que les infections de Nosema sp. peuvent étre tout a fait différentes entre les
camps expérimentaux (les cages de contention utilisées pour les infections expérimentales).
Ces différences peuvent étre dues a la variation génétique de la capacité des abeilles de se
défendre contre l'infection de Nosema. Le parasite intestinal de 1’abeille Nosema ceranae est
le responsable des pertes de colonies dans quelques régions, tandis que dans d'autres régions,
sa présence ne cause aucune mortalité directe. C'est le cas de I'Espagne et la France,
respectivement (Dussaubat et al., 2013), et il n'y a aucun fond génétique spécifique des deux

N. ceranae isolée de I'Espagne ou de France.
2.1.7. Corrélation négative entre les taux d'infection et le nombre moyen de spores

Par I'utilisation de I'essai de Wilcoxon centré, réduit et testé par rapport a la loi
normale (la comparaison de deux échantillons appariés), une corrélation négative a été
trouvée entre les taux des infections et le nombre moyen de spores par abeille et par région.
Les 10 régions étudiées n'ont pas eu les mémes conditions climatiques, et cela n’a pas une
influence directe sur le nombre de spores produites, ceci peut étre expliqué par I'espéce de
Nosema. Le nombre de spores dans le cas de I'infection par N. Apis n'excede pas 1 million de
spore par abeille (Bourgeois et al., 2010), ce nombre n'est pas conditionné par des facteurs

externes, notamment la transmission de la maladie et les colonies infectées au voisinage.
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Nous supposons également une adaptation de cette abeille qui empéche le développement de
la maladie, ce qui reste a prouver par des infections expérimentales avec Nosema. Selon
Botias et al. (2012), une connaissance des interactions entre A. mellifera et N. ceranae peut
aider a identifier les coadaptations interspécifiques possibles qui ont pu étre acquises par des

décennies de parasitisme.
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2.2. Prévalence de la loque américaine Paenibacillus larvae

Les reésultats de différents caractéres macroscopiques, microscopiques, et biochimiques
de Paenibacillus larvae sont détaillés et commentés dans cette partie. De méme, les résultats
d’étude de la prévalence de la loque américaine Paenibacillus larvae en Algérie sont

présentés et discutes.
2.2.1. Etude des caracteres macroscopiques

Les colonies de Paenibacillus larvae apparaissent sur le milieu MYPGP, sous forme
de petites colonies arrondies concaves de forme plates ou surélevées, de couleur beige (fig. 21
A) ou blanchatre (fig. 21B et fig. 21C). De Graaf et al. (2006) et OIE (2014) ont donné les
mémes caractéristiques macroscopiques pour P. larvae ensemencee sur le milieu MYPGP. La
morphologie des colonies de toutes les souches de P. larvae sont décrites par De Graaf et al.
(2006). Les tests microbiologiques de base sont effectuées avec 14 souches de P.
larvae (tableau 4). Toutes les colonies (sauf R 20833t2) étaient de couleur beige, de taille

variable (diametre varie entre 0,8 et 2,0 mm) (De Graaf et al., 2006).

Fig. 21- Aspect macroscopique des colonies de Paenibacillus larvae sur le milieu MYPGP.
A : de couleur beige ; B et C : de couleur blanchétre (Originale)
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Tableau 4- Caracteéristiques biochimiques et morphologiques des différentes souches de P.

larvae (De Graaf et al., 2006)

Basic microbiological tests of Paenibacilius larvae reference strains and field strains

Strains studied LMG LMG LMG LMG R R R R R R R R R R R
98207 14425 159747 14427 20828 20829 20830 20831 20832 20833tl 2083312 20834 20835 20836 20837

Subspecies Pl Pir Pilp Fip

1C9-based PCR + + - - + + + + + - - - - - -

Cell size

Width® 09 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 L0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0

Min. length 1.5 30 30 30 20 30 4.0 4.0 20 20 20 20 20 20 20

Max. length 50 =200 =130 130 =200 =150 =200 =200 =200 200 20.0 =150 =200 =200 =200

Appearanc et

Short chains ¥ n n ¥ n ¥ ¥ ¥ v ¥ ¥ y y v

Motile n n n n n n n n n n n y y n

Colony

Diameter” ND 08 1.5 1.5 0.9 09-12 0709 10-15 20 1.0 10 1.0 1.0 0.4 15

Flat/raised F F Ra Ra F F F Ra Ra Ra Ra F F Ra

Smoothfrough 8 Ro Ro Ro Ro Ro Ro

Translucent T

Colour B B B B B B B B B B W B B B B

Growth inhib® - ND ND + - - - - - - ND - - - -

Low®t growth = ND ND + - = = - - = ND - = - -

Abbreviations: LMG, BOCCM/LMG Bacteria Collection, Laboratorium voor Microbiologie Gent. Universiteit Gent, Belgium; R, LMG Research Collec-
tion; Pl Paenibacillus larvae subsp. larvae; Plp. Paenibacillus larvae subsp. pulvifaciens; ND, not done; F. flat; Ra, raised: S. smooth; Ro, rough: T, trans-
lucent; B, beige: W, white.
All vegetative cells were rods that appeared single or in pairs. No spores were formed after 1 day. All colonies were circular and undulate.

# In pm.

By, ves; n, no.
In mm.
Growth inhibiting activity against LMG 98207,

=

d

2.2.2. Etude des caracteres microscopiques

Les résultats d’observation a 1’état frais, sous microscope optique au grossissement
X100, montrent que les bactéries semblent mobiles, se déplacent dans tous les sens, donc elles

possedent une ciliature péritriche.

Apres D'utilisation de la coloration de Gram, les résultats positifs sont traduits par une
coloration violette (fig. 22a) et les résultats négatifs sont traduits par une coloration rose (fig.
22b). Aprés 1’étude macroscopique, microscopique et coloration de Gram, les seuls bacilles a
Gram positif ont subi une série de différents tests pour confirmer que ces souches sont

Paenibacillus larvae.
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a : Bactéries Gram positif b : Bactéries Gram négatif

Fig. 22- Examen microscopique des bactéries isolées aprés coloration de Gram, grossissement

X400 (a : résultats suspects pour P. larvae ; b : résultats négatifs pour P. larvae)
2.2.3. Tests biochimiques

Dans les ruches considérées positives a la loque américaine, les bactéries possedent
des enzymes responsables de I’hydrolyse de la caséine et de la gélatine. Les bactéries
présentes ont donné un résultat positif, traduit par un éclaircissement du milieu sous et autour
de la zone de croissance bactérienne (fig. 23). Les mémes résultats sont trouvés par Allipi
(1991) et confirmés par Adjlane en 2012.

Ainsi les colonies bactériennes, isolées de ces ruches, ne possédent pas d’enzyme d’oxydase.
Mais le test catalase était positif. Haynes (1972) a noté que la réaction de la bactérie de la

logue américaine est presque toujours négative, ou légerement positive.

Fig. 23- Test de I’hydrolyse de la caséine. A : milieu de culture gélose au lait ; B et C :

résultats positifs pour I’hydrolyse de la caséine (Originale).
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2.2.3.1. Etude de type respiratoire

Dans la gélose viande foie (GVF), nous avons trouvé que les bactéries isolées
sont distribuées dans tout le tube du fond jusqu’a la surface (fig. 24). Ces résultats présentés
ci-dessous nous permettent de classer les bactéries isolées dans la classe des bactéries aéro-

anaérobie facultative. Les mémes résultats sont obtenus par Gordon et al. (1973).

Fig. 24- Eude de type respiratoire des souches isolées de P. larvae
2.2.3.2. Etude de ’activité hémolytique

Sur la gélose au sang frais (GSF), nous avons remarqué un résultat positif
exprimé par une zone claire autour des colonies isolées. Le halo clair autour des colonies

indique une hémolyse totale (béta-hémolyse) des globules rouge par les bactéries (fig. 25).
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Fig. 25- hémolyse totale par P. larvae isolée sur la GSF. A : milieu de culture gélose au sang

frais (GSF). B et C : hémolyse totale par P. larvae isolée sur la GSF (Originale).

2.2.3.3. Galeries biochimiques

Les résultats des galeries biochimiques sont organisés dans les tableaux ci-

dessous (tableau 5, 6 et 7) et illustrés dans les figures 26, 27 et 28. Trois lectures différentes

des galeries biochimiques sont observées sur I’ensemble des colonies testées.

Tableau 5- Résultats de la galerie biochimique (lecture 1)

Microtube | Résultat Interprétation Microtube Résultat Interprétation
La bactérie posseéde la f3- La bactérie posséde la gélatinase car
. alactosidase car elle a Positif elle a hydrolysé la gélatine en
ONPG Positif galactosidase car efle GEL . >le anyadro'yse 1a gelatine
+ hydrolysé 1’orthonitrophényl- + libérant un pigment noir qui se
galactoside diffuse dans tout le microtube.
e , - Glu positif | La bactérie a la capacité de fermenter
La bactérie n’as pas hydrolysé )
o . . + le glucose (substat carboné) en
ADH Négatif I’arginine donc elle ne possede GLU . . . .
as d’arginine dihvdrolase - Nitrate nitrate , mais elle est incapable de
P & Y ’ négatif dégrader le nitrate en nitrite.
La bactérie ne possede pas la _— .
A . Négatif La bacté “est ble d
LDC Négatif | lysine décarboxylase car elle n’a MAN g 4 bagletio n o5t pas cerpa ede
. . - fermenter le manitol
- pas hydrolysé la lysine.
. La bactérie n’a pas hydrolysé e .
Négatif . Négatif La bacté “est ble d
oDC g I’ornithine alors, elle ne posséde INO g a baclerie €8 pés f:apa ede
- . B - fermener 1’insitol
pas 1’ornithine décarboxylase.
Positif La bactérie a utilisé le citrate Négatif La bactérie n’a pas la capacité de
CIT SOR .
+ comme seule source de carbon. - fermenter le sorbitol
H2S Négatif La bactérie n’a.pas’la capacité RHA Négatif La bactérie n’est pas capable de
- de produire ’H2S fermenter le rhamnose
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. La bactérie posséde 1’uréase S e .y
URE Positif puisqu'elle a hydrolysé I'urée SAC Négatif La bactérie n’a pas la capacité de
+ . - fermenter le saccharose
en ammoniaque.
La bactérie a la capacité de
désaminer le tryptophane en _ .
— L . A s Négatif L ¢ >est 1
TDA Négatif acide indole pyruvique grace a MEL coat a bactérie n'es pa,s CaPab ¢ de
, - fermenter le mélobiose
- I’enzyme tryptophane
désaminase.
La bacérie n’a pas produit
IND Négatif I’indole a partir dl:l tryptophane AMY Négatif La bactérie n’a ;,)as la cap.alcité de
i donc elle posséde pas de - fermenter I’amygdaline
tryptophanase.
. La bactérie a produit I’acétoine s .
Positif A . Négatif La bacté ’est pas capable de
VP (3-hydroxybutanone) a partir du ARA g abacterie 1 , P . P
+ . - fermenter 1’arabinose
pyruvate de sodium.

Fig. 26- Résultats de la galerie biochimique apres incubation et ajout des réactifs (lecture 1)

Tableau 6- Résultats de la galerie biochimique (lecture 2)

Microtube | Résultat Interprétation Microtube | Résultat Interprétation
Néaatif La bactérie ne posséde pas la p- La bactérie possede la gélatinase car
g galactosidase car elle n’a pas Positif | elle a hydrolysé la gélatine en libérant
ONPG - ‘1 . \ GEL . Lo .
hydrolysé 1’orthonitrophényl- + un pigment noir qui se diffuse dans
galactoside tout le microtube.

-Glu La bactérie a la capacité de fermenter
positif + | le glucose (substat carboné) en nitrate
- Nitrate | , mais elle est incapable de dégrader

négatif le nitrate en nitrite.

La bactérie n’as pas hydrolysé
ADH Négatif I’arginine donc elle ne possede GLU
- pas d’arginine dihydrolase.

La bactérie poassede la lysine . -
P y Positif La bactérie est capable de fermenter

LDC Positif | décarboxylase car elle a hydrolysé MAN .
. + le manitol
+ la lysine.
. La bactérie a hydrolysé S e s

oDC Positif Iomithine alors, elle posséde INO Négatif La bactérie n’est 1’)'als ?apable de

+ o , - fermener 1’insitol

d’ornithine décarboxylase.
Positif La bactérie a utilisé le citrate Positif | La bactérie est capable de fermenter

CIT SOR .

+ comme seule source de carbon. + le sorbitol

Négatif | La bactérie n’a pas la capacité de
- produire I’H2S

La bactérie n’est pas capable de

H2S fermenter le rhamnose

RHA Négatif
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L. L téri éde 1’uré o . .
Positif . a b?c €rie possede , %reafse Positif | La bactérie a la capacité de fermenter
URE puisqu’elle a hydrolysé 1’urée en SAC
+ . + le saccharose
ammoniaque.
La bactérie a la capacité de
désaminer le tryptophane en acide _ .
L . . A Négatif L té “est 1
TDA Négatif indole pyruvique grace a MEL cga a bactérie n'es pa,s CaPab ¢ de
, - fermenter le mélobiose
- I’enzyme tryptophane
désaminase.
La bacérie n’a pas produit I’indole . - iy
L R . Positif | L térie a | it fermenter
IND Négatif a partir du tryptophane donc elle AMY 08 a bacterie a’ a capac .e de fermente
. + I’amygdaline
- possede pas de tryptophanase.
. La bactérie a produit I’acétoine s .
Positif A . Négatif La bacté ’est pas capable de
VP (3-hydroxybutanone) a partir du ARA g abacterie 1 , P . P
+ . - fermenter 1’arabinose
pyruvate de sodium.

Fig. 27- Résultats de la galerie biochimique aprés incubation et ajout des réactifs (lecture 2)

Tableau7- Résultats de la galerie biochimique aprés incubation et ajout des réactifs (lecture 3)

Microtube Résultat Interprétation Microtube Résultat Interprétation
La bactérie posséde la
La bactérie ne possede pas la - o P 3
alactosidase car elle n’a pas Positif gelatinase car elle a hydrolyse
ONPG Négatif g L : ,p GEL la gélatine en libérant un
hydrolysé I’orthonitrophényl- + . A .
- alactoside pigment noir qui se diffuse
g dans tout le microtube.
. La bactérie a la capacité de
e, . - Glu positif
La bactérie n’as pas hydrolysé . fermenter le glucose (substat
ADH Négatif I’arginine donc elle ne posséde pas GLU Nitrate carboné) en nitrate , mais elle
- d’arginine dihydrolase. néaatif est incapable de dégrader le
g nitrate en nitrite.
La bactérie ne poasséde pas la lysine o .
s Négatif La bacté “est bl
LDC Négatif décarboxylase car elle n’a pas MAN g a DACIeTic Tl €51 pas capable
. . - de fermenter le manitol
- hydrolysé la lysine.
P La bactérie n’a pas hydrolysé L .
Négatif A Négatif L té “est 1
oDC 9 I’ornithine alors, elle ne posséde pas INO g a bactérie n'es I?fas ?apab ¢
- s , - de fermener I’insitol
I’ornithine décarboxylase.
Négatif La bactérie n’a pas utilisé le citrate Négatif La bactérie n’a pas la capacité
CIT SOR .
- comme source de carbon. - de fermenter le sorbitol
Positif La bactérie a la capacité de produire Négatif La bactérie n’est pas capable
H2S RHA
+ I’H2S - de fermenter le rhamnose
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_— La bactérie ne possede pas I’uréase — e .
URE Négatif puisqu'elle n’a pas hydrolysé I'urée en SAC Négatif La bactérie n’a pas la capacité
- . - de fermenter le saccharose.
ammoniaque.
La bactérie a la capacité de désaminer
TDA Négatif le trypt'ophaneAen zflci,de indole MEL Négatif La bactérie n’est pa,s cal_)able
i pyruvique grice a ’enzyme - de fermenter le mélobiose
tryptophane désaminase.
La bacérie n’a pas produit I’indole a L . o
o . Négatif La bacté ’ 1 acité
IND Négatif partir du tryptophane donc elle AMY g a bacterie i a I,)as acap .
R - de fermenter I’amygdaline
- posséde pas de tryptophanase.
S La bactérie n’a pas produit ’acétoine " .
Négatif A . Négatif La bacté ’est pas capable
VP g (3-hydroxybutanone) a partir du ARA g a bacierie i ’p . P
- . - de fermenter 1’arabinose
pyruvate de sodium.

Fig. 28- Résultat de la galerie biochimique apreés incubation et ajout des réactifs (lecture 3)

Nos résultats de tests par des galeries biochimiques (APl 20 E), dans la majorité des

échantillons analysés, étaient négatifs pour les sucres avec I’exception de glucose. Le méme

résultat était obtenu par Graaf et al (2006), en inoculant la galerie APl 50 CHB par

Paenibacillus larvae. Cette différence des caractéristiques bactériologiques est justifiée par la

détection de plusieurs souches de P. larvae en Algérie. Selon De Graaf et al. (2006), les

différentes souches de P. larvae n’ont pas les mémes caractéristiques morphologiques et

biochimiques (tableau 4 page 58 ; tableau 8).

Les caracteristiques biochimiques de 15 souches de P. larvae sont testées pour I’acidification

des carbohydrate (glucides) (tableau 8). Les résultats les plus invariants sont obtenus quand

une suspension bactérienne dense est chargée sur la galerie biochimique et lu aprés 48 h.
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Tableau 8- Caractéristiques biochimiques des différentes souches de P. larvae (De Graaf et
al., 2006)

Biochemical profile of Paenibacillus larvae reference strains and field strains

Strains studied LMG LMG LMG LMG R R R R R R R R R R R
98207 14425 159747 14427 20828 20829 20830 20831 20832 20833 tl 208332 20834 20835 20836 20837

Subspecies Pl Pl Pip Pip

iC9-based PCR + + - - + + + + + - - - - - -
Glyeerol + + + + + + + + + - - - — - -
Ribose + + + + + + - + + - + + - - -
Galactose - - - + - - - - - - - - - - -
p-Glucose + + + + + + + + + + + + - - +
p=Fructose + - s - - - + + + + + + + +
m-Mannose + + + + - - + + + + + + + + +
Mannitol x + + - - - + + + + + +
#-Methyl-p-glucoside - - + + - - - - - - — -
Salicine + + x =+ - + - + + + + + + + -
Maltose - - - + - — - - — + + - - - —
Trehalose + + + + + + + + + + + + + + +
n-Tagatose + + + + + + + + + + + + + +
5-Keto-p-gluconate - + =+ - - + + + + + - - - - -

All strains were negative for erythritol, p-arabinose, L-arabinose, p-xylose, L-xylose. adonitol, f-methyl-xyloside, 1-sorbose, rhamnose, dulcitol, inositol,
sorbitol, a=methyl-p-mannoside, amygdaline, arbutine, esculine, cellobiose, lactose, melibiose, saccharose, inuline, melezitose, p-raffinose, amidon, glyco-

gene, xylitol, f-gentiobiose, p-turanose, p-lyxose p-fucose, L-fucose, p=arabitol, p-arabitol, gluconate, and 2-keto-p-gluconate.
All strains were positive for N-acetylglucosamine.
* +, positive; £, ambiguous; —, negative.

D’aprés le tableau 8 (De Graaf et al., 2006), Toutes les souches testées sont négatives pour
érythritol, D-arabinose, L-arabinose, D-xylose, L-xylose, adonitol, méthyl-xyloside, L-
sorbose, rhamnose, dulcitol, inositol, sorbitol, méthyl-D-mannoside, amygdaline , arbutine,
esculine, cellobiose, lactose, mélibiose, saccharose, inuline, mélézitose, D-raffinose, amidon,
glycogene, xylitol, gentiobiose, D-turanose, D-lyxose, D-fucose, L-fucose, D-arabitol, L-
arabitol, gluconate et le 2-keto-D-gluconate. Toutes les souches sont positives pour N-acétyl-
glucosamine. Les résultats des autres sucres se différent considérablement entre les souches.
Sur la base du profil des souches de référence (PIl et Plp, Paenibacillus larvae larvae et
Paenibacillus larvae pulvifaciens respectivement), il n'y avait pas de réaction caractéristique
pour une des sous-especes, avec l'exception de méthyl-D-glucoside qui a donné le méme
résultat négatif pour les deux références PII, mais ici les deux références Plp testées sont
ambigles. En plus, toutes les souches qui sont négatives pour IC9-PCR ont été testées
positives pour le mannitol (De Graaf et al., 2001, 2006), mais le résultat des souches de
référence n'a pas été équivoque. Selon (De Graaf et al., 2006), la différenciation entre les
sous-espéces de P. larvae sur la base de 1’acidification des sucres est beaucoup plus difficile
et aucun motif différentiel clair n'a pu étre trouvé. En outre, plusieurs groupes de recherche
ont constaté que 1’acidification de mannitol (Gordon et al., 1973 ; Dobbelaere et al., 2001) et

salicine (Carpana et al., 1995) ont des propriétés assez variables de P. larvae.
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Selon le Manuel des tests de diagnostic et des vaccins pour les animaux terrestres (OIE,
2014), la méthode a appliquer pour le diagnostic de la loque américaine P. larvae dépend de
la présence de signes cliniques. Dans un état avancé de la maladie, les rayons de couvain
affectés par la loque américaine sont caractérises par la consistance gluante des restes
larvaires, qui peuvent étre tirées comme fils avec un dispositif mince. Si, en plus d'un
échantillon traité thermiquement des larves, avec une morphologie caractéristique des
colonies, contenant Gram positif, catalase négative, la conclusion sera : la loque américaine
positive. Lorsque les signes cliniques sont absents, I’identification de l'agent pathogene exige
une identification plus profonde des colonies suspectes (OIE, 2014). Toutefois, en raison de la
relation trés étroite entre les sous-espéces de P. larvae (Gordon et al., 1973 ; Carpana et al.,
1995 ; Dobbelaere et al., 2001) la plupart des techniques moléculaires ne permettent pas une
discrimination claire entre les deux sous-espéces de P. larvae (PIl et Plp) (De Graaf et al.,
2006).

2.2.4. Prévalence de P. larvae dans les régions d’étude

Sur 105 colonies d’abeilles, 34 sont porteuses de la loque américaine (32,38 %). La
loque américaine est une maladie infectieuse, causée par des spores bactériennes
Paenibacillus larvae qui est répandue dans le monde entier (Lindstrom et al., 2008 ; Ryba et
al., 2009 ; Schafer et al., 2014 ; Khilnani et Wing, 2015 ). Cette fréquence (32,38 %) a été
estimée sur la base d’un prélévement des abeilles adultes échantillonnées aléatoirement a
I’intérieur des colonies, sans tenir compte des signes cliniques de la maladie (Fig. 29).
D’aprés Hansen et Brodsgaard (1999), certaines colonies infectées par la loque américaine
sont restées fortes et elles n’ont jamais développé les symptdmes cliniques de la maladie, a
savoir la masse filante dans les cellules hexagonales plafonnées qui peut étre observée sur
terrain par le test d’allumette (Fig. 29a), 1’aspect d’un couvain en mosaique et des opercules
affaissés (Fig. 29b). Ceci peut faire I’objet d’un travail de recherche sur la génomique de

I’abeille dans le but d’identifier des geénes de résistance pour la maladie.
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a : Le test d’allumette b : Couvain en mosaique et des opercules affaissés

A A

Fig. 29- Les signes cliniques de la loque américaine P. larvae observés sur terrain (Originale)

D’aprés le tableau 9 et la figure 30, toutes les régions d’études (11 régions) sont infectées par
la loque américaine avec des niveaux d’infection différents. Les régions de Boumerdes et
Tipaza sont caractéerisées par des fréquences trés élevées de la maladie 88,89 % et 83,33 %
respectivement. Elles sont suivies par, Tlemcen, Médéa et Alger avec des fréquences
relativement élevées 46,67 %, 33,33 % et 33,33 %, respectivement. Enfin, les autres régions
sont caractérisées par des faibles taux d’infections qui ne dépassent pas les 20 %. Cette
différence de fréquence dans la répartition de la maladie peut étre due a différentes causes,
notamment la gestion des exploitations apicoles. Certains apiculteurs ne prennent pas
sérieusement en charge le coté sanitaire de leurs exploitations favorisant I’installation de la
maladie. Selon les statistiques du ministére de 1’agriculture et de développement rural
(MADR, 2015), les régions de Boumerdes, Tipaza, Tlemcen, Médéa et Alger sont
caractérisées par les productions apicoles les plus élevées. Ces régions sont aussi caractérisées
par une fréquence de transhumance élevée, facteur important dans la propagation de la

maladie selon Fernandez et Coineau (2007).

Tableau 9- Prévalences de la loque américaine dans les régions d’étude

N° de ruchers  N° de ruches

Régions _ _ Prévalence
échantillonnés échantillonnées %
Batna 2 9 11,11
Bouira 1 10 20,00
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Médéa 1 3 33,33
Khenchela 3 23 8,33
Tissemsilt 2 6 16,67
Alger 3 6 33,33
Sidi-Belabbes 2 15 20,00
Tlemcen 3 15 46,67
Sétif 3 14 21,43
Tipaza 3 6 83,33
Boumerdes 1 9 88,89
Total 24 105 32,38
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Fig. 30- La prévalence de la loque américaine dans les régions d’étude

Dans cette étude, 1’évaluation de la répartition de la maladie basée sur le modéle linéaire
généralisé avec des réponses variables suivi d’une distribution binomiale, ajusté par la
procédure GENMOD du logiciel SAS (annexe 5), indique une signification statistique pour le
facteur région d’étude (p<0,05) (Tableau 10). D’aprés le tableau 10, il y a des différences
significatives dans la frequence de la maladie entre les régions d’étude (Khi 2 = 30,23 ; DF =
10 ; P= 0.0008), mais pas parmi les différents ruchers a I’intérieur des régions (Khi 2 =
20,25 ; DF =13 ; P=0.0891).
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Tableau 10- Résultats d’évaluation de la répartition de la loque américaine par 1’utilisation de

la procédure GENMOD du SAS 9.

Source Déviance DDL Khi2 Pr>Khi2
Intercepte 132,2386
Régions 102,0088 10 30,23 0,0008

Ruchers (régions) 81,7557 13 20,25 10,0891

Donc, la région a un effet sur la fréquence d’apparition de la maladie, par contre il n'y a pas
de différence significative d’apparition de la maladie entre les ruchers de la méme région. Les
résultats sont semblables a ceux de I’analyse de la variance en utilisant la procédure GLM du

logiciel SAS.

Parmi les régions d’études, Batna (Khi 2 = 314,14 ; DDL = 1; P< 0,0001), Bouira (Khi 2 =
6,86 ; DDL = 1; P= 0,0088), Khenchela (Khi 2 = 286,94 ; DDL = 1; P< 0,0001), Sidi-
Belabbes (Khi 2 = 470,41 ; DDL = 1; P< 0,0001), Tlemcen (Khi 2 =5,06; DDL =1 ; P=
0,0245) et Tipaza (Khi 2 = 173,51 ; DDL = 1; P< 0,0001) sont caractérisées par des
différences significatives entre les fréquences d’apparition de la maladie. Concernant le reste
des régions, il n’y a pas de différence significative entre les fréquences d’apparition de la

maladie parmi ces régions.

Le Tableau 11 résume la qualité d’ajustement du modele spécifié. Ces données sont utiles afin
d'examiner I'efficacité de ce modele, qui prend en considération, les régions et les ruchers a
I’intérieur des régions comme facteurs fixes. La déviance moyenne (D= 81.7557) divisé sur le
nombre de degré de liberté (DDL= 81) est égale a (1.0093) (tableau 11). Myers et al. (2002),
suggerent que la dispersion ne risque pas d'étre un probléme (plus ou moins), tant que le
rapport est proche de 1,0. De fagcon similaire, une déviance qui est approximativement égal a
ses degrés de liberté, représente une indication possible d'un bon modeéle. Par conséquent, le

modele spécifié est donc préformé de maniére adéquate.

Tableau 11- Critéres d'évaluation de qualité de I'ajustement du modele statistique

Critere DDL Valeur Valeur/DDL

Déviance 81 81.7557 1.0093

Scaled Deviance 81 81.7557 1.0093
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Pearson Chi-Square 81 74.0000 0.9136

Scaled Pearson X2 81 74.0000 0.9136

Log Likelihood -40.8778

2.2.5. Etude de corrélation entre le nombre de ruchers par région et le taux

d’infection par la loque américaine

La concordance du nombre de ruchers dans chaque région par le niveau de la
maladie est corrélée négativement (R?=0,29) (fig. 31).

12
10 +

8 + * R1

6 y=0,3954x-0,3131
R?=0,2902

MALADIE

2 7 12 17
Rucher

Fig. 31- la corrélation négative entre le nombre de ruchers par région et I’infection par la
loque américaine

D’un autre c6té pour vérifier si la répartition du nombre de ruchers utilisés dans 1I’expérience
est statistiquement correcte, nous avons utilisé le test statistique de Kruskal. Il est a noter que
ces ruchers utilisés sont de I’ordre de 1, 2 ou 3 au sein de la méme région.

Les résultats de ce dernier test (fig. 32) montre qu’il existe une différence significative (test de
Kruskal, p=0,009) de la répartition et prévalence de la maladie concernant le nombre de
ruchers échantillonnés par région lors de I’étude. L’échantillonnage est effectué dans un seul
rucher dans la plus part des régions d’étude.
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Fig. 32- La différence significative entre le nombre de ruchers échantillonnés par région
(test de Kruskal, p=0,009)
Effectivement le test post-hoc (tableau 12) révéle 2 groupes homogénes. Le groupe B ayant le
rang le plus élevé est représenté par les régions dont un seul rucher est utilisé dans 1’étude. Le
groupe A au rang le plus faible, représente les régions ou trois ruchers sont échantillonnés. Le
groupe AB est intermédiaire entre les deux et est représenté par les régions dont deux ruchers

sont pris en compte lors de 1’échantillonnage.

Tableau 12- Les groupes homogénes par I’utilisation de test post-hoc effectué sur les ruchers

échantillonnés

Ruchers Effectif  Somme des rangs Moyenne des rangs ~ Groupes
R3 11 129,000 11,727 A
R2 11 170,000 15,455 A B
R1 11 262,000 23,818

Cette différence du nombre de ruchers visités et échantillonnés ne nous permet pas de
comparer la présence ou 1’absence de la maladie entre les ruchers échantillonnés dans chacune
des régions d’étude comme indiqué précédemment par le test de Kruskal. Ce qui nous oblige

donc a considerer un seul bloc de ruchers par région.
2.2.6. Structure et repartition de la maladie

Selon la figure 33, la variabilité au niveau des taux d’infection par région est
importante au niveau de SBA (Sidi-Belabbes) et Tlemcen. On remarque aussi qu’il existe une

différence significative du niveau d’infection entre les régions (Khi 2 = 30,23 ; DF =10 ; P=
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0.0008), résultat de la procédure GENMOD du logiciel SAS 9. Le rapport des ruches
infectées aux ruches non infectées est équilibré a Boumerdes, la proportion des ruches
infectées est beaucoup plus élevée comparée aux ruches non infectées par la loque
américaine. Contrairement, dans la région de Médéa, ce rapport est équilibré mais en faveur

des ruches non infectées.
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Fig. 33- La variabilité au niveau des taux d’infection par la loque américaine dans les régions

d’étude

Le test post-hoc de Regwk montre que la région de Boumerdes a un taux d’infection

particulier par rapport au reste des régions étudiées (tableau 13).

Tableau 13- Les groupes homogénes par 1’utilisation de test post-hoc de Regwk effectué sur

les taux d’infection par la loque américaine dans les régions d’étude.

Modalité Moyenne estimée  Groupes
Boumerdes 8,000 A

Tlemcen 2,333 B

Bouira 2,000 B
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Tipaza 1,667 B

SBA (Sidi-Belabbes) 1,500 B
Sétif 1,000 B

Médéa 1,000 B

Alger 0,667 B

Batna 0,500 B
Tissemsilt 0,500 B
Khenchela 0,333 B

Donc finalement le niveau d’infection est identique dans toutes les régions excepté la région

de Boumerdes.

La technicité des apiculteurs peut étre considérée comme étant 1’une des causes d’installation
de la maladie ainsi que sa fréquence dans différentes régions. Les apiculteurs ne se basent que
sur ’essaimage artificiel pour agrandir leurs ruchers (selon le questionnaire). Cette
technologie de reproduction a un impact sur la sensibilité¢ des ruches a certains agents
pathogenes (Tarpy, 2003 ; Meixner et al., 2010), ainsi que sur la transmission des maladies
(Genersch, 2010). La maladie peut se transmettre par alternatif entre deux modes de
transmission, une transmission verticale entre 1’un des parents de la premiere génération vers
la descendance (la deuxiéme génération). Ce mode de transmission de la maladie est
considéré comme étant le moins virulent avec peu d’impact sur les conditions physiques de
I’héte (Genersch, 2010). La transmission horizontale de la maladie peut s’effectuer entre les
individus de la méme colonie et entre les individus des colonies différentes. Ce dernier mode

est le plus dangereux (Fries et Camazine, 2001).

La proximité géographique des ressources est importante pour la diffusion de la maladie. Plus
I’environnement est riche plus la distance de butinage est courte, en moyenne 2 Km. Lorsque
les ressources sont moins abondantes, 50% des butineuses peuvent aller & plus de 6 Km et 10

% a plus de 9 Km favorisant ainsi une plus importante diffusion de la maladie.

Le changement climatique et son ampleur prévue pourraient entrainer un décalage temporel

entre le développement des ressources florales et celui des colonies. Cela pourrait modifier
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leurs interactions avec des conséquences sur la qualité des apports alimentaires et donc la

vitalité et la résistance des colonies aux maladies (Potts et al., 2010).

la présence des sous espéces (Heyndrickx et al., 1996) et des souches (De Graaf et al., 2006 ;
De Graaf et al., 2013 ; OIE, 2014) de P. larvae dont le degré de pathogénicité différe peut
expliquer la différence de développement de la maladie d’une région a une autre (Heyndrickx

et al., 1996).

Par ces résultats, nous avons voulu identifier les régions similaires en considérant le nombre
de ruches, le nombre de ruchers visités dans chaque région, le nombre de fois ou la maladie a
été observée et I’intensité de son apparition. Nous avons utilisé une classification ascendante
hiérarchique (CAH) par dissimilation, en utilisant la méthode de Ward. Il ressort du test CAH

que les régions sont subdivisées en 4 classes selon les criteres susmentionnés (fig. 34).
1% classe : Boumerdes

2°™ classe : Bouira et Sidi-Belabbes (SBA)

3°™e classe : Médéa, Tissemssilt, Alger et Tipaza

4®™e classe : Tlemcen, Khenchela, Batna et Sétif
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Fig. 34- classification ascendante hiérarchique (CAH) par dissimilitude des régions en

fonction de I’infection par la loque américaine

En général, les études épidémiologiques enquétent sur la distribution spatiale et temporelle
(Spatio-temporelle) des maladies infectieuses et la tentative de déterminer la source de
Iinfection, de révéler la relation entre les différents foyers, et d'identifier les facteurs
influengant 1’épidémie (Genersch, 2010). Les facteurs liés a ’environnement des colonies
peuvent favoriser les affections digestives et le développement des agents pathogenes. A titre
d’exemple, les miellats sont riches en sucres peu digestibles par I’abeille comme le mélézitose
et le raffinose. En plus, ils sont riches en sels minéraux favorisant ainsi le développement de
la nosémose et certains virus (Bruneau, 2006). Il existe une grande variété de qualité
nutritionnelle au sein des végétaux butinés par les abeilles. Alaux et al. (2010b) ont montré le
lien entre alimentation protéique et immunité. Une ration pollinique d’origine polyflorale
entraine une augmentation de ’activité de la glucose-oxydase (marqueur d’immunité sociale)

supérieure a celle d’une ration de pollen d’origine monoflorale.
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En outre 1’étude qui a porté sur la tolérance et la résistance a Varroa destructor, (en dépistant
les alvéoles parasitées) a montré que certaines colonies d’abeilles parviennent a diminuer les

populations de varroa de 30 %, sans aucun traitement (Locke et al., 2012).

2.2.7. La loque américaine et le phénoméne d’effondrement des colonies d’abeilles

CCD

Plusieurs termes sont couramment utilisés pour désigner et pour caractériser le «
dépérissement des abeilles » dans les revues apicoles ou les comptes rendus de conférences
sur D’apiculture. Les scientifiques et les apiculteurs parlent de : trouble, dépeuplement,
dépopulation, affaiblissement et surmortalité. Higes et al. (2006) ont nommeé ce dépérissement
par « le phénoméne d’effondrement des colonies d’abeilles ou CCD». Depuis plusieurs
années, des phénomenes de mortalités anormales et d’affaiblissement de colonies d’abeilles
domestiques, de disparitions de butineuses sont treés souvent signalés dans le monde entier
(Higes et al., 2006 ; Lefebvre et Bruneau 2003, 2005 ; Simoens, 2005). Parmi les causes les
plus importantes, en particulier, un couvain ouvert infecté par Paenibacillus larvae, I'agent
étiologique de la loque américaine, potentiellement, une maladie mortelle pour la colonie
(Genersch, 2010).

La loque américaine est 1’'une des maladies de 1’abeille domestique A. mellifera listées dans
I’organisation internationale des épizooties (OIE, 2014), et est parmi les maladies
contagieuses a déclaration obligatoire. Genersch et al., (2005) ont considéré la loque
américaine comme la maladie la plus dangereuse chez I’abeille europérenne A. mellifera.
Cette maladie a infecté 1’abeille domestique depuis plus de cent ans (De Graaf et al., 2013),
elle est connue comme maladie du couvain. Les jeunes larves sont contaminées en ingérant de
la nourriture infectée par 1’agent pathogene de la loque américaine P. larvae. La bactérie se
multiplie rapidement dans I’intestin de la larve empéchant 1’ingestion ultérieure de nourriture.
Les larves malades vont mourir de l'infection lorsque la sporulation se produit. Elles
pourraient ensuite transmettre les spores tout au long de la ruche. La plupart des larves
infestées meurent avant I’operculation. Elles perdent leur couleur blanc clair, prennent une
teinte mate jaunatre a brune et s’affaissent dans la cellule (Fernandez et Coineau, 2007). Les
larves malades sont éliminées de la colonie par les nettoyeuses qui peuvent de cette maniére
s’infecter et transmettre 1’agent pathogéne aux autres larves. Ryba et al. (2009) ont détecté la

loque américaine dans les débris de la fausse teigne, facteur qui peut favoriser la transmission
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de la maladie. Selon de récentes études (Adjlane et al., 2014 ; Haddad et al., 2015a), les
abeilles adultes sont elles-mémes porteuses de P. larvae. La bactérie peut donc aussi étre
transmise aux autres colonies et ruchers voisins par le pillage ou la dérive des abeilles, ce qui
favorise la propagation de la maladie et I’¢largissement de la zone d’infection. Des analyses
ont montré que lorsque quelques colonies présentent, dans un rucher, des symptdmes
cliniques, les autres colonies sont le plus souvent porteuses de 1’agent pathogeéne. Or, on
trouve cet agent non seulement sur les abeilles, mais aussi dans leurs intestins (De Graaf et
al., 2006).

Cette maladie peut tuer la colonie (Genersch, 2010) aprés la formation de spores. Des
mortalités se répandent a des colonies infectées par la loque américaine montrant une faible
résistance soit physiologique ou comportementale (Bastos et al., 2008 ; Adjlane et Haddad,
2014). Toutefois, si certaines abeilles possédent des mécanismes inhérents a la résistance, des
niveaux élevés de spores (environ 3000 spores de P. larves par adulte) (Gende et al., 2011)
peuvent produire les infections cliniques qui conduisent inévitablement a la disparition des
colonies. La loque américaine est considérée comme la plus grave maladie apicole aujourd'hui
et a une distribution cosmopolite (Spleen et al., 2013; Steinhauer et al., 2014 ; Van Der Zee et
al., 2014 ; Haddad et al., 2015a ; Lee et al., 2015). En outre, il est difficile pour les apiculteurs
de contrbler cette maladie, parce que l'agent pathogene produit des spores stables a
I'environnement, qui sont virulentes, résistantes a la chaleur, a la dessiccation et aux
désinfectants chimiques (Williams, 2000 ; Thompson et Maus, 2007). Ainsi, elle peut détruire
la colonie d'abeille infectée en quelques mois ou années (Hansen et Brodsgaard, 1999).

En Algérie, Le pourcentage de perte des colonies d’abeille domestique est faible (Adjlane et
al., 2015), durant I’hiver, en comparant avec d’autres pays du monde (Van Der Zee et al.,
2012 ; VanEngelsdorp et al., 2012 ; Spleen et al., 2013; Steinhauer et al., 2014 ; Van Der Zee
et al., 2014 ; Lee et al., 2015). Ainsi, le phénomeéne d’effondrement des colonies d’abeille, a
déja été rapporté en 1935 par Root et Root pour qualifier des cas de nosémose. D’apres
Chahbar et al. (2016), la nosémose n’est pas considérée comme une maladie qui cause
I’effondrement des colonies d’abeille en Algérie. D’aprés Haubruge et al. (2006),
I’importante variation intraspécifique au point de vue la longévité d’Apis mellifera est
considérée comme étant un facteur de risque lié¢ au dépérissement de 1’abeille domestique. Les
reines, les faux-bourdons et les ouvrieres se développent respectivement en 16, 24 et 21 jours

(Winston, 1987). Tandis que les reines vivent pendant plusieurs années, les ouvrieres ont une
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espérance de vie située d’une part entre 15 et 70 jours pour les abeilles d’été et, d’autre part,
entre 170 a 243 jours pour celles d’hiver (Fluri, 1994). Quant aux males, ils dépassent
rarement une durée de vie de 60 jours (Page et Peng, 2001). Les nouveaux insecticides
systémiques, 1’imidaclopride, fipronil (Haubruge et al., 2006) et Tiamethoxam (Chahbar et
al., 2013), sont considérés comme étant des causes majeures du dépérissement de 1’abeille
domestique. Le dépérissement des abeilles domestiques stigmatise un malaise profond au
niveau du monde apicole confronté a un environnement de plus en plus anthropisé (Haubruge
et al., 2006). Le pollen peut méme étre toxique pour 1’abeille domestique. Soit naturellement
chez certaines espéces végétales comme Anomone nemorosa (Renonculaceae), Ranunculus
auricomus (Renonculaceae), Tilia platyphyllos (Malvaceae), Stryphnodendron polyphylum
(Fabaceae), Dimorphandra mollis (Caesalpiniaceae) (Maurizio, 1968 ; Pimentel de Carvalho
et Message, 2004 ; Cintra et al., 2005). Soit par la présence, sur les grains, de champignons
produisant des mycotoxines comme Aspergillus flavus (Gonzalez et al., 2005) ou par la
présence de transgénes exprimant des protéines insecticides provenant de plantes

génétiquement modifiées (Picar-Nizou et al., 1997 ; Brodsgaard et al., 2003).
2.2.8. La sélection des colonies résistantes contre la loque américaine

11 ressort de notre travail la possibilité d’obtenir a partir des abeilles qui ont le mieux
répondu a la loque américaine, par une réponse immunitaire sociale, un noyau de sélection
basée sur le comportement hygiénique des abeilles au niveau de la méme colonie. Le
comportement hygiénique est une réponse collective & la présence de couvain malade ou
parasité. Les ouvrieres détectent par olfaction les individus touchés dans le couvain operculé
et les éliminent de la colonie, enrayant le développement de l’affection. Le paramétre a
prendre en considération pour évaluer le comportement hygiénique est le temps utilisé par les
colonies pour détecter, déboucher et supprimer un couvain mort. Il faut que ce couvain mort
soit coupé a partir d'un cadre a l'intérieur du couvain, congelé a -20°C pendant 24h, et placé
dans le couvain d'une colonie d'essai (Spivak et Reuter, 1998). Les colonies d’abeilles
sélectionnées sur cette base ont montré une résistance contre la loque américaine (Spivak et
Reuter, 2001). Ce caractére de comportement hygiénique est lié a une sensibilité particuliere a
des composés volatils associés a I’infection de [’alvéole; 1’acétate de phénétyl et

’ascosphérose par exemple (Swanson et al., 2009).
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En Algérie, certains auteurs (Chahbar et al.,2013; Loucif-Ayad et al., 2014) ont signalé une
forte variabilité en termes de nombre d'alléles entre les populations d'abeilles locales A.
mellifera. La comparaison entre le génome de la sous-espéce d’abeille A. m. intermissa
prélevée a partir de différents pays a donné un apercu de I'évolution des adaptations a haute
température et la résistance a I’infestation a I’agent de la varroase (Haddad et al., 2015).
D’apres (Ruttner, 1988), Apis mellifera intermissa a montré un comportement défensif. En
plus, Apis mellifera intermissa a un niveau plus élevé de comportement hygiénique par
rapport & plusieurs autres sous-especes (Kefuss, 1995) et elle est caractérisée par une bonne
capacité de nettoyage (Adjlane et Haddad, 2014). La diversité génétique au sein de la colonie,
lice a la polyandrie, améliore sa résistance, son homéostasie, sa thermorégulation et sa bonne
santé¢ globale. L’accouplement multiple diminue les probabilités que 1’ensemble des
descendants d’'une méme reine regoit le méme geéne de sensibilité a certains agents pathogenes
(Tarpy, 2003 ; Meixner et al., 2010). La répartition des taches chez les ouvrieres est liée
essentiellement au polythéisme d’age. Ce comportement permet de limiter les contacts entre
fossoyeuses, nettoyeuses et nourricieres. Il est démontré que 1’expression varie au cours de la
vie des ouvriéres. Ces propriétés permettent d’optimiser la réponse immunitaire a 1’échelle de
la colonie (Evans et Spivak., 2010). Ces caracteres de résistance aux maladies sont
majoritairement déterminés génétiqguement mais les pratiques apicoles actuelles sont
déterminantes pour la préservation de leur efficacité. La mise en place de bonnes pratiques
apicoles reste 1’enjeu primordial pour la prévention contre les maladies des abeilles

(Fernandez et Coineau, 2007).
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2.3. Etude de la sensibilité des deux races d’abeille Apis mellifera intermissa et Apis

mellifera sahariensis pour la nosémose

Cette partie porte sur 1I’é¢tude de la sensibilité des deux races d’abeille domestique
existantes en Algerie, Apis mellifera intermissa et Apis mellifera sahariensis, pour la
nosémose. Les résultats d’inoculation d’une dose de 100.000 spores par abeille pour chacune

des deux races d’abeille sont exposés, comparés et discutés.

2.3.1. Comparaison entre la mortalité des témoins et la mortalité apres ’inoculation

des spores de Nosema

Concernant I’abeille domestique telienne A. m. intermissa, les taux des mortalités
corrigées aprés 1’inoculation d’une dose de 100.000 spores par abeille et les taux des
mortalités corrigées chez les individus non traités (temoins) sont simulaires, avec une petite
différence aprés 48 heures. Aprés 24 heures d’inoculation, le taux de mortalité corrigée pour
les abeilles traitées est élevée en comparant avec la mortalité des témoins (fig. 35). Dussaubat
et al. (2013) ont noté que le taux de mortalité pour les abeilles, A. m. iberiensis issue de
I’Espagne, traitées (inoculées par une dose de 40.000 spores par abeille) était inférieur par
rapport au taux de mortalité des témoins (non traitées) avant le 12*™ jour post-infection.
Contrairement aux abeilles A. m. iberiensis issues d’Avignon de France, dont la mortalité
chez les individus traités était supérieure en les comparants avec la mortalité des témoins
(Dussaubat et al., 2013).

Contrairement pour I’abeille domestique saharienne A. m. sahariensis, les taux des mortalités
corrigées chez les individus traités par une dose de 100.000 spores par abeille sont élevés par
rapport aux taux de mortalités chez les individus temoins non traités. Elle varie entre 0 % et
0,13 % chez les individus témoins, alors qu’elle est entre 5 % et 11,54 % pour les individus

traités, apres 24 et 96 heures respectivement (fig. 35).

Des résultats similaires sont obtenus par Chaimanee et al. (2013) pour A. mellifera, dont les
taux de mortalité de A. mellifera, A. cerana, A. dorsata et A. florea, apres 6 jours

d'inoculation, étaient environ 5-15%, 20-65%, 20-55 % et 20-70%, respectivement.
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Fig. 35- Graphes comparatifs des cumuls de taux de mortalités notés pour les deux races
d’abeille, traitées par une dose de 100.000 spores de Nosema sp. par abeille et autres témoins

non traitées.

traité S : taux de mortalité corrigée notés pour A. m. sahariensis (saharienne) inoculée par
100.000 spores par abeille. traité T : taux de mortalité corrigée notés pour A. m. intermissa
(tellienne) inoculée par 100.000 spores par abeille. témoin S : taux de mortalité notés pour A.
m. sahariensis (saharienne) non traitée. témoin T : taux de mortalité notés pour A. m.

intermissa (tellienne) non traitée.

D’apres (Gregorc et al., 2012), des réponses immunitaires se développent chez les abeilles
lorsqu’elles sont infectées par certains parasites. Cependant, les insectes ont une variété de
moyens pour lutter contre les effets des agents pathogenes et de parasites. Défenses
comportementales (Adjlane et Haddad, 2014), physiologiques et immunitaires sont des
mécanismes communs impliqués dans I'élimination des agents pathogenes (Evans et Spivak,
2010).

Le systéme immunitaire des abeilles est activé lors de I’exposition a des blessures ou a des
pathogenes. Evans et al. (2006) ont proposé que 1’abeille, comme d’autres insectes, possede

quatre voies moléculaires majeures interconnectées entre elles qui peuvent s’activer face a
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I’exposition a un parasite : Toll, Imd, Jak / STAT et Jnk. En général, ces voies consistent a (i)
des proteines qui reconnaissent des signaux des parasites envahisseurs, (ii) des protéines qui
modulent et amplifient le signal de reconnaissance, et (iii) des protéines ou métabolites qui
sont impliqués directement dans I’inhibition du parasite. Ces voies moléculaires sont a la base
des réponses immunitaires de type cellulaire et humorale (James et Xu, 2012). L’immunité
humorale commence avec la reconnaissance d’un antigene tel qu’un parasite, ce qui déclenche
la synthése des différentes protéines antimicrobiennes (AMPs, antimicrobial peptides). Une
réponse immunitaire localisée peut avoir lieu dans I’intestin des insectes par la production
d’AMPs ou également par la production d’especes réactives de 1’oxygene (ROS, reactive
oxygen species), molécules trés réactives ayant une action antimicrobienne. La production de
ROS (H20,, 0?7, ou OH™ entre d’autres molécules) a lieu dans les cellules par différentes
voies comme par exemple la respiration cellulaire. Ces molécules assez réactives peuvent
aussi endommager les cellules, c’est pourquoi I’organisme posséde des mécanismes
antioxydant (Cadet et al., 2005). La production de ROS dans I’intestin est extrémement rapide
ce qui lui confére une fonction de premiére barriére contre I’invasion microbienne. Au
contraire, pour la pluparts des insectes les AMPs ne sont pas efficaces dans le contrble des
champignons entomopathogénes. L’immunité cellulaire implique la reconnaissance du
pathogene suivie par la phagocytose (virus et bactéries), la nodulation (champignons et
quelques bactéries) et 1’encapsulation (parasites multicellulaires). La phagocytose est
accompagnée par la production de mélanine et la mélanisation de nodules ou capsules. La
voie de mélanisation est activée par les hémocytes et déclenche la cascade de phénoloxydase
(enzyme terminal du processus de mélanisation); la mélanisation peut induire également la
production de ROS (James et Xu, 2012).

Il a été observé au niveau moléculaire (Antinez et al., 2009) et biochimique (Alaux et al.,
2010b) que l’infection par N. ceranae n’active pas la voie de mélanisation, et inhibe
I’expression des génes d’AMPs (hymenoptaecin et abaecin) (Antinez et al., 2009 ;
Chaimanee et al., 2012), au contraire de N. apis (Antlnez et al., 2009). En revanche, d’autres
¢tudes ont montré ’activation du Systéme immunitaire par la surexpression des genes des
voies moléculaires Toll, IMD et Jak / STAT chez des abeilles sélectionnées pendant

longtemps pour leur tolérance a N. apis (Huang et al., 2012).
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2.3.2. Relation entre mortalité corrigée et le nombre de spores de Nosema produites
2.3.2.1. Chez A. m. intermissa

Le graphe ci-dessous (fig. 36) fait ressortir une mortalité maximale de 3,70 %
notée apres le 1* jour post-infection chez I’abeille domestique tellienne A. m. intermissa. Le
nombre de spores par abeille est élevé de 6,3 X 108 le premier jour jusqu’au 12,3 X 10° le
4'Me jour post-infection. Ces valeurs correspondent & une trés forte infection selon 1’échelle de
classification de Soerensen (2009). Malgré cette forte infection par la nosémose, apres une
infection artificielle, les taux de mortalités observés chez cette race d’abeille A. m. intermissa

sont tres faibles (maximum 3,70 %).
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Fig. 36- Cumul de taux de mortalité noté pour A. m. intermissa en relation avec le nombre
moyen de spores par abeille marqué apres 1’inoculation d’une dose de 100.000 spores de
Nosema sp. par abeille.

Nbr spores traité T : Nombre moyen de spores noté pour A. m. intermissa inoculée par une
dose de 100.000 spores de Nosema sp. ; % mortalité T : Taux de mortalité corrigée notés pour

A. m. intermissa apres 1’inoculation d’une dose de 100.000 spores Nosema sp.
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2.3.2.2. Chez A. m. sahariensis

D’aprés la figure 37, aprés le 3™ et le 4™ jours post-infection, un taux de
mortalité de 11,54 % est trouvé chez I’abeille saharienne A. m. sahariensis. Nous avons
marqué une phase stationnaire a partir du 3™ jour post-infection. Alors que 5 % a 7,02 % de

taux de mortalité sont trouvés pour le premier et le 2™ jour post-infection, respectivement.

Ainsi le nombre de spores par abeille était élevé de 4 X 10° pendant le premier jour jusqu’a
atteindre plus de 3,6 X 10° spores par abeille le 3™ jour. Selon I’échelle de classification de
I’infection par la nosémose proposée par Soerensen (2009), qui est basée sur le nombre de
spores par abeille, un nombre de 4 X 10° spores par abeille correspond & une trés faible

infection. En revanche, 3,6 X 10° spores par abeille est considéré comme une forte infection.
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Fig. 37- Cumul de taux de mortalité noté pour A. m. sahariensis en relation avec le nombre
moyen de spores par abeille marqué apres 1’inoculation d’une dose de 100.000 spores de

Nosema sp.

Nbr spores traité S : Nombre moyen de spores noté pour A. m. sahariensis inoculée par une
dose de 100.000 spores de Nosema sp. ; % mortalité S : Taux de mortalité corrigée notés pour

A. m. sahariensis apres 1’inoculation d’une dose de 100.000 spores de Nosema sp.
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2.3.3. Nombre de spores produites par jour post-infection

Dans cette étude, le nombre de spores par abeille était élevé de 6,3 X 10° le premier
jour jusqu’au 12,3 X 108 le 4™ jour post-infection chez A. m. intermissa. De méme il a été
élevé atteignant 4 X 10° pendant le premier jour jusqu’a plus de 3,6 X 10° spores par abeille le
3™ jour post-infection chez A. m. sahariensis. Donc I’évolution en nombre de spores par
abeille est importante & partir de 3™ et 4™ jour post-infection, pour A. m. sahariensis et A.
m. intermissa respectivement. Les spores matures sont évidentes & partir du 3™ jour post-
infection (Fries et al., 2013), en se basant sur une étude de I’infection artificielle des spores de
Nosema. Selon (Fries et al., 2013), seules les spores peuvent étre détectées en utilisant des
méthodes visuelles. Et Les formes végétatives de Nosema ainsi que les spores peuvent étre

détectées en utilisant des méthodes moléculaires (OIE, 2013).

Les résultats de Huang et Solter (2013) ont montré, aprés 10 jours post-infection, que le
nombre de spores par abeille et par jour était, approximativement de 40 X 10° et 80 X 10°
spores, pour N. apis et N. ceranae respectivement. L’accumulation de spores dans l'intestin a
connu une tendance plus élevée pour N. ceranae que N. apis aprés 12 jours post-infection,
avec une différence, globalement, significative (Huang et Solter, 2013). Cet estimation
correspond aux observations des infections de I'intestin (Higes et al., 2007).

Selon Chaimanee et al. (2013), aprés 6 jours post-infection, le nombre de spores par abeille
aprés I’inoculation de 100.000 spores était 1,03 x 10° spores pour A. mellifera (prélevée de
Canada), 5,72 x 10° spores/abeille pour A. mellifera (prélevée de Thailande), 6,44 x 10°
spores/abeille pour A. dorsata (prélevée de Thailande), 2,53 x 10° spores/abeille pour A.
cerana (prélevée de Thailande). Aucune spore n’a été détectée pour A. cerana et A. florea

inoculées par N. ceranae isolée de Canada.

Concernant 1’abeille tellienne A. m. intermissa, nous avons observé (fig. 36) que le nombre de
spores atteint son maximum le 4™ jour post-infection (12,3 X 10° spores). Antlinez et al.
(2009) ont montré que N. ceranae a supprimé l'expression des génes de peptides
antimicrobiens pendant le 7™ jour post-infection. Cependant, I’infection par N. ceranae n'a
pas affecté I'expression des génes au 4™ jour post-infection en le comparant avec I'infection
par N. apis. Egalement, Chahbar et al. (2016) suggérent que I’infection naturelle d’A. m.
intermissa en Algérie est causée par N. apis, dans la majorité des colonies étudiées. Cette

étude est menée par 1’isolement de Nosema sp. a partir des colonies infectées de 1’ Algérie. En
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plus les spores de N. ceranae semblent mdrir tardivement dans le processus d'infection que les

spores de N. apis (Huang et Solter, 2013).
2.3.4. Relation entre le développement de la nosémose et la mortalité

Le développement en nombre de spores chez I’abeille tellienne A. m. intermissa est
beaucoup plus ¢élevé par rapport a 1’abeille saharienne A. m. sahariensis (fig. 38). La
différence dans les taux de mortalités entre les deux races d’abeille domestique existantes en
Algérie, A. m. intermissa et A. m. sahariensis, ne peut pas s’expliquer pas la différence de
sensibilité vis-a-vis la nosémose. Vue que, une différence hautement significative a été
trouvée entre la mortalité naturelle des deux races d’abeille (DDL = 1; Valeur de F = 20,32 ;
p = 0,0003) par I’utilisation de la procédure GLM en utilisant la sélection de Model ANOVA
Means LSMeans (test student) du SAS.9 (annexe 6). Les moyennes corrigées de mortalités
sont 30,83+20,54 et 7,92+9,40 pour A. m. intermissa et A. m. sahariensis, respectivement
(annexe 7). Donc les taux de mortalités naturelles chez A. m. intermissa sont trés éleves par

rapport a A. m. sahariensis.
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Fig. 38- Graphe comparatif entre les taux de mortalité et le developpement de nombre de
spores apres 1’inoculation d’une dose de 100.000 spores de Nosema sp. pour A. m. sahariensis

et A. m. intermissa.
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Nbr spores traité S : Nombre moyen de spores noté pour A. m. sahariensis inoculée par une
dose de 100.000 spores de Nosema sp. Nbr spores traité T : Nombre moyen de spores noté
pour A. m. intermissa inoculée par une dose de 100.000 spores de Nosema sp. % mortalité S :
Taux de mortalité notés pour A. m. sahariensis aprés 1’inoculation d’une dose de 100.000
spores de Nosema sp. % mortalité T : Taux de mortalité moyenne notés pour A. m. intermissa

aprés 1’inoculation d’une dose de 100.000 spores de Nosema sp.

Les niveaux de transcription des peptides antimicrobiens, abaecin, apidaecin et
hymenoptaecin, sont déterminés aprés 6 jours post-infection avec deux isolats de N. ceranae.
A travers les traitements (les doses inoculées), I'expression des trois peptides antimicrobiens
dans A. cerana, A. dorsata et A. florea était clairement supérieure a celle d’A. mellifera, dans
le groupe des témoins et le groupe des abeilles infectées par N. ceranae (Chaimanee et al.,
2013).

2.3.5. Influence des jours post-infection sur la mortalité

Une mortalité maximale de 3,70 % et 11,54 % était marquée, apres le 1* jour post-
infection pour A. m. intermissa (fig. 36) et le 3™ jour post-infection pour A. m. sahariensis
(fig. 37). La différence de mortalité est hautement significative entre les jours post-infection
pour les deux races, tellienne A. m. intermissa (DDL = 3 ; valeur de F = 5,86 ; p = 0,0061)
(annexe 8) et saharienne A. m. sahariensis (DDL = 3; Valeur de F = 10,12 ; p = 0,0005)

(annexe 9).

La mortalité causée par I’infection artificielle, par les spores de Nosema, a commencé apres le
8™ jour post-infection (Retschnig et al., 2014), avec un faible taux de mortalité (moins de 5
%), pour arriver & 20 % le 14™ jour post-infection. En France, une infection expérimentale a
donné une mortalité de 10 % et 50 % apres 10 et 20 jours post-infection, respectivement
(Alaux et al., 2010a ; Vidau et al., 2011). Mais en Espagne, une tres forte mortalité (100 %) a
été observée, aprés une courte durée, 8 jours post-infection (Higes et al., 2007). La virulence
de Nosema ceranae étudiée dans différentes especes d'abeilles (A. mellifera, A. cerana, A.
dorsata et A. florea) a montré que tous les individus (inoculés, et témoins) des especes
d'abeilles asiatiques, A. cerana, A. dorsata et A. florea, sont mortes dans les 9 jours post-
infection sans aucun symptoéme de la maladie (Chaimanee et al., 2013). Ceci est en accord
avec le phénomene naturel de la prévalence de l'infection par N. ceranae qui a été trouvé par

Chaimanee et al. (2010), avec un taux d'infection plus élevé chez la population d’A. mellifera
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que chez les trois autres races d'abeille. Contrairement a Huang et Solter (2013), qui ont
signalé que N. ceranae n’a pas causé de mortalité pour A. mellifera qu’apres le 9™ jour post-
inoculation. D’aprés certains chercheurs (Rinderer et Sylvester, 1978 ; Bailey et Ball, 1991 ;
Malone et al., 1995 ; Higes et al., 2007 ; Paxton et al., 2007), aprés I’infection initiale, des
millions de spores peuvent se reproduire aprés quelques jours post-infection au niveau des

cellules épithéliales, ce qui provoque une mortalité pour I’abeille.

Il est possible que I'induction différentielle des enzymes de désintoxication selon le niveau de
métabolite toxique (Suchail et al., 2000) puisse expliquer cette différence de mortalité, ou
bien I'immunité des abeilles utilisées dans les expérimentations est différente. Une variation
dans les réponses individuelles des larves et des abeilles adultes contre les parasites est
observée dans les colonies d’A. mellifera (Decanini et al., 2007 ; Wilson-Rich et al., 2009 ;.
Fontbonne et al., 2013). Elle peut étre due & une différente localité de désintoxication et de
ressources de la résistance aux maladies (Alaux et al., 2010b ; Pettis et al., 2012). Parce que
les enzymes de réduction et les espéces réactives de I'oxygene jouent un role vital dans la

désintoxication de I'néte et I'immunité (James et Xu, 2012).
2.3.6. Sensibilité de la race tellienne pour la nosémose

Sur 12 observations, la mortalité chez I’abeille tellienne est de 6,17 + 4,11 pour les
individus traités par une dose de 100.000 spores par abeille. Presque le méme résultat (6,08 £

3,65) a été trouveé pour les individus témoins non traités (annexe 8).

Pour la comparaison des moyennes (test de student) entre la mortalité naturelle (témoin) et la
mortalité aprés 1’inoculation d’une dose de 100.000 spores de Nosema sp. par abeille, la
procédure GLM (modele linéaire généralisé) du SAS.9, avec la sélection du model ANOVA
(ods select Model ANOVA Means LSMeans), a été utilisée. Chez I’abeille tellienne A. m.
intermissa, il n’y avait pas de différence significative entre la mortalité naturelle (les témoins)
et la mortalité aprés 1’inoculation d’une dose de 100.000 spores par abeille (DDL =1; p =
0,9468). De méme entre les répétitions (DDL = 2 ; Valeur de F = 1,00 ; p = 0,3872). Mais la
différence est hautement significative entre les jours post-infection (DDL = 3 ; valeur de F =
5,86 ; p =0,0061).

Les mémes résultats sont notés par certains auteurs, en utilisant des races hybrides améliorées
(Buckfast) (Vidau et al., 2011), A. mellifera hybrid ligustica X mellifera
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(Alaux et al., 2010a), A. mellifera (Forsgren et Fries, 2010). Aussi, A. florea a été jugée moins

sensible a I’infection par Nosema (Chaimanee et al., 2013), dont seulement une des trois

cages d’A. florea a été infectée et le nombre de spores observées était plus faible (5,6 x 103

spores / abeille) que celui d’A. mellifera, A. dorsata et A. cerana.

L’origine génétique des abeilles peut étre la clé pour justifier la différence de mortalité causée

par D’infection artificielle par la nosémose. L’origine génétique des populations d’abeille

domestique a été étudiée réecemment par Fontbonne et al. (2013), dont ils ont détecté 4 taxons

pour les sous-especes de A. mellifera proviennent de 14 pays du monde (fig. 39).

" Reference populations for the microsatellite databank used to characterize at
individual and population levels the two A. mellifera colonies studied for each taxon.

Populations Number of colonies Subspecies  Evolutionary
sampled branch
Armenia 17 Caucasica 0
Georgia 26 Caucasica (8]
Turkey 109 Anatoliaca (8]
France 150 Mellifera M
Belgium 30 Mellifera M
Portugal 24 Iberica M
Italie 30 Ligustica C
Croatia 50 Carnica C
Slovenia 91 Carnica C
Greece 1 96 Cecropia C
Greece 2 55 Macedonica C
Algeria 154 Intermissa A
Morocco 38 Major A
Guinea 22 Adansoni A

12 Colony 2
Colony 1

Slovenia g
I—||[|'I"I Croatis il (carmica)

Colony 3 C

Greece 1 (cecropia)
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Fig. 39- La caractérisation génetique au niveau des populations d’A. mellifera étudiées pour

chaque taxon (Fontbonne et al., 2013)
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Ces auteurs (Fontbonne et al., 2013) ont montré que les deux abeilles, A. m. mellifera et A. m.
ligustica, réagissent de la méme maniére a I’infection par N. apis dans un méme habitat, mais
leurs colonies ont montré des sensibilités différentes pour l'infection par N. apis, confirmant
l'existence d’une variation génétique dans la susceptibilité a travers les colonies quelles que
soient les sous-espéces. Egalement, d’autres études montrent la variation génétique dans la
susceptibilité pour I’ascosphérose, la loque américaine et la nosémose non pas au niveau des
sous-espéces, mais entre les colonies de la méme race d’A. m. mellifera, A. m. carnica et A.
m. ligustica situées dans un méme habitat (Palmer et Oldroyd, 2003 ; Evans, 2004 ; Jensen et
al., 2009; Invernizzia et al., 2009a; Vojvodic et al., 2011 ; Chaimanee et al., 2012). En
Algérie, une variabilité¢ génétique élevée a été trouvée pour les populations de 1’abeille

domestique A. m. intermissa (Chahbar et al., 2013 ; Loucif-Ayad et al., 2014).

Réellement, la sélection des abeilles caractérisées par un faible taux d’infection par la
nosemose (Dussaubat et al., 2013), est le fruit d’une année de sélection achevée en Danemark
(Huang et al., 2012). Dans le méme contexte, Chahbar et al. (2016) ont déclaré que la
nosémose ne cause pas le CCD (phénomene d’effondrement des colonies d’abeilles) pour A.
m. intermissa en Algérie. Cela peut s’expliquer par la résistance et/ou une tolérance de
I’abeille tellienne A. m. intermissa pour la nosémose. Les mécanismes de défense des abeilles
aux pathogenes, comme en général chez les animaux, comprennent deux stratégies principales
. la résistance et la tolérance (Svensson et Raberg, 2010 ; Baucom et De Roode, 2011). La
résistance s’exprime par la construction de barrieres qui empéchent ’infection ou par
I’activation de réponses de défense lorsque I’infection a eu lieu, alors que la tolérance vise a
compenser le colt énergétique ou le dommage tissulaire provoqués par le pathogene ou par
I’activation de la réponse immune de 1’hote (Evans et Spivak, 2010). Chez les insectes, les
barrieres sont la cuticule et les cellules épithéliales qui dans de nombreux cas évitent
I’adhérence et I’entrée des microbes dans le corps. L’invasion par les microorganismes peut
étre également inhibée par des changements physiologiques de pH ou d’autres conditions

chimiques de I’intestin de I’insecte (Evans et Spivak, 2010).
2.3.7. Sensibilité de la race saharienne pour la nosémose

Chez I’abeille saharienne A. m. sahariensis, nous avons trouvé, sur 12 observations,
que le taux de mortalité est de 1,58 + 1,88 % pour les individus non traités et de 3,17 £ 1,85 %

pour les individus traités (annexe 9).
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Pour la comparaison des moyennes entre les abeilles inoculées par une dose de 100.000
spores par abeille et les abeilles témoins, nous avons utilisé le méme test (test Student) du

SAS.9 utilisé auparavant pour 1’abeille tellienne.

Chez I’abeille saharienne A. m. sahariensis, la différence est hautement significative entre la
mortalité naturelle (les témoins) et la mortalité¢ aprés I’inoculation d’une dose de 100.000
spores par abeille (DDL = 1; Valeur de F = 10,35; p = 0,0051) et entre les jours post-
infection (DDL = 3 ; Valeur de F = 10,12 ; p = 0,0005), mais non pas entre les répétitions
(DDL =2 ; Valeur de F = 2,67 ; p = 0,0984). En plus, la moyenne corrigée de mortalité est de

1,68 % et 3,17 % pour les individus témoins et les individus traités, respectivement.

Une infection artificielle chez la sous-espéce A. m. iberiensis a montré que cette race est
sensible & la nosémose (Dussaubat et al., 2013). Des résultats similaires ont été déclarés par
Fries et al. (1996) pour A. ceranae, par Higes et al. (2007) pour A. m. iberiensis et par
Suwannapong et al. (2010) pour A. florea. Chaimanee et al. (2013) ont trouvé que la virulence
de N. ceranae dans des cages expérimentales de A. dorsata et A. cerana était similaire a celle
trouvée dans A. mellifera. Mais, il faut tenir compte de 1’dge des abeilles testées. Selon
(Malone et al., 1996), I’age des abeilles pendant I’infection peut influencer le développement
de I’infection. En plus, Dussaubat et al. (2013) ont noté que le taux de mortalité est plus élevé

pour les abeilles agées de 5 jours que pour les abeilles les plus jeunes (Alaux et al., 2010a).

Ainsi la sensibilité de certaines races d’abeille pour cette maladie peut étre héréditaire. Les
résultats des caractérisations génétiques, accompagnées avec des observations des lésions
anatomopathologiques au niveau des cellules épithéliales de l’intestin des abeilles, sont
différents entre les abeilles infectées par la nosémose et les abeilles saines (Dussaubat et al.,
2013). Ces Iésions sont des conséquences d’une germination et multiplication des spores de
Nosema dans les cellules épithéliales. Les lésions identiques ont été observées par Garcia-
Palencia et al. (2010) pour A. m. iberiensis, infectée naturellement.

2.3.8. Influence de la couleur de cuticule sur la résistance aux maladies

D’apres cette étude, nous avons trouvé que la race d’abeille locale tellienne A. m.
intermissa est résistante en comparant avec la saharienne A. m. sahariensis. Il est a noter que
la race tellienne est caractérisee par une cuticule de couleur noir, contrairement a la race

saharienne, elle est de couleur jaune. La couleur du pelage (robe) chez les animaux joue non
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seulement un role esthétique, mais a également un impact substantiel sur de nombreux
facteurs indispensables a la survie. Chez les animaux sauvages, elle facilite le camouflage
contre les prédateurs. Certains des geénes, identifiés, de contrdle de la couleur du pelage
présentent un effet pléiotrope (Jung et al., 2006 ; Kaplan et al., 2008), affectant également le
comportement et les troubles, Souvent de caractére létal (Kaelin et Barsh, 2013). La couleur
du pelage est déterminée au cours de la croissance embryonnaire (Charon et Lipka, 2015). Les
mélanines (eumélanine et Phéomélanine) sont synthétisées et stockées dans des mélanosomes,
qui sont de grands organites de mélanocytes. Les mélanocytes sont présents non seulement
dans la peau, mais aussi dans les oreilles, les yeux, le cerveau, le cceur et le tissu adipeux
(Bellone, 2010). Les cellules précurseur des mélanocytes (mélanoblastes), provenant de la
créte neurale, migrent dans la peau, dans les follicules, dans les yeux et dans d'autres organes.
Si une telle migration est perturbée, certaines zones cutanées n'ont pas de mélanocytes et leur

couleur est blanche (Ferreirados Santos Videra et Magina, 2013).

Le gene KIT a été largement étudié, chez les animaux, pour son role dans 1’état sanitaire des
animaux domestiques alors que ses mutations peuvent avoir des effets létaux (Haase et al.,
2007, 2009 ; Holl et al., 2010). Le géne KIT Joue un role tres important dans le contréle de la
différenciation, de la prolifération et de la survie des mélanocytes et des mastocytes, et
participe également dans la gamétogenese, I'hématopoiése et la différenciation des
lymphocytes T (Johansson et al., 2005 ; Haase et al., 2009 ; Fontanesi et al., 2010). L'alléle
dominant du gene KIT Code une protéine transmembranaire défectueuse, incapable de
transmettre le signal, ce qui perturbe la migration des mélanocytes. L'absence de mélanocytes
dans la peau peut se traduire par une couleur blanche (Mau et al., 2004; Holl et al., 2010;
Thiruvenkadan et al., 2008). Les chiens a taches blanches étendues présentent un risque accru

de surdité par rapport aux colorés (Kaelin and Barsh, 2013).

Un aspect important de l'effet pléiotrope des génes de couleur de pelage est le fait que les
animaux affectés par des maladies qui sont conditionnées par des variants de tels geénes,
peuvent étre des modeles de maladies apicoles qui augmentent la capacité de développer un

traitement approprié et faciliter la compréhension du contexte génétique d'une maladie.
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2.3.9. Etude de corrélation entre le nombre de spores de Nosema et la mortalité chez

P’abeille saharienne A. m. sahariensis

D’aprés la figure 40, il n’y a pas de corrélation significative entre la production en

nombre de spores de Nosema et la mortalité corrigée chez I’abeille saharienne A. m.

sahariensis (DDL = 1; valeur de F = 0,19; P = 0,6716), en utilisant la procédure

REGRESSION du SAS 9.

Mortalité corrigée (MC) = 6,18E’ X nombre de spores + 7,92.

Le coefficient de régression égale & 6,18E’ n’est pas acceptable car P>0,05 (DDL = 1 ; valeur
de F =0,19; P = 0,6716) et le coefficient de détermination (R?) égale a 0,14 (R2 = 14 %).

Donc le modéle n’est pas bon, on considére le modéle bon lorsque R? > 50 %. Selon

Dussaubat et al. (2013), aprés 12 jours post-infection, le nombre de spores par abeille peut

atteindre 9 X 105, et des taux de mortalité considérables peuvent commencer.

MC = 79193 +619E-9 Nbrsperes
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Fig. 40- Absence de correlation significative entre le nombre de spores de Nosema et les taux

de mortalite corrigée chez I’abeille saharienne A. m. sahariensis

L’absence de corrélation significative, trouvée par ce test, peut s’expliquer par la virulence de

I’espéce de Nosema inoculée lors de I’expérimentation. Selon (Fries et Camazine, 2001), la
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virulence d’un parasite peut étre définie comme le degré auquel I’infection fait diminuer la
reproduction et la survie de son hote. Dans le cas de N. ceranae, des études montrent des

degrés opposés de virulence chez I’abeille (Carreck, 2012).

Dans le méme sens, Chaimanee et al. (2013) ont trouvé que N. ceranae isolée d’abeille de
Thailande était plus virulente que N. ceranae isolée d’abeille du Canada. Cette différence peut
étre due a I’évolution de meilleures réponses de Nosema aux défenses d'abeilles hotes ou bien
le contraire, I’évolution de systéme immunitaire de 1’abeille contre la nosémose (Werner et
al., 2000). Chahbar et al. (2016) suggérent que ’abeille a développé une résistance contre la
nosémose, vu que 100 % des apiculteurs en Algeérie ne pratiquent aucun traitement contre

cette maladie.

Contrairement a Huang et Solter (2013), qui ont trouvé que le nombre de spores, quantifiées
dans l'intestin pour les individus morts, est de 1’ordre de 5-37 millions ; Alors que les abeilles
survivantes, aprés 14 jours post-infection, ont produit 1-3 millions de spores. Mais le taux de
mortalité suggeére que les abeilles avec des niveaux d'infection extrémement éleves n'ont pas
survécu (Huang et Solter, 2013). Chaimanee et al. (2012) ont noté que les taux des infections
élevés ont été observés chez les abeilles inoculées par une dose de 10° et 10° spores/ul. Une
autre étude signale qu’une dose de 10* spores est considérée comme critique pour infecter 100
% des abeilles (Forsgren and Fries, 2010).

Ces différences ont été observées dans des conditions de laboratoire (Higes et al., 2007 ;
Martin-Hernandez et al., 2009 ; Alaux et al., 2010a ; Forsgren et Fries, 2010 ; Suwannapong
et al., 2010 ; Vidau et al., 2011) tout comme dans des conditions naturelles (Higes et al.,
2008a ; VanEngelsdorp et al., 2009 ; Chauzat et al., 2010 ; Borneck et al., 2010 ; Gisder et
al., 2010). D’une part la préférence de N. ceranae pour les conditions climatiques de certaines
régions pourrait expliquer la diversité des résultats (Fenoy et al., 2009 ; Martin-Hernandez et
al., 2009), d’autre part, des facteurs génétiques du parasite et de 1’hote pourraient aussi étre a
la base de ces différences (Williams et al., 2008 ; Chen et al., 2009 ; Genersch, 2010 ; Huang
et al., 2012 ; Fontbonne et al., 2013). Des interactions avec d’autres facteurs pourraient
¢galement conduire a des différences de mortalité, par exemple, I’interaction de N. ceranae
avec des pesticides présents dans I’environnement (Alaux et al., 2010a ; Pettis et al., 2012) ou

I’interaction entre N. ceranae et le paysage qui apporte aux abeilles un régime moins riche en
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ressources melliferes qui peut rendre les abeilles plus susceptibles au parasite (Porrini et al.,
2011).

2.3.10. Effets des conditions de laboratoires sur la mortalité des abeilles infectées

Dans des conditions de laboratoires, les différents protocoles utilisés rendent
difficile I’interprétation des résultats sur la mortalité des abeilles infectées avec Nosema sp.
Trois facteurs pourraient jouer sur la mortalité, la dose inoculée, 1’age des abeilles utilisées
dans I’expérimentation et 1’alimentation fournie (Woyciechowski et Moron, 2009 ; Alaux et
al., 2010b ; Forsgren et Fries, 2010). La dose de spores pour I’infection dans le cas de Martin-
Hernandez et al. (2011) cause des différences de mortalité. Egalement, Forsgren et Fries
(2010) ont observé que des doses plus faibles que 10 000 spores par abeille n’affectent pas la
totalité des abeilles (a 14 jours apres 1’infection). Au contraire Porrini et al. (2011) n’ont pas
observé d’effet dose. L’age des abeilles (Malone et al., 1996 ; Woyciechowski et Moron,
2009) et I’alimentation (Alaux et al., 2010b) sont deux facteurs qui peuvent rendre les abeilles
plus au moins susceptibles a I’infection. Dans le méme sens, Porrini et al (2011) ont démontré
que la réponse a l’infection dépend de 1’état nutritionnel et physiologique de I’hdte, qui
dépend a la fois non pas de la quantité mais de la qualité des nutriments. Contrairement a
I’étude de Fontbonne et al. (2013), qui a confirmé que les taxons d’A. mellifera situés dans un
méme habitat et expérimentés dans les mémes conditions environnementales ne difféerent pas
dans leur réponse a une infection par un pathogene. Ainsi, il n’y a pas de différence
significative entre la consommation de sirop parmi les individus traités et les témoins
(Fontbonne et al., 2013).
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2.4. Etude préliminaire des mycoses affectant 1’abeille domestique tellienne Apis

mellifera intermissa

Les résultats obtenus de différentes souches fongiques isolées a partir des abeilles, des
larves et de la cire battue par les ouvriéres sont discutés. Puis les différentes formes de
champignon Ascosphaera apis et sa croissance mycélienne sont développées. Enfin la

prévalence de ’ascosphérose Ascosphaera apis dans les régions d’étude était étudiée.

2.4.1. Etude des caracteres macroscopiques et microscopiques des différentes souches

isolées

Trois souches fongiques sont identifiées a savoir Ascosphaera apis, Aspergillus
niger et Penicillium sp. Nous avons détaillé les caractéres macroscopiques et microscopiques

de ces trois souches isolées.

2.4.1.1. Etude des caracteres macroscopiques et microscopiques d’Aspergillus

niger

Les caractéres macroscopiques et microscopiques de champignon Aspergillus

niger sont détaillés et discutés dans cette partie.
2.4.1.1.1. Etude macroscopique d’Aspergillus niger

Aprés la purification d’Aspergillus niger sur un milieu spécifique
dans des boites de Pétri, les colonies apparaissent sous formes granuleuses, de couleur
blanche puis jaune. Ensuite elles deviennent noiratres avec une pigmentation jaune pale au
verso de la boite de Pétri (Fig. 41). Les sclérotes sont parfois différenciés, sont créme a
chamois foncé au début, puis virent au chamois vinacé (fig. 41). Selon Alonso et al. (1993) et
Palacio et al. (2007), le développement de pigment jaune-brun, 1’exsudat, la laine huileuse et

I'effondrement du mycélium sont des indicateurs du vieillissement.
2.4.1.1.2. Etude microscopique d’Aspergillus niger

L’étude microscopique nous a révélé que les tétes conidiennes sont
bisériées, radiées et disposées en plusieurs colonnes brunatres ou noires. Les vésicules sont
globuleuses et entiérement fertiles. Les phialides (7-10 x 3-3,5 um) sont portées par des

métules brunatres, de dimensions variables. Les conidies sont habituellement globuleuses,
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parfois légerement aplaties. Elles mesurent 3,5-5 um de diamétre. Aussi elles sont brunes,

échinulées a trés verruqueuses (Fig. 42).

Fig. 42- Aspect microscopique d’Aspergillus niger (Gr X 400). A : Vésicule ; B : Métule ; C :
Phialide ; D : Conodie ; E : Conidiophore (Originale)
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2.4.1.2. Aspect macroscopique et microscopique de genre Penicillium

Les colonies sont duveteuses de couleur blanchatre au début, ensuite elles
deviennent bleu vert (fig. 43A). Concernant 1’aspect microscopique, le mycélium est de type
cloisonné portant de nombreux conidiophores isolés et ramifiés. Ces conidiophores se
terminent par un pénicille. Le pénicille constitue de phialides branchés directement a

I'extrémité du conidiospores (fig. 43B).

Fig. 43- Aspect macroscopique (A) et microscopique (B, Gr x 400) de genre Penicillium

(Originale)

2.4.1.3. Etude des caractéres macroscopiques et microscopique d’Ascosphaera

apis

Cette partiec d’étude porte sur les caractéres macroscopiques et

microscopiques d’Ascosphaera apis. Les résultats obtenus sont développés et commentés.

2.4.1.3.1. Aspect macroscopique d’Ascosphaera apis

Les colonies sont blanches et dense, leurs diamétres varient entre
5cm et 8 cm. Apres 8 jours de germination, le mycélium était blanc et aérien (fig. 44A). Elles

deviendront noires lors de la formation des kystes (fig. 44B).
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Fig. 44- Aspect macroscopique d’Ascosphaera apis ; A : Les colonies d’Ascosphaera apis
sont blanches ; B : aspect macroscopique d’Ascosphaera apis apres la formation des kystes
(Originale).

2.4.1.3.2. Aspect microscopique d’Ascosphaera apis

Les hyphes sont cloisonnés, leurs diamétres oscillerent entre 2,5 um
et 8 um, présentant des ramifications dichotomiques prononcées. Pour sa reproduction sexuée,
A. apis nécessite deux genres de mycéliums. Ces mycéliums sont morphologiquement
semblables et physiologiquement différents, possédant des polarités opposées, 1’une de signe
positif « + » et ’autre de signe négatif « - ». C’est ce qu’on appelle un champignon
hétérothallique avec deux types sexuels, positif « + » et négatif «— » (Hemmerlé, 2015).
Quand les deux souches sont cultivées a proximité la formation de fructifications se produit.
Les fructifications sont des kystes de spores sphériques (Sporocytes ou ascoma) présentant un
diamétre varie entre 47 um et 140 um. L’ascoma contient de nombreuses balles de spores
(Asques), son diamétre varie entre 9 um et 19 um, produisant des spores hyalines
(ascospores) dont leurs dimensions sont a 1’ordre de 2.7 — 3.5 um x 1.4 — 1.8 um, longueur
maximale et largeur maximale respectivement (fig. 45). Des résultats similaires sont trouvés
par Reynaldi et al. (2015), dont les kystes de spores (sporocystes) et les spores présentent des
diameétres moyens de 60 pm et 10 pm, respectivement. Selon Hemmerlé (2015), les
sporocystes, les corps de fructification, sont des globules de 80 um de diamétre en moyenne,

ils sont de couleur vert foncé, brun foncé ou noirs. Le diamétre des asques mesure grosso
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modo entre 10 et 20 um. Les ascospores ressemblent a des grains de riz plus ou moins

incurvés, qui mesurent environ 3 um en longueur (Hemmerlé, 2015).

Ascoma

Des ascoma vide

: Les hyphes
;‘, A‘t ) ’l T

Fig. 45- Aspect microscopique d’Ascosphaera apis (Gr X 400)

(Originale)
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2.4.2. Relation entre symptomes d’infections fongiques et souches fongiques isolées

D’apres le tableau 14, Peinicillum sp. est détectée dans la cire battue présentant des
signes cliniques des infections fongiques (100 %), et dans les abeilles adultes mortes issues
des colonies détruites (100 %). Mais cette souche fongique n’a pas été trouvée dans des
abeilles vivantes ni dans des larves. Donc, d’aprés ces résultats, cette souche Peinicillum sp ne
peut pas étre considérée comme une espéce infectant 1’abeille domestique en Algérie, mais
plutot elle s’installe apres le déclin de la colonie d’abeille ou bien sur la cire battue quittée par
les ouvrieres (Annexe 10). Contrairement & Ascosphaera apis et Aspergillus niger, Ces deux
souches sont isolées a partir des larves, des abeilles vivantes échantillonnées a I’intérieure des

colonies et des larves momifiées devant les entrées des ruches (tableau 14).

Toutes les larves momifiées (100 %) sont porteuses de 1’ascosphérose Ascosphaera apis sans
aucune exception. Ces larves momifiées sont douteuses pour Aspergillus niger (40 %). Ainsi,
les larves de couvain désoperculé (ou opercules déchirés) par les nettoyeuses (fig. 46) sont
douteuses pour ’ascosphérose Ascosphaera apis (66,66 %). Quand ces larves (désoperculé
par les nettoyeuses) présentent une couleur noiratre, 1’ascosphérose est détectée a 100 %.
Mais 1’aspergillose Aspergillus niger n’a pas été détecté dans des larves de couvain

désoperculé.

Des résultats similaires sont obtenus par Fluri et al. (1998), ces auteurs ont étudié les signes
typiques de certaines maladies apicoles. L’ascosphérose se traduit par I’un des symptémes qui
se suivent (Fluri et al., 1998).

» Les larves momifiées sur le fond de la ruche ou t6t le matin devant le trou d’envol, il
s’agit des larves d’abeilles mortes et desséchées, recouvertes d’un mycélium
blanchatre, rarement gris noir ;

» Larves isolées recouvertes d’un mycélium formant un feutrage blanc ;

» Larves ou prépupes mortes envahies de champignons a 1’aspect cotonneux et de
couleur blanche ;

» Les momies se desséchent et prennent 1’apparence de morceaux de craie ou de

calcaire.
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Selon Fluri et al., (1998) et Fernandez et Coineau (2007), les momies présentent une couleur
blanchatre, celle du mycélium du champignon. D’autres momies sont gris noiratre, en raison

de la présence d’une grande quantité de corps fructifere.

La présence des opercules déchirés est un symptome assez typique pour 1’ascosphérose (Fluri
et al.,, 1998) (Fig. 46). Nos résultats sont contradictoires avec ceux notés par (Spivak et
Gilliam, 1993, 1998 ; Invernizzi, 2001 ; Flores et al., 2005). Ces auteurs ont signalé que
I’ascosphérose se présente par des larves momifiées d’une couleur noir ou blanche.
L’aspergillose se manifeste de fagon identique a celle de 1’ascosphérose a la différence que les
larves momifiées collent fortement aux parois des cellules et ne peuvent étre évacuées par les
abeilles (Fluri et al., 1998).

Dans cette étude, A. apis a été détectée chez des abeilles adultes dans la station de Ouled-
Fayet a Alger. Il n’est jamais rapporté qu’une abeille adulte, ou tout autre insecte adulte
d’ailleurs, est infecté par Ascosphaera apis (Hemmerlé, 2015). Pourtant, une récente
publication révele la présence d’ascospores et de la forme végétative (mycélium) du

champignon chez des bourdons adultes élevés en captivité (Maxfield-Taylor et al., 2015).

Tableau 14- Les signes cliniques des infections fongiques en relation avec les souches
fongiques isolées

. Nombre de
Nombre et pourcentage . Colonies .
. Colonies . . colonies
Nombre de colonies . . ] infectées . ,
s ) . . Partie . - infectées par infectées
Localité total de échantillonnées , . ] Signes cliniques par
: . . échantillonnée Ascosphera . par
colonies | présentant des signes . aspergilus L
. apis . Peinicillum
cliniques niger
sp.
Jaunétre et verdatre issue
Alger . . de I'infecti 1 8 colonies /
g . 11 8 colonies / 72,72 % Cire battue © 1 nteution pat 'es / / '
(Bouchaoui) mycoses sur la cire 100 %
battue
Alger Abeilles Larves momifiées devant
. adultes et I’entrée de 1 he + 7 colonies /
(Ouled- 42 | 7colonies/ 16,66 % e e / /
fayet) larves couvain désoperculé par 100 %
Y momifiées les nettoyeuses
Blida . Larves momifiées devant | 3 colonies/
. 48 3 colonies / 6,25 % Larves / /
(Boufarik) ’ I’entrée de la ruche 100 %
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. Abeilles mortes, les tétes . .
1 colonies Abeilles enfoncées dans les / 1 colonie/ | 1 colonie/
/3,70 % ; 100 % 100 %
alvéoles
Blida 7 3 colonies Larves Larves momifiées devant | 3 colonies/ | 3 colonies
27 colonies/ | /11,11 % momifiées I’entrée de la ruche 100 % /100 %
(Larbaa) — —
25,92 % . Jaunatre et verdatre issue
. Abeilles . . ;
3 colonies adultes + La de I’infection par les / / 3 colonies /
/11,11 % . mycoses sur la cire 100 %
cire
battue
. L ird i .
3. 1 colonie / Larves arv/es n0|ratr,es (couvain 1 colonie /
Boumerdes colonies / 277 % (couvain) désoperculée par les 100 % / /
(Khemis- 36 8,33 % ' nettoyeuses)
khachena) 2 colonies Larves Larves momifiées devant | 2 colonies/ | 1 colonie/ /
/5,55 % momifiées Pentrée de la ruche 100 % 50 %
2 colonies Larves Larves momifiées devant | 2 colonies / / /
. 8 /10 % momifiées I’entrée de la ruche 100 %
Msila . =
20 colonies / . Larves blanchatres .
(Bousaada) 40 % 6 colonies Larves (couvain désoperculé par 4 colonies / / /
/30 % (couvain) percure p 66,66 %
les nettoyeuses)

Fig. 46- signes cliniques des infections fongiques (Originale)

A : Cellules de couvain désoperculées (ou déchirés) par les nettoyeuses présentent une

couleur blanche ; B : larves momifiées ; C : Cellules de couvain désoperculées présentent une

couleur noiratre.

Nous avons observé qu’Ascosphaera apis n’a jamais été présente au méme temps que

Peinicillum sp. Alors que les deux souches, Peinicillum sp et Aspergillus niger étaient
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présentes au méme temps dans 1’échantillon des abeilles mortes, les tétes enfoncées dans les

alvéoles (annexe 11). Ces deux genres, Aspergillus et Penicillium, sont génétiquement

proches. Des chercheurs (Pitt et Taylor, 2014 ; Taylor et al., 2016) ont fourni des données

pour suggerer que si le genre Aspergillus devait étre considéré comme monophylétique, le

clade Penicillium appartiendrait a Aspergillus et des nouvelles nomenclatures sont

recommandées (exemple : Aspergillus sous-genre Penicillium). En outre, ils proposent la

retypification d'Aspergillus avec A. niger et de maintenir les noms d'Aspergillus pour

certaines especes économiquement pertinentes dans le sous-genre Circumdati (Pitt et Taylor,
2014 ; Taylor et al., 2016). Contrairement aux (Samson et al., 2014 ; Hubka et al., 2014 ;
Houbraken et al., 2014 ; Houbraken et al., 2016 ; Kocsubé et al., 2016), qui ont confirmé

qu’il s’agit de deux genres différents, Aspergillus et Penicillium (fig. 47).
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Fig. 47- Multilocus phylogénétique étendu et indépendant entre Aspergillus et Penicillium
(Photographie Kocsubé : Kocsubé et al., 2016)
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2.4.3. Prévalence des signes cliniques de I’infection fongique dans les régions d’étude

Le rucher situé dans la station de Bouchaoui (Alger) représente le taux des signes
cliniques des infections fongiques le plus élevé (72,72 %) (fig. 48). Cette valeur relativement
élevée peut étre justifiée par I’environnement d’installation du rucher. Le rucher de cette
station (Bouchaoui-Alger) est localisé entre deux lignes de brise vent (annexe 12), un milieu
mal ensoleillé, qui peut étre considéré comme étant un facteur favorisant la création d’un
microclimat caractérisé par un taux d’humidité relative élevé (Flores et al., 1996). Cet endroit
favorise le développement des mycoses (champignons) qui se traduit par 1’apparition des
symptomes d’anomalie. Mais la souche fongique dominante dans cette station était
Peinicillum sp. (72,72 %) (Tableau 14). Le rucher situé dans la station de Bousaada (Msila)
représente un taux de 40 %. Les taux les plus faibles sont notés pour les stations de Larbaa
(Blida), d’Ouled-fayet (Alger), de Khemis-khachena (Boumerdes) et de Boufarik (Blida),
avec des taux respectivement de 25,92 %, 16,66 %, 8,33 % et 6,25 % (Tableau 14).

La seule espéce présente dans les stations d’Ouled-fayet (Alger), Boufarik (Blida) et
Bousaada (Msila) était Ascosphaera apis. Les deux agents pathogenes, Ascosphaera apis et
Aspergillus niger sont détectés dans la station de Khemis-khachena (Boumerdes). Alors que,
dans la station de Larbaa (Blida), les trois especes, Ascosphaera apis, Aspergillus niger et
Peinicillum sp., étaient présentes dans les différents prélevements de la ruches (tableau 14 et
fig. 48).
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Fig. 48- pourcentage de colonies échantillonnées présentant des signes cliniques des

infections fongiques
2.4.4. Souches fongiques affectant I’abeille domestique A. mellifera

D’aprés cette étude, en basant sur la relation entre les symptomes d’infection
fongique et les souches fongiques isolées (tableau 14), nous pouvons conclure que seulement
les deux souches fongiques Ascosphaera apis et Aspergillus niger, parmi les trois souches
détectées, peuvent étre considérées comme étant des especes infectants I’abeille domestique
A. mellifera. Selon Jensen et al. (2013), I’ascosphérose et I'aspergillose (ou couvain pétrifié)
sont deux maladies fongiques associées au couvain d'abeilles. L’ascosphérose est causée par
Ascosphaera apis (Aronstein et Murray, 2010), et est une maladie généralisée qui peut
entrainer une réduction sévére des abeilles naissantes et donc la productivité globale des
colonies. L’aspergillose est causée par Aspergillus sp. qui est rarement observée (Jensen et al.,
2013).

Ainsi, la présence des mycoses microscopiques peut causer des contaminations mycotoxines
(Kocube et al., 2013), représentant un risque parfois fatal pour la santé des animaux et de
I’homme (Rocha et al., 2004 ; Sheikh-Ali et al., 2014 ; Prakash et al., 2015 ; Bozik et al.,
2016 ; Otoni et al., 2016 ; Nidhina et al., 2017). Cette infection fongique peut se présenter
dans les colonies apres la récolte de pollens et/ou la collecte de nectars par les butineuses a

partir des plants infectés. Plusieurs especes fongiques peuvent contaminer les veégétaux, en
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particulier du genre Aspergillus (Medina et Magan, 2011 ; Pitt et al.,, 2013), qui sont
caractérisées par une tres forte production de mycotoxines (Bennett et Klich, 2003 ; Sheikh-
Ali et al., 2014). Ainsi, Aspergillus niger est détectéee également dans le sol (Song et al.,
2016), un autre facteur favorisant la propagation de la maladie. En paralléle, certains plants

sont résistants contre Aspergillus sp. (Manoza et al., 2017).
2.4.5. Etude de I’ascosphérose Ascosphaera apis
2.4.5.1. Distribution spatiale de I’ascosphérose

D’aprés le tableau 14, A apis est détectée dans toutes les régions d’étude, a
savoir Alger, Blida, Boumerdes et M’sila. Mais en Algérie, aucune étude n’est menee pour
étudier la prévalence des maladies fongiques affectant A. mellifera. Selon une étude basée sur
les symptomes rapportés par les apiculteurs lors d’une enquéte menée en 2011 par Adjlane et
al. (2012a), aucun des symptomes typiques de I’ascosphérose n’était déclaré en Algérie. A.
apis, le champignon responsable de 1’ascosphérose, est réputé parasiter uniquement les larves
de I’abeille européenne Apis mellifera, de 1’abeille asiatique Apis cerana (Jensen et al., 2013),
d’une abeille charpentiére Xylocopa californica et les larves de 1’abeille charpentiére
Xylocopa augusti (Reynaldi et al., 2015). L ascosphérose est distribué dans le monde entier
(Simone-Finstrom et Spivak, 2013 ; Jensen et al., 2013 ; Wilson et al., 2015). En Argentine,
la maladie a été détectée pour la premiere fois en 1978 par Rossi et Carranza (1980). Au
début, les symptdmes sont observés principalement au printemps et les colonies ont pu guérir
sans aucun traitement dés que 1’été progressait (Albo et al., 1994). Depuis 1988, L'incidence
de I’ascosphérose a augmenté et il est noté plus fréquemment dans les ruchers (Flores et al.,
1999 ; Aronstein et Murray, 2010 ; Simone-Finstrom et Spivak, 2013 ; Wilson et al., 2015 ;
Hemmerlé, 2015). La maladie ne conduit pas, normalement, a des pertes de colonies, mais
elle affaiblit les colonies et entraine une diminution de la production de miel (Palacio et al.,
2007). Les efforts visant a contrdler cette maladie avec des produits chimiques n'ont pas été
couronneés de succes et parfois les traitements ont des effets secondaires négatifs sur le
couvain, les abeilles adultes et le miel (Gilliam et VVandenberg, 1990 ; Flores et al., 2001).
L’inspection périodique des colonies et la désinfection des équipements de la ruche, Comme
il est recommandé pour le contréle de la loque américaine, permettent la détection précoce de

la maladie et I'élimination des spores d’A. apis (Palacio et al., 2007).
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2.4.5.2. Etude de différentes formes de champignon Ascosphaera apis

Cette souche fongique est caractérisée par deux formes distinctes, la forme de
résistance et la forme végétative. La forme de résistance d’Ascosphaera apis est les kystes des
spores sphériques, mesurant entre 47 pum et 140 um de diameétre (fig. 49). Ces kystes
contiennent de nombreuses balles des spores, mesurant entre 15 um et 32 pm, composés par
des spores hyalines (fig. 50). Ascospheara apis est un champignon filamenteux. Les hyphes
(la forme végétative) sont cloisonnés, 2,5-8 um de diametre, avec des ramifications

dichotomiques prononcées (fig. 51).
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Fig. 50- Aspect microscopique des balles de spores d’Ascosphaera apis (Gr X 400)
(Originale).
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Fig. 51- Aspect microscopique de mycélium d’Ascosphaera apis, (Gr X 400) (Originale).

2.4.5.3. Etapes de formation des spores d’Ascosphaera apis
Apres la fécondation entre un hyphe femelle et un hyphe male, nous assistons
a la formation d’un primordium d’ascogone (A). Le nutriocyte commence a se gonfler (B).
Ceci constitue un hyphe ascogoniale primaire qui occupe tout le volume interne du nutriocyte
dilaté (C), I’ensemble correspondant a I’ascoma (D). Ensuite de jeunes asques se constituent a

I’intérieure de 1’ascoma (E) qui ont ensuite éclaté pour libérer les spores (F) (Fig. 52).

L —
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Fig. 52- Les étapes de formation des spores d’Ascosphaera apis (Originale)
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La production de kystes de spores a eté enregistrée apres 15 jours poste-infection (Palacio et
al., 2007). Apres cette formation (spores), des larves momifiées de couleur noir ont été
observées (Palacio et al., 2007).

2.4.5.4. Croissance mycélienne de champignon Ascosphaera apis

L’¢tude de la croissance mycélienne est menée a partir de trois isolats d’A.
apis, isolés dans la région de Msila. Cette étude révele que la durée de germination de

champignon est entre 5 et 8 jours dont la température optimale est de 20°C a 30°C (fig. 53).

Croissance (mm)

La figure 53 résume les résultats de la croissance mycélienne obtenue pour les trois isolats.
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Fig. 53- Les histogrammes qui representent la croissance mycelienne par rapport a la

température pour les trois isolats d’A. apis
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La croissance mycélienne, apres 8 jours de germination, aux températures 10°C, 15°C et 35°C
est faible (inférieur & 20 mm). Pour les températures 20°C, 25°C et 30°C, la croissance
mycélienne est maximale (atteindre jusqu’a 84 mm) apres environ 6 jours de germination (fig.
54). De ce fait, la croissance mycélienne optimale pour le champignon Ascosphaera apis est
située dans I’intervalle de température de 20°C a 30°C. Les caractéristiques des champignons
consistaient en des caracteristiques coloniales telles que la taille, I'aspect superficiel, la texture
et la couleur des colonies. De plus, le mycélium végétatif exposé a la microscopie, y compris
la présence ou l'absence de parois croisées, le diametre mycélien et les types structuraux de la
reproduction sexué et asexuée (Pornpukdeewattana et al., 2017). Selon Aronstein et Holloway
(2013), sur une culture spécifique, le champignon A. apis peut se développer dans des
conditions de températures différentes, oscillerent entre 25°C et 35°C avec une température
optimale varie entre 30°C et 33°C. D’aprés une autre étude, les cultures d’A. apis destinées
pour I’inoculation, dans 1’abeille domestique, sont incubées dans des conditions sombres et
aérobies a 30°C + 2°C pendant 15 jours. Elles sont Stockées a 19 = 4°C jusqu'a leurs
utilisations (Palacio et al., 2007). La croissance et la présence des contaminants issues des
propagations sont enregistrées apres 5 jours poste-infection des cultures (Palacio et al., 2007).
Les signes de I’infection par les colonies d’A. apis apparaissent apres 30 jours post-infection
(Ruffinengo et al., 2000). Les colonies d’A. apis cultivées sur le riz intégral (ou brun) n'ont

pas présenté de signes de vieillissement aprés 60 jours d'incubation (Ruffinengo et al., 2000)
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>

Fig. 54- Les étapes de croissance mycélienne dans une température optimale (25°C a 30°C),

mésusée chaque 24 heures. A, B et C: la croissance mycélienne d’A. apis dans une
température de 25°C ; D, E et F : la croissance mycélienne d’A. apis dans une température de
30°C (Originale)

2.4.5.5. Prévalence de I’ascosphérose dans les régions d’étude

La prévalence de I’infection des colonies par 1’ascosphérose est étudiée en
basant sur des signes cliniques, et est confirmeée, ultérieurement, au laboratoire. Les résultats
obtenus sont illustrés dans la figure 55. D’apres cette figure (fig. 55), le rucher le plus infecté
par I’ascosphérose est situé dans la région de Msila (Bousaada) 30 %, suivi par le rucher situé
a Alger (Ouled-fayet) 16,66 %, puis les ruchers de Blida (Larbaa) et Blida (Boufarik) avec des
taux, respectivement, de 11,11 % et 6,25 %. L’ascosphérose n’est pas détectée dans le rucher
d’Alger (Bouchaoui) 0 %. Selon les déclarations de ’apiculteur responsable du rucher de
Msila (Bousaada) 30 %, ce rucher s’est déplacé de la région d’Alger (Transhumance). Donc
en réalité, cette étude a été menée dans la région septentrionale d’Algérie a savoir Alger,
Blida et Boumerdes. La différence de température peut étre compensée par les ouvriéres a
I’intérieure des colonies. La germination des spores d’A. apis est indépendante de la
température dans l'intervalle de 15°C a 40°C, avec une température optimale de 31-35°C

(Liang et al., 2000). L’abeille A. mellifera contrdle la température du couvain 33-36°C avec
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une température de 35+0,5°C pour la zone centrale du couvain pendant la nymphose (Liang et
al., 2000). Les changements de température induits par I'environnement au sein de la ruche
sont compensés par les ouvriéres, en produisant individuellement de chaleur endothermique
(Groh et al., 2004). En outre, Liang et al. (2000) ont montré que la température optimale pour
la croissance de A. apis est de 30°C, de sorte que le champignon est hautement spécialisé

agent pathogéne a vivre dans les larves d'abeilles.
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Fig. 55- Prévalence de I’ascosphérose dans les régions d’étude
2.4.5.6. Perspectives de méthodes de lutte contre I’ascosphérose

D’aprés cette étude, en basant sur 1’étude de la croissance mycelienne de
champignon A. apis, une transhumance vers des régions chaudes peut minimiser (ou limiter)
les infections par 1’ascosphérose A. apis. Une méthode de lutte recommandée pour lutter
contre cet agent pathogene. En plus, d’autres produits naturels peuvent étre utilisés avec
succes, comme vapeur de vinaigre de riz, inhibant la germination des spore fongique
(Pornpukdeewattana et al., 2017). En revanche, les traitements contre 1’ascosphérose ne sont
pas recommandés par des antibiotiques. Ces traitements ont des effets secondaires négatifs sur
le couvain, les abeilles adultes et le miel (Gilliam and VVandenberg, 1990 ; Flores et al., 2001 ;

Juan-Borras et al., 2015). En plus, les produits utilisés pour lutter contre A. apis seront restés
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dans le miel. Dont, Le miel est un produit naturel tres considéré en raison de ses propriétés
nutritionnelles et des applications thérapeutiques appréciées (Juan-Borras et al., 2016).
Cependant, actuellement, des alertes alimentaires causées par la détection d'antibiotiques, des
pesticides ou des métaux lourds dans le miel, ont mis en péril son image saine (Juan-Borras et
al., 2015). Hormis les antibiotiques, les résidus des pesticides dans le miel sont a 1’origine des
pollutions environnementales, causées par la contamination de 1’eau, de pollen et de nectar
(Garcia-Chao et al., 2010; Rodriguez-Lopez et al., 2014), et des pratiques des vétérinaires
(Totti et al., 2006 ; Calatayud-Vernich et al., 2016). Ainsi, les abeilles entrent en contact avec
les pesticides parce que les pratiques vétérinaires les exposent a des pesticides tels que les
acaricides, nécessaires pour lutter contre les parasites des abeilles comme Varroa destructor
(Gregorc et Poklukar, 2003 ; Li et al., 2015), et les fongicides utilisés pour contr6lés
Ascosphaera apis (Juan-Borras et al., 2016). Une autre méthode reste & confirmer, elle est
basée sur I'utilisation naturelle des résines végétales, par les abeilles, sous forme de propolis.
Faire une transhumance dans des régions caractérisées par abondance des plants résineux,
portant des résines qui ont des effets tres élevés contre les maladies apicoles, telles que la
loque américaine et I’ascosphérose. Cependant, le principal mécanisme de résistance a cette
maladie est le comportement hygiénique des abeilles adultes (Palacio et al., 2007 ; Aronstein
et Holloway, 2013 ; Adjlane et Haddad, 2014). L’inoculation des colonies Apis mellifera par
des spores d’A. apis, 1’agent causal de 1’ascosphérose, est la bonne méthode pour tester

I’efficacité du comportement hygiénique (Palacio et al., 2007).
2.4.5.7. Effets de ’environnement sur ’infection par I’ascosphérose

Les effets de Dl'infection par 1’ascosphérose ne sont pas bien connus en
Algérie. Les taux des symptomes de I’infection par 1’ascosphérose observés dans les ruchers
étudiés ne sont pas pareils. La génétique des abeilles joue parfois un réle clé dans la résistance
contre les maladies, et notamment contre I’ascosphérose. La variation génétique chez les
abeilles algériennes mise en évidence grace a des marqueurs microsatellites est élevée
(Chahbar, 2013). Aussi, les populations algériennes de A. mellifera sont caractérisées par la
variabilité élevée en termes de nombre d'alléles (Chahbar et al.,2013; Loucif-Ayad et al.,
2014). De méme, différentes souches d’A. apis ont montré des différences importantes dans la
virulence de I'néte (Aronstein et Holloway, 2013). Vojvodic et al. (2011) Ont constaté des
variations génétiques significatives entre les souches d'A. Apis collectées en Europe et aux

Etats-Unis, qui sont deux biotopes différents. 1l est important de noter que ces variations
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génetiques sont bien corrélées a la résistance des abeilles a I'infection fongique. Les larves
d'abeilles mises au défi chez A. apis répondent de maniére dépendante de I'age. Des larves trés
jeunes, 1 a 2 jours (6 mg, poids vif), cessent de se nourrir peu de temps apres avoir consomme
I'inoculum des spores, ce qui ne gagne pas beaucoup de poids apres l'inoculation (Aronstein et
Holloway, 2013).

Ainsi, le biotope de rucher peut conditionner I’infection par I’ascosphérose. Les résines
protegent également les colonies d'abeilles melliféres du pathogene fongique A. apis (Simone-
Finstrom et Spivak, 2013), et les Colonies répondent au défi de 1’ascosphérose A. apis en
augmentant la résine butinée (Simone-Finstrom et Spivak, 2013). Les effets des résines contre
les infections bactériennes, tels que Paenibacillus larvae dans les colonies entiéres ne sont pas
claires (Antunez et al., 2008). Toutes les races d'abeilles collectent les résines végétales de
leur environnement et les déposent dans leurs ruches sous forme de propolis, bien que
certaines colonies déposent, relativement, peu par rapport aux autres (Seely et Morse, 1976 ;
Crane, 1990 ; Simone-Finstrom et Spivak, 2010). Qui peut justifier la différence de I’infection
qui a été notée, auparavant, au cours de cette étude. Dans le méme contexte, n’ont seulement
les colonies d’abeilles ne récoltent pas des quantités similaires de résines, mais aussi les plants
existants dans un biotope ne portent pas des quantités et qualités de résines pareilles. Les
échantillons de propolis étaient chimiquement distincts entre différentes régions et inhibaient
differemment la croissance de P. larvae et de A. apis (Wilson et al., 2015). Les abeilles
produisent de la propolis a partir d'une grande variété de résines en fonction de la diversité des
plantes résineuses disponibles dans un environnement particulier (Crane, 1990). Comme les
autres abeilles (sauvage), les abeilles melliferes font des choix parmi les plantes résineuses
qui se produisent dans le méme environnement en récoltant la résine de certaines plantes,
mais pas d'autres (Leonhardt et Bllthgen, 2009; Wilson et al., 2013). Les résines végétales
sont généralement des mélanges complexes de composés phénoliques et isoprénoides qui
fonctionnent dans la défense des plantes contre les agents pathogenes et les parasites
(Langenheim, 2003), Bien gque la composition de résine et I'activité antimicrobienne puissent
étre trés variables entre les plantes dans différentes régions ou méme parmi les espéces du
méme genre (Lindenfelser, 1967; Bastos et al., 2008; Wilson et al., 2013). La diversité
fonctionnelle des résines végétales est relativement inconnue, mais la diversité des résines
disponibles pour produire de la propolis peut avoir d'importants avantages pour la santé des
abeilles (Wilson et al., 2015).
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La propolis avec une activité antimicrobienne plus élevée peut étre produite si plusieurs
sources de résine sont disponibles, Ou une résine peut compenser un mangue de fonction dans
une autre résine -Appelé «eéquilibre fonctionnel»- (Drescher et al., 2014). La redondance
fonctionnelle et I'équilibre fonctionnel ont été démontrés pour la collecte de résine dans les
abeilles sauvages (Drescher et al., 2014), Il devient donc tres important de tester I'activité de
la propolis contre les pathogenes multiples en considérant le rdle fonctionnel de la propolis
dans la santé des abeilles (Wilson et al., 2015). Son mécanisme d’affection n’est pas encore
reconnu pour les 31 divers organismes parasitent les colonies d'abeilles (y compris les
bactéries, les champignons, les protozoaires, les acariens et d'autres insectes) (Evans et
Schwarz, 2011). Des preuves suggérent qu'il existe des relations fonctionnelles spécifiques
entre la collection de résine et la résistance aux infections fongiques et bactériennes chez les
fourmis du bois (Chapuist et al., 2007) et I’infection bactérienne et fongique pour ’abeille A.
mellifera (Antunez et al., 2008 ; Simone-Finstrom et Spivak, 2013), Mais nous ne savons pas
comment les agents pathogenes sont exposés aux composés actives de résines au niveau des
colonies. Puisque les résines ne sont pas connues pour étre consommeées par les fourmis ou les
abeilles. Les composés de résine pourraient interagir avec les agents pathogenes par contact
direct, Contact avec des composés de résine adhérant a des cuticules d'insectes, ou par
volatilisation (Wilson et al., 2015). Les deux agents pathogenes P. larvae et A. apis infectants
’abeille par 1'ingestion de spores (Aronstein et Murray, 2010 ; Genersch, 2010) et la Propolis
peut empécher la croissance des spores (Wilson et al., 2015). Plus de recherches sont
nécessaires pour déterminer le mécanisme de l'inhibition de la propolis contre ces agents

pathogenes.
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Conclusion générale

Cette approche choisie nous a permis d’étudier I’'impact des principales maladies bactériennes
et fongiques sur la santé de 1’abeille domestique en Algérie. Elle nous a permis d’apercevoir
le cosmopolitisme de la nosémose Nosema sp. en Algérie, la prévalence de la loque
américaine Paenibacillus larvae, la sensibilit¢ de 1’abeille saharienne Apis mellifera
sahariensis pour la nosémose, la résistance de 1’abeille tellienne Apis mellifera intermissa
contre la nosémose et I’impact des infections fongiques sur 1’affaiblissement des colonies

d’abeilles.

D’abord, nous avons constaté un cosmopolitisme de la nosémose Nosema sp. en Algérie. Ces
données ont contribué a la premiere observation de la performance et la distribution spatiale
de cette maladie. Elle est présente dans toutes les régions prospectées du territoire national.
Nous avons trouvé que les niveaux des infections des colonies par la nosémose sont estimés
faibles ou tres faibles pour la majorité des échantillons examinés. Ainsi, les régions et les
ruches ne conditionnent ni la présence ni I’absence de 1’infection, et elles n’ont pas un effet
direct sur les niveaux des infections par Nosema. Aussi, nous suggérons que la plupart des
colonies, dans notre pays, sont infectées par Nosema apis. D’apres cette étude, la nosémose ne
cause pas le CCD en Algérie. De ce fait, il est primordial de rechercher d’autres facteurs qui
menacent réellement la survie de 1’abeille locale. Par ailleurs, les traitements contre la
nosémose ne sont pas recommandés en Algérie. Cela est bénéfique pour les apiculteurs et
I’abeille elle-méme. En produisant du miel de meilleure qualité sans résidu des produits
chimiques. Dans le méme ordre d’idées, il est fondamental d’utiliser des bonnes pratiques
apicoles. La technicité d’élevage sert non seulement pour le maintien des niveaux des
infections par Nosema et par d’autres agents pathogénes, mais également pour la préservation
et la conservation de notre abeille locale. Cette étude doit &tre complétée par 1’utilisation des

outils moléculaires afin d’obtenir d’autres informations.

Ensuite, notre travail nous a permis de mettre en évidence la prévalence de la loque
américaine. Une fréquence de 32,38 % des colonies étudiées sont atteintes par la loque
américaine Paenibacillus larvae. Les abeilles examinées sont échantillonnées aléatoirement
sans tenir compte des signes cliniques de la maladie. Nous avons remarqué que certaines
colonies infectées par la loque américaine sont restées fortes et elles n’ont pas développé les

symptdmes de la maladie. Etant donné que les abeilles peuvent étre porteuses des bactéries de
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la loque américaine P. larvae avant I’apparition des symptomes cliniques, il faudrait toujours
un diagnostic précoce de la loque américaine pour éviter la propagation de la maladie. De
méme, nous avons pu détecter plusieurs souches de la bactérie P. larvae en se basant sur les
caractéristiques biochimiques et morphologiques. En se basant sur le modele linéaire
généralisé, I’évaluation de la répartition de la loque américaine montre ’existence d’un effet
direct des conditions environnementales (des régions) sur les taux des infections des colonies
par cette maladie. En revanche, il n'y a pas de différence significative d’apparition de la

maladie entre les ruchers de la méme région.

Il ressort aussi de notre travail la possibilité d’obtenir a partir des abeilles qui ont le mieux
répondu a la loque américaine, par une réponse immunitaire sociale, un noyau de sélection
basée sur le comportement hygiénique des abeilles. La vérification d’un tel mécanisme lors de
I’infection par la loque américaine mais également dans le cas d’autres maladies, permettrait
d’orienter les pratiques apicoles vers le renforcement de la colonie afin de contrebalancer le
cotut de ces comportements d’immunité sociale. De ce fait, la mise en place de bonnes
pratiques apicoles reste 1’enjeu primordial pour la prévention contre les maladies des abeilles.
Par exemple, nous avons discerné nettement la particularit¢ d’infection bactérienne de la
région de Boumerdes parmi les autres régions étudiées. Cette nuance entre les régions nous a
permis de suggérer que certaines pratiques apicoles, notamment la transhumance,
contribueraient a la transmission horizontale de la loque américaine entre les colonies ; ce qui

favoriserait le développement de la virulence de cette maladie.

D’aprés ’étude de la relation entre les symptomes d’infection fongique et les souches
fongiques isolées a partir des colonies d’abeilles, nous pouvons conclure que seulement les
deux souches fongiques Ascosphaera apis et Aspergillus niger, parmi les trois souches
détectées, peuvent étre considérées comme étant des especes infectants I’abeille domestique
A. m intermissa. Ensuite, les signes cliniques typiques pour chacune de ces deux souches
fongiques, a savoir Ascosphaera apis et Aspergillus niger, ont été étudiés. Cette partie d’étude
révele que toutes les larves momifiées devant les entrées des ruches et les larves de couvain
désoperculé (ou opercules déchirés) par les nettoyeuses présentant une couleur noiratre sont
porteuses de 1’ascosphérose Ascosphaera apis (100 %). Par contre, 1’aspergillose Aspergillus
niger n’a pas de symptomes typiques. L’étude de la prévalence de 1’ascosphérose A. apis
montre que cette maladie est omniprésente, elle a été détectée dans toutes les régions

prospectees.
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La poursuite de la croissance mycélienne chez 1’ascosphérose a été menée a partir de trois
isolats d’A. apis, isolés dans la région de Msila. Cette étude prouve que la durée de
germination du champignon est entre 5 et 8 jours avec des températures comprises entre 20°C
et 30°C. D’apres cette étude, nous pouvons proposer une méthode de lutte contre cet agent
pathogéne, il s’agit d’une transhumance vers des régions chaudes. Cette technique peut

minimiser (ou limiter) les infections par 1’ascosphérose.

Finalement, la sensibilité des deux races d’abeille Apis mellifera intermissa et Apis mellifera
sahariensis pour la nosémose a été étudiée. L’inoculation des abeilles par une dose de
100.000 spores de Nosema par abeille met en évidence une variabilité importante de la
sensibilité des deux races d’abeilles domestiques existantes en Algérie. Les résultats de cette
étude montrent que la race tellienne A. m. intermissa est plus résistante contre la nosémose
que la race saharienne A. m. sahariensis. Pour tester cette sensibilité, la comparaison des
moyennes (test de student) entre la mortalité naturelle (témoin) et la mortalité apres
I’inoculation d’une dose de 100.000 spores de Nosema sp. par abeille a été utilisée. Les
résultats obtenus chez 1’abeille tellienne A. m. intermissa montrent qu’il n’y avait pas de
différence significative entre la mortalité naturelle (les témoins) et la mortalité apres
I’inoculation d’une dose de 100.000 spores par abeille (DDL =1 ; p = 0,9468). Chez I’abeille
saharienne A. m. sahariensis, la différence est hautement significative entre la mortalité
naturelle (les témoins) et la mortalité aprés I’inoculation d’une dose de 100.000 spores par

abeille (DDL =1 ; Valeur de F = 10,35 ; p = 0,0051).

Chez la race telienne, le nombre de spores par abeille est élevé de 6,3 X 10° le premier jour
jusqu’au 12,3 X 108 le 4™ jour post-infection. Malgré cette forte infection par la nosémose,
apres une infection artificielle, les taux de mortalités observés chez cette race d’abeille A. m.
intermissa sont tres faibles (maximum 3,70 %). Chez la race saharienne, le nombre de spores
par abeille était élevé de 4 X 10° (trés faible infection) pendant le premier jour jusqu’a
atteindre plus de 3,6 X 108 spores par abeille le 3™ jour (une forte infection). Les taux de
mortalité sont élevés de 5 % le premier jour post-infection jusqu’au 11,54 % aprés le 3™ et
le 4" jour post-infection. Donc, le développement en nombre de spores chez 1’abeille
tellienne A. m. intermissa est beaucoup plus élevé par rapport a 1’abeille saharienne A. m.

sahariensis.

Perspectives
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Les échantillons des colonies d’abeilles doivent étre prélevés selon les bonnes pratiques de
laboratoire. Un historique détaillé doit accompagner chaque échantillon afin d’assurer une
bonne tracabilité. La nature et I’historique des échantillons lors de 1’analyse des données
doivent étre en accord avec les fiches de prélevement. De méme, le nombre d’échantillons
doit étre suffisant pour chaque condition. Un minimum de 20 échantillons nous semble

nécessaire.

Les effets des maladies chez 1’abeille domestique peuvent étre influencés par les interactions
entre divers facteurs présents dans 1’environnement. Ainsi, I’étude des interactions devient
pertinente, car dans des conditions naturelles, les abeilles sont exposées aux diverses menaces.
C’est pourquoi nous nous sommes intéressés aux effets des interactions entre les différents
facteurs de risques, en l’occurrence pathogene-pathogéne, pathogéne-environnement et

pathogéne-pesticides.

Jusqu’a présent des études basées sur les effets de Nosema chez I’abeille domestique et sur
I’identification de 1’espece de Nosema présente en Algérie par ['utilisation des outils
moléculaires ont été conduites. Ce travail actuellement en cours, permettra de mieux

comprendre la relation existant entre I’abeille et Nosema sp.

Dans le futur, I’é¢tude de I’adaptation des écotypes d’abeilles a leurs environnements d’origine
pourrait donner des clés sur les facteurs qui contribuent a maintenir le systeme abeille —

environnement en équilibre.

La connaissance des mécanismes qui sont a la base du systeme de défense de 1’abeille est
actuellement trés limitée. Cette carence est particuliérement évidente lorsque nous voulons

expliquer les effets des maladies sur la survie et les comportements des abeilles.

Le rble des apiculteurs est considéré comme principal dans le sauvetage et la conservation de
I’abeille domestique, en particulier, il est primordial de conserver 1’abeille saharienne dans

son biotope naturel.

Les enquétes qui se font sur terrain qui sont bien structurées, et basée sur une recherche

précise, sont primordiales.
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Apres les enquétes, la connaissance de notre cheptel apicole (les races, les maladies menagant
la survie de I’abeille), en suite la sélection se fait a partir des colonies qu’on souhaiterait a

multiplier (exemple : résistantes contre les maladies).

Aprés la sélection il vient la préservation par des programmes nationaux. Pour cela, il faut
voir les intéréts des apiculteurs qui sont surtout d’ordre économique, en les encourageant par

des primes et des soutiens.
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Annexe 1
1 To head and venaral air sac 2
: Head und first
pairoflegs « = o
Forceps
4
Spiruche opening
exposed after
collar is removed

| Tracheal Tubes

Fig. 1: Trachée prothoracique d’une abeille (dessin D. Sammataro). Fig. 2 : Premiére étape :
Tenir I'abeille par le thorax et utiliser des pinces fines pour retirer I'abdomen, la téte et la
premiere paire de pattes (photographie L. Royce). Fig. 3 : Deuxiéme étape : le col cervical
doit étre tiré librement pour observer les tubes situés en dessous. Les tubes trachéaux et le col
sont clairement visibles. Tous les tubes sont dépourvus d'acariens dans cette photo
(photographie L. Royce). Fig. 4 : Troisieme étape : La trachée prothoracique est visible. Tous
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les tubes sont dépourvus d'acariens dans cette photo (photographie L. Royce). Fig. 5:
Quatrieme étape : en augmentant le grossissement des tubes, on peut voir plus clairement la
présence d'acariens. Les ombres et les débris dans les tubes trachéaux sont des acariens
trachéaux (fleches) (photographie D. Sammataro). Fig. 6 : Micrographie en champ sombre
d'un tube trachéal plein d'acariens et d'oeufs (photographie D. Sammataro). Fig. 7 : Les tubes
trachéaux colorés par bleu de méthyléne illustrent I’aspect d’un tronc trachéal. A gauche :
tronc trachéal infesté par I’acarien. A droite : tronc trachéal non infesté (photographie D.

Sammataro).

Fig8. Systéme trachéen sain chez 1’abeille tellienne Apis mellifera intermissa
(originale)
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Annexe 2

Nid de la
guépe
germanique
Vespula

germanica

04/09/2015 L

Fig 1. Nid de guépe germanique Vespula germanica observe dans la région de

Larbaa (Blida) (originale)
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Annexe 3

Fig. 1 : Les spores de Nosema observées sous microscope dans la cellule de Malassez

(Grossissement X 400) (originale)

Annexe 4

- Préparation des échantillons pour la détection de Paenibacillus larvae

La méthode de Lindstrom et Fries (2005) est utilisée dans la détection de la bactérie
Paenibacillus larvae. Ecraser soigneusement a 1’aide d’un mortier les intestins d’abeilles,
apres filtration, placer I’échantillon dans un tube & essai et ajouter 20 ml de I’eau
physiologique. Le mélange obtenu est centrifugé pendant 10 minutes. Le culot est récupéré
et mélanger avec 12 ml de Nacl stérile (13 g/litre). L’échantillon est incubé pendant 10
minutes a 85 °C. Ensuite 10 pl de la suspension est inoculée sur les plaques MYPGP-
agar. La lecture des résultats s’effectuera aprés avoir incubé ce dernier échantillon pendant
7 jours a 36°C, avec 5 % de CO2. Sur la gélose MYPGP, les colonies de la bactérie
Paenibacillus larvae sont petites, régulieres, en général rugueuses, plates, blanchatres ou

beiges.
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Annexe 5
- Résultats de la procédure GENMOD

Le Sy=téme SAS 00:00 Tuesday, March 15, 1994 1
The GEHMOD Procedure

Informations sur le modéle

Data Set WORK . INSURE
Distribution Binomial
Link Function Logit
Dependent Variable PRS
Obzervations Used 105

Informations sur les niveaux de classe

Classe Niveaux Valeurs
REG IONS 11 1234567891011
RUCHERS 3 123

Profil de réponse

Valeur Fréguence
ordonnée PRS totale
1 0 7l

F 1 34

PROC GENMOD is modeling the probability that PRS="0°. One way to change this to model the probability that PRS='1" is to
specify the DESCENDING option in the PROC statement.

Criteria For Assessing Goodness OFf Fit

Critére DDL Valeur Value/DF
Deviance 81 81.7557 1.0093
Scaled Deviance 81 81.7557 1.0093
Pearson Chi-Square 81 74.0000 0.9136
Scaled Pearson X2 81 74.0000 0.9136
Log Likel ihood =40 .8778
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finalysis Of Parameter Estimates

Erreur Hald 95%% Confidence
Paramétre DDL Eztimation type Limits Khi 2 Pr > Khi 2
REG | ONS 10 1 -23.28519 1.7678 -26.7506 -19.8211 173.51 <.0001
REG | ONS 11 0 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 . .
RUCHERS(REG IONS ) 1 1 1] -23.9730 0.0000 -23.9790 -23.97930
RUCHERS(REG IONS ) 2 1 1] 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
RUCHERS(REG | ONS ) 1 2 1] 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
RUCHERS(REG |ONS ) 1 3 1] 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 . .
RUCHERS(REG IONS ) 1 4 1 =0.0000 144053.7 -282340 282340.0 0.00 1.0000
RUCHERS(REG |ONS ) 2 4 1] -24.6722 0.0000 -24.6722 -24.6722 . .
RUCHERS(REG IONS ) 3 4 1] 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 . .
RUCHERS(REG | ONS ) 1 5 1 24.6722 185972.5 =364475 364524 .0 0.00 0.93949
RUCHERS(REG |ONS ) 2 5 1] 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 . .
RUCHERS(REG IONS ) 1 6 1 0.0000 Z.0000 -3.9199 3.91499 0.00 1.0000
RUCHERS(REG | ONS ) 2 6 1 25.3653 227768.9 -446393 446444 . 1 0.00 0.93949
RUCHERS(REG |ONS ) 3 & 1] 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 . .
RUCHERS(REG IONS ) 1 i 0 -24.5180 0.0000 -24.5180 =-24.5180 .
RUCHERS(REG |ONS ) 2 i 1] 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 . .
RUCHERS(REG IONS ) 1 8 1 =-0.9308 1.4434 -3.8098 1.8481 0.46 0.4968
RUCHERS(REG | ONS ) 2 8 1 -2.7726 1.5811 =-5.8716 0.3264 3.o7 0.0795
RUCHERS(REG |ONS ) 3 8 1] 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 . .
RUCHERS(REG IONS ) 1 9 1 0.9808 1.4434 =-1.8481 3.8098 0.46 0.4968
RUCHERS(REG | ONS ) 2 9 1 24.95399 161056.9 =315641 315690.7 0.00 0.93949
RUCHERS(REG |ONS ) 3 9 1] 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 . .
RUCHERS(REG IONS ) 1 10 0 25.3653 0.0000 25.3653 25.3653 . .
RUCHERS(REG |ONS ) 2 10 1 0.0000 2277691 -446419 446419.3 0.00 1.0000
RUCHERS(REG IONS ) 3 10 1] 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 . .
RUCHERS(REG IONS ) 1 11 1] 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
Scale 0 1.0000 0.0000 1.0000 1.0000
2: The scale parameter was held fixed.
LR Statistics For Type 1 fnalysis
Source Deviance DDL Khi 2 Pr > Khi 2
Intercept 132.2386
REG | ONS 102.0088 10 30.23 0.0008
RUCHERS(REG IONS ) 81._7557 13 20.25 0.0891
Annexe 6
& Le Sy=téme 5A5 00:00 Tuesday, March 15
The GLHM Procedure
Dependent Variable: mortalite
Valeur
Source DDL Tvpe | 55 Carré moyen F Pr > F
races 1 3151. 041667 3151.041667 20.32 0.0003
repetition z 700.000000 350.000000 2.26 0.1351
Jjour 3 2278.125000 759.375000 4,890 0.0124
Valeur
Source DDL Type |11 55 Carré moyen F Pr >F
races 1 3151. 041667 3151.041667 20.32 0.0003
repetition s 700.000000 350.000000 2.26 0.1351
Jour 3 2278.125000 ¥59.375000 4,90 0.0124
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Annexe 7/

Le Swstéme SAS 00:00 Tuesday, March 15
The GLM Procedure

Niveaun de @ = = =  ======—=-- mortal ite-——-—-—===--
races Hb Hovenne Ecart-type
1 12 30.8333333 20.5%419010
2 12 7.9166667 9.4046249
Annexe 8
Le Swystéme SAS 00:00 Tue=sday, HMarch

The GLM Procedure

Dependent WYariable: mortalite

Valeur
Source DDL Tvpe | 55 Carré moven F Pr > F
Treatment 1 0.0416667 0.0416667 0.00 0.9468
repetition 2 18.2500000 9.1250000 1.00 0.3872
Jour 3 159. 7916667 53.2638889 5.B6 0.0061
Valeur
Source DDL Twpe 111 55 Carré moven F Pr > F
Treatment 1 0.0416667 0.0416667 0.00 0.9468
repetition 2 18.2500000 9.1250000 1.00 0.3872
Jjour 3 159. 7916667 53.2638889 5.86 0.0061

Le Sy=ztéme SAS

The GLM Procedure

Niveau de @ =—====—=—=- mortalite----------
Treatment Hb Mowvenne Ecart-type
1 12 6.1666666T 4_10838020
2 12 6.08333333 3.65459445

The GLM Procedure
Least Sguares Means

mortalite

Treatment LSHEAN
1 6.16666667
2 6.08333333
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ndent Variable:

mortalite

Source

Treatment
repetition
Jour

Source

Treatment
repetition
Jour

Hiveau de
Treatment

1
2

Annexe 9

Le Sy=téme SAS

The GLM Procedure

DDL Twvpe | 55
1 15.04166667
2 7.75000000
2 44, 12500000
DDL Tvpe 111 55
1 15. 04166667
2 7. 75000000
2 44, 125000090

Le Systéme SAS

The GLH Procedure

---------- mortalite

Hoyvenne

1.58333333
3. 16666667

The GLM Procedure
Least Sguaresz Means

mortalite

Treatment LSHMEAN

1 1.58333333

2 3.16666667
Annexe 10

et Y

p— = P — - = A

Carré moyen

15.04166667
3.87500000
14.70833333

Carré moyen

15.04166667
3.87500000
14.70833333

Ecart=-type

1.880924498
1.85047087

00:00 Tuesday, |

Valewr
F

10.35
2.67
10.12

Valeur
F

10,35
2.67
190.12

Pr > F

0.0051
0.0984
0.0005

Pr >»F

0.0051
0.0984
0.0005

Fig. 1: La cire battue quittée par les ouvriéres, prélevée a I’intérieure des ruches (originale)
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Annexe 11
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Fig. 1 : Des abeilles mortes a I’intérieur des colonies, les tétes enfoncées dans les alvéoles
(originale)

Annexe 12

Fig. 1 : Le rucher situé dans la station de Bouchaoui (Alger) (Originale)
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ABSTRACT

Thiamethoxam [3-(2-chlorine-1, 3-thiazole-5-yImd)Hy-methyl-1,3,5-oxadiazinan-4-ylidene(nitro) amijn a
systemic insecticide of the group of neonicotinoidth a large spectrum of action at low concentragi It is used in the
control of sucking insects and some chewing spediesause of its excellent absorption and transtotan plants.
The acute toxicity of contact and oral applicati@mstwo Apis melliferasubspeciesipis mellifera intermissand Apis
mellifera sahariensisvas investigated. In all toxicological studies, le@ose included three cages of 20 individuals and
each study was replicated three times. The dosdalitprelation revealed directly proportional riéteship between the
administered dose of thiamethoxam and mortalityeolesd. The mortality is reached maximum at 24 haiftey treatment
with doses above 50 ng / bee after oral applicatResponse kinetics showed classic kinetics. Theehithe dose of
thiamethoxam and faster is high mortality appeafter oral intoxication, the LD50 values of thiarhekam at 24h were
about 12,3 ng/bee fak. m. intermissand 13.3 ng/bee fok. m. sahariensisAfter contact application, the LD50 values

at 24 h were approximately 26 ng/beeAom. intermissa and3.3 ng/bee foA. m. sahariensis.

KEYWORDS: ThiamethoxamApis mellifera intermissa, Apis mellifera sahariengioneybees, Lethal Dose, Acute

Toxicity
INTRODUCTION

The place of bees in the environment has manycéspagronomic, economic, ecological and scientlfiplays
an important economic role as a carrier of beekagfioney, royal jelly, pollen, propolis and waxjdaagriculture by
providing a quantitative and qualitative increasgpdVaissiere 2002; Haubruge al, 2006; Breezet al, 2011). With its
complex social behavior, the honeybee is one ot scientific models to study the learning fiors, memory and
orientation, particularly in the activity of chiggly. In addition, an ecological point of view, this a useful insect
bio- indicator of high environmental sensitivitydaeise it is in contact with pollutants from varieasirces (Kevan, 1999).
Bees can get in contact with pesticides when foigagi treated crops. Of weakening phenomena apiavith a decrease
in activity without the observation of pathogenaiEon & Colin, 1983). In Algeria, for ten yearsgkeepers observed
serious disturbances in their colonies and highligh responsibility of some insecticides usedropgrotection. Indeed,
many beekeepers indicate a weakening or evenlad&giapulation of the hive.

This may be due to alterations in the nervousesysdf bees, especially since 90% of the insecticigged in
agricultural and forest areas have neurotoxic ptase Thiamethoxam is the first representativéhef second generation

neonicotinoid and belongs to the subclass of thaitiyls (Maienfischet al, 1999). It has exceptional systemic features
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and a strong preventive effect against the trarsamsof the virus. Thiamethoxam show long-lastiegidual activity
(Maienfischet al, 2001).

The objective of this study was to evaluate ofdbete effects of thiamethoxam to honeybee workerntrinsic
toxicity was studied by determining the laboratbased median lethal dose (LD) after oral and corgpplications in
local honeybees Apisnellifera intermissaButtel-Reepen, 1906and Apis mellifera sahariensiBaldensperger, 1924
Mortality kinetics were also studied using differehiamethoxam doses. The acute toxicity of insa&idis allows the
determination of a sublethal level. This subletleakl is important to study the chronic toxicity inkecticides and their

adverse sublethal effects than can induce a deleteimpact on honeybee populations.

MATERIALS AND METHODS

Materials

Thiamethoxam is marketed under the brand Actara fidiar and soil and Cruiser seed treatment
(Maienfischet al, 2001). It is 99.7% purity and was obtained friva office Syngenta Algeria. For each subspecies, b
workers A. m. intermissaand A. m. Sahariensjswere captured from honey and pollen combs in rmes&ealthy
gueen-right colony for all bio assays; all dronesemdiscarded. Immediately before treatment, beze anesthetized with
carbon dioxide and kept in cages (10, 5 X 7, 5 X8.&m) in a temperature-controlled chamber at 26+2fth 60 +10%
relative humidity. Bees were fed with candy andewaid libitum (EPPO, 1992).

Experimental Conditions

In each experiment, three cages of 20 bees wexk fos each dose of treatment. Experiments werkcadpd at

least three times; control mortality was less th&% in all experiments (EPPO, 1993).
Modes of Treatment

Oral Application: The honeybees were deprived of food for 2h befatmimistration of thiamethoxam.
Thiamethoxam solutions were prepared in a 1% aeetohution and then diluted 10-fold in the 50% (WAeding sucrose
solution. The final concentration of acetone solutin the sucrose solutions of control and assaig twas 0.1% (v/v).
The dosing solutions were prepared fresh for eash t£ach bee received 10 ul of 50% sucrose solytiehicle)
containing graded doses of thiamethoxam or thendogehicle alone (control). After consuming thisusion, bees were

fed with candy and water ad libitum. Mortality wagsorded at 24, 48 and 72 h.

Contact Application: One microliter of insecticide solution in 100% awret solution (vehicle) was applied with
a microsyringe on the dorsal thorax. After the agagpion, all bees were fed with candy and watelilzithm. Control bees

received 1 pl of the vehicle. Bee mortality wasoréed 24, 48 and 72 h after topical application.
Data Analysis

Mortality data were corrected according to Abl{f25). The LD50 values are obtained by probitdfarmation

of mortality rates. One-way analysis of varianceswaed to evaluate differences between groups.

RESULTS

Observation of Symptoms Induced by Thiamethoxam

The toxicity of thiamethoxam to bee workers wasestigated with different application modes. In all

Impact Factor (JCC): 1.6864 Index Copernicus Value (ICV): 3.0



Evaluation of Acute Toxicity of Thiamethoxam in Algerian HoneybeeApis 31
mellifera intermissa and Apismellifera sahariensi's

toxicological studies, each dose included threeesagf 20 individuals and each study was replicatede times.
Both A. m. intermissand A. m. sahariensigxhibited neurotoxic symptoms such as tremblingalling, and lack of
coordination within 24 h of thiamethoxam exposWé also noted the appearance of the first casesodflity, already

15 minutes after ingestion of high doses of toxidbth honeybees subspecies.
Oral Toxicity

The results of acute oral toxicity ih. m. intermissaand A. m. sahariensisare shown in Figure 1
A and B. The character increases for the two bolisgecies according to the administered dose. thdkeere is a directly
proportional relationship between the administatese of thiamethoxam and mortality observed. Theatity is reached
maximum at 24 hours after treatment with doses ati®/ng / bee mortality maximum is reached aftehd@s (Figure
1). For doses between 15 and 20 ng / bee, repant@thlity rates exceed 50% for the two races ofsb&ut 100%
mortality are achieved with a dose of 100 ng / toeéd. m. intermissafter 24 hours and with a dose of 50 ng / bee\for
m. sahariensisafter 48 hours of treatment. Doses of 5 and 10 bge generate mortality in the populationfofm.
intermissadevelopment experience 13% and 43% after 24 h&imslarly to A. m. sahariensiat doses of 5 and 10 ng /
bee mortality rates are generated by 16% and 37té&b 24 hours (Figure 1B). Small variations in terof mortality
between repetitions are observed as evidencedéoti standard deviations. Indeed, it should beddhat for some
experiments the maximum mortality is reached afdr hours of treatment. Thus the dose - mortalityves are
superimposed relationship. The results of ANOVAlgsia (p < 0.0001) show that the treatment effedtighly significant

in terms of the sensitivity for thiamethoxamm. intermissandA. m. sahariensis.
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A: Apis mellifera intermissaB: Apis mellifera sahariensi®ee Mortality Observed 24, 48 h and 72 h after Oral
Application of Different Thiamethoxam Doses. DateplResented the Means + SD of Three Experimenteifeetl in
Triplicate. The Absence of Error Bars CorrespordSD = 0

Figure 1. Dose Response Relation Resulting from Or&xposure to Thiamethoxam
Kinetics of Mortality

The kinetics of mortality are shown in Figure Z2Ad B. The aspect of this is classic kinetics. higher the dose
of thiamethoxam and faster is high mortality appe&orA. m. intermissathe maximum mortality is reached 24 hours
after ingestion of thiamethoxam to between 30 ab@ dg / bee (Figure 2A). F&k. m. sahariensjsl00% mortality are
achieved after 24 hours at doses of 90 and 100beg for when doses between 20 and 50 ng / bealibporhaximum

occurs 48 hours after ingestion of thiamethoxargyfe 2B).
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Figure 2: Mortality Kinetics after Oral Application of Thiamethoxam

A : Apis mellifera intermissaB : Apis mellifera sahariens .iBee mortality was monitored after ingestion of
thiamethoxam at the doses of 1ng, 5ng, 10ng, 180y, 30ng, 50ng, 90ng and 100 ng /abeilles. Depeesented the
means + SD of three experiments performed in t@é. The absence of error bars corresponds to GD =

Contact Toxicicty

The results of acute toxicity by topical applioatiare presented in Figure 3A and B. Mortality @ages
according to the dose used for the both subspdaidact, mortality is not delayed and the maximomartality is reached
24 hours after topical application of thiamethoxarhis phenomenon is much more pronouncedAfom. intermissa
100% mortality after 24 h (Figure 3A). By cons form. sahariensjsl00% mortality are generated with a higher ddse o
200 ng / bee and after a longer duration (48 haliglure 3B). But for a higher dose, 250 ng / b88% mortality occur
after 24 hours. A low dose of 10 ng / bee producesmortality after 24 hours Tellian bee (7.4%) &hd Saharan bee
(11%). The mortality oA. m. sahariensisncreases reaching 11.9% at 48 and 72 hoursAFan. intermissamortality
rates observed at doses of 50 and 100 ng / beeardigh reaching 81 and 96% respectively, whileX. m. sahariensjs
these same doses generate lower mortality rat8%s @nd 77%. The results of ANOVA analysis (p <0D0showed a

highly significant treatment effect as regards seesitivity to thiamethoxam for both honeybees pabigs to different
observation times.
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Figure 3: Dose Response Relation Resulting from Ctatt Exposure to Thiamethoxam

A : Apis mellifera intermissaB : Apis mellifera sahariensiB8ee mortality observed 24, 48 h and 72 h after oral
application of different thiamethoxam doses. Datpresented the means + SD of three experiment®rpesfl in

triplicate. The absence of error bars correspom@&t = 0

Kinetics of Mortality

The results of the kinetics of mortality are shownFigure 4 A and B. The aspect of this is cladsietics.
The higher the dose of thiamethoxam increases afitgrtises. InA. m. intermissanaximum mortality is reached 24 hours
after topical application to thiamethoxam (Figuis) dwhereas forA. m. sahariensisnaximum mortality is reached after
48 hours (Figure 4B). It is noteworthy that 100%rtality are reached for both subspecies after 4g¢$havhen they are
subjected to high doses.
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Figure 4: Mortality Kinetics after Oral Application of Thiamethoxam

A: Apis mellifera intermissaB: Apis mellifera sahariensisBee mortality was monitored after ingestion of
thiamethoxam at the doses of 10ng, 50ng, 80ng,d,A®0Nng, 200ng and 250ng /bee. Data representani¢ans + SD of
three experiments performed in triplicate. The abseof error bars corresponds to SD = 0.

LD50 Values of Thiamethoxam

The LD50 values of thiamethoxam in honeybee sgeaidained with contact and oral tests are sumexiiz
Table 1. LD50 values obtained for thiamethoxam lgbres are low. Indeed, fér. m. intermissgaverage values LD50 at
24 hours are respectively about 12,3 and 26 ng/foeoral and contact applications (Table 1). Bom. sahariensjs
average values LD50 at 24 hours are respectivalytal,3 and 43,3 ng / bee for oral and contacliaijons. The LD50
values are identical for both honeybee subspedies @ral administration at 48 and 72 hours. Bom. sahariensjshe
LD50 values after contact application are high cared to those obtained with m. intermissaThe ANOVA analysis

(p <0.0001) showed a significant difference in #enty between the thiamethoxam for both honeylsebspecies after
topical application.

Tableau 1- LD 50 values of thiamethoxam Apis mellifera intermissat Apis mellifera sahariensis’he LD50

values were obtained from the experiments carrigdvath different thiamethoxam doses either aftesl @r contact

Impact Factor (JCC): 1.6864 Index Copernicus Value (ICV): 3.0
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application. The LD50 values were determined fregression lines obtained by Probit transformatifrthe percentages

of mortality corrected, and changes in logarithnda$es. Values in brackets represented 95% cowfdéanits.

Table 1

LD50 (ng/abeille)

A. m. Intermissa

A. m. Sahariensis

Oral Contact Oral Contact
24h 12,29[10,22 — 14.36] 26,01[22,01 — 30,01] | 13,34[11,26-15,40] 44,33[40,33 — 48,33]
48h 11,12[9,05 - 13,19] 25,39[21,53 - 29,52] | 11,76[9,68 — 13,82] 39,51[35,51 — 43,51]
72h 10,64[8,37 — 12,51] 24,33[20,33 — 28,33] | 10,82[8,75 — 12,89] 36,84[32,84 — 40,84]
DISCUSSIONS

Symptoms induced by thiamethoxam

Oral toxicities and contact quickly induce sympsoaf neurotoxicity such as disorderly movementntrs and
convulsions, and apathetic behavior. The same ympare induced by imidacloprid Apis mellifera melliferaandApis
mellifera caucasicaSuchail, 2001; Suchaét al, 2003). Neonicotinoid insecticides act as nervenégyand affect the
mobility of bees inducing symptoms such as tremongoordinated movements and hyperactivity (Landial, 2000;
Nauenet al 2001; Suchaikt al , 2000, 2003; Medrzycket al 2003; Colinet al, 2004). These symptoms are easily

observed at high levels of exposure, whereas fleetadf a lower dose is difficult to discern.

Oral and contact toxicity

Thiamethoxam is more toxic orally than by topiegdplication, which is different from the action ofost
insecticides used. Similar findings are reporte@hghailet al (2000) with imidacloprid. By against, other in8eicles on
bee exhibit greater toxicity after topical applioat after ingestion. Topical application of a syatith pyrethroid,
deltamethrin, toxicity generates 16 times highantthat observed after ingestion (Smart and Steveri®©82). Similarly,
the toxicity of organophosphates such as chlorpgritontact appears to be higher than oral (MishchVerma, 1982)
four times. Rafalimanana (2003) observed after ube of chlorpyrifos, deltamethrin and lambda cytrala in the
laboratory that the honeybee is more sensitivdésé insecticides by topical application as cdilecingestion. Gilbret
and Wilkinson (1975) cited by Rafalimanana (20G)arted that the ingested product spends in détekisn organs or
gut and Malpighian tubules before being distributiedughout the body. As against the product agpicethe thorax
through the cuticle through waxy canaliculi andtritisition is carried out directly in the body, esjadly in the more
lipophilic areas. Generally, neonicotinoids are entwxic orally by contact mode. The difference kedtw oral and contact
toxicity may be due to the low hydrophobicity ofomécotinoids producing low penetration through thsect cuticle
(Decourtye and Devillers, 2010). It is to note tti@ maximum mortality is reached after 24 hourtreditment, the dose-
mortality curves are superimposed relationshipsTeature of the toxicity of thiamethoxam suggélsesinvolvement of
metabolic phenomena. Indeed, the metabolism ofriiihoxam is widely studied iRhizobacterium Ensifesidhaerens
mice, insects and plants such as cotton, spinachtamato. In these organisms, thiamethoxam inftiaihdergoes
processing by one of three ways: either to dematioyl desmethyl thiamethoxam, or the reductioniwbro nitrosoimino
(= N-NO) followed by conversion to the imino (= NHhd urea (= O) for thiamethoxam and metabolitesmaehyl-
thiamethoxam, or is the cleavage of oxadiazine ecytblat will give clothianidin, a neonicotinoid itsieide newly
marketed (Nauept al, 2003; Ford and Casida, 2006, 2008; Karmaitaa, 2009. Casida, 2011; Zha al, 2012). Nauen
et al (2003) reported that thiamethoxam is metabolirgtie body of the insect that clothianidin is Higtoxic insecticide

to bees. Indeed, these authors note that the Bmeltéyl - thiamethoxam is not significantly proddige the caterpillars of
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Lepidoptera Heliothis virescerand Spodoptera frugiperdar in cotton, although it is often mentioned apassible
metabolite. These authors also conclude that thtaomam is likely to be a precursor of neonicotirsofdr clothianidin. It

is quite possible that in the present toxicity sesumulative mortality at 24 hours after treatmiendue to clothianidin.
A similarly high toxicity of imidacloprid and thiasthoxam is also observed in the bumblelBsmbus terrestris
(Mommaertset al, 2010). When topical treatment, containing nitigroups as neonicotinoids imidacloprid, clothiamjd
thiamethoxam, dinotefuran and nitenpyram are moxe tthan the cyano group - containing acetamipnd thiacloprid
(Iwasaet al, 2004; Laurinoet al, 2011). The low toxicity of neonicotinoids cyagmups can be attributed to their rapid
biotransformation (Suchadt al, 2004a, b;. Brunedt al, 2005)

Oral and contact LD50

The LD 50 values obtained confirm that thiamethmxia more toxic by oral administration than by tabi
application. lwas&t al (2004) classify the toxicity of neonicotinoid éwticides depending of LD50 obtained at 24 hours
after topical application. For the nitro group, tHe50 obtained are: imidacloprid (18 ng / bee) etltlanidin (22 ng / bee)
> thiamethoxam (30 ng / bee) > dinotefuran (75 bgée) > nitenpyram (138 ng / bee) and those oltdimethe cyano
group are : acetamiprid ((g/bee) > thiacloprid (4m/bee). Suchailet al (2000) note that LD50 obtained with
imidclopride for oral applications and two contaot between 4 and 24 ng / bee. Decourtye and Bes;i{2010) reported
that the LD50 values of imidacloprid topically dagst significantly vary from one author to anothid®e change can be
multiplied by a factor of 6. Using the same routeapplication, Starlet al (1995) show that the three species of bees or
Apis mellifera, Megachile rotundataand Nomia melanderiare also susceptible to imidacloprid (LD50 = 0rg / bee
after 24 h)

Similar conclusions are drawn for thiamethoxamhveih LD50 of 30 ng / bee fét. melliferaand 33 ng / bee for
B. terrestris(lwasaet al 2004; Mommaertgt al, 2010.). The LD50 values obtained in this study/Ao m. sahariensis
topically are higher than those reported in therditure. By against, those mentioned Aorm. intermissaare lower.
Moreover, the values obtained by ingestion are diigtbmpared to those noted by several authors {(Dgepand
Devillers 2010; Laurincet al, 2011.). It is found that the oral LD50, show dreariability in different studies with
neonicotinoids (Decourtye and Devillers 2010; Laaret al, 2011.). Thus, the oral LD50 of imidacloprid caary from
1 to 20 times. This variation is interpreted by Baat al. (2001) by the process of trophallaxis which magtdbute to
differences in the absorption and accumulationnoihgecticide by the workers. By against, heavy@aurse a reduction in
the consumption of sugar water. Rafalimanana (2@@8xludes that the collective intake is closerdality in social
insects and would recommend not underestimatingakieity. Further studies on the variation of tky involve other
factors such as the age of the bee colony and salespused (Suchat al, 2000, 2001; Naueet al, 2001; Guezt al,
2003) and bee health with an optimal protein sugphehlinget al, 2009). Similarly, infestation by Nosema ceranap
make bees more susceptible (Alabal, 2010. Vidatet al, 2011;. Aufauvreet al, 2012). LD50 values of neonicotinoids
are weak for honeybees compared to the oldest itmmdf insecticides such as organophosphates, hpgids and
carbamates which have a very high toxicity (Atkétsal, 1981; STARKet al, 1995). Suchaiét al (2000) reported that
the toxicity of organophosphate insecticides, sagkhlorpyrifos, is four times higher contact tloaal (contact LD50= act
59 ng / bee and oral= 250 ng / bee). Similarlyjdalpapplication of bifenthrin (pyrethroid ) is svtimes more powerful
than oral application (contact LD50 = 15 ng / bea ¢ LD50 = 100 ng / bee) . Whatever breeds ociggeof bees used,
the toxicity of thiamethoxam is extremely high. loastory studies and field indicate that thiamethma highly toxic to

bees either by contact or by ingestion (Raneaal, 2006). These results confirm the potential hdwzdrthis insecticide
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should not be used in full bloom, to avoid the rkpoisoning of honeybees.
CONCLUSIONS

The toxicity of thiamethoxam insecticide commonlsed in plant protection in Algeria is charactedizgy the
rapid onset of symptoms of neurotoxicity observecdboth A. m. intermissaand A. m. sahariensisnortality occurring
15 minutes after ingestion of high doses. Thera iglationship between the dose directly propoalidhiamethoxam
administered and mortality observed, the maximunmtality was obtained after 24 hours for high doggsgnomenon
much more pronounced fér. m. intermissa asA. m. sahariensjsafter topical application. Thiamethoxam is maogic
orally than topically for both subspecies. Thesailts confirm the potential hazard of this inseédécshould not be used in

full bloom, to reduce the risk of poisoning of bees
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ABSTRACT

Nosema ceranae and N. apis are microsporidian parasitoids of the European honey bee Apis mellifera L. A study to
estimate infection levels with Nosema sp. in local bees and their spatial distribution in Algeria was carried out in 2013.
Bees’ samples were collected from A. mellifera intermessa in 10 apiaries at 24 prefectures, representing different hives
or areas in Algeria. Using spore counts, 65% and 85% of hives were found infected with Nosema sp. in Algeria. Setif and
Tipaza were characterized by the highest levels of infection. Insignificant differences were found in infection levels
among 164 hives and different areas. This study provides the first spatial distribution for the presence of Nosema sp. in

Algeria.

Key words: Apis mellifera intermissa, Nosema sp., Infection level, Spatial distribution, Algeria.

INTRODUCTION

Honey bees (Apis mellifera Linnaeus, 1758) are
major pollinators of plants and crops in agricultur
and ecosystems. Their health is challen
many factors (Mufioz et al., 2014),
causing bacterial, fungal and viral d (Foley
et al.,, 2014), varroa mites (Varroa¥lestructor)
(Hamiduzzaman et al., 2015), honeybee tracheal
mites  (Acarapis  woodi),  Nosemosis
pesticides are the dangers facing beek
(Soroker et al., 2011). In nature, frequenjlke§in
insects are highly widespread by
of obligate intracellular parasites
Microsporidia. The genus Nose@s more than
150 species, usually infecti invertebrate
hosts including at least 12 orders of insects. Nosema
spp. are found in Hymenoptera causing
some common diseases (Higes et al., 2007). One
of the two species of microsporidia in genus Nosema
causes the Nosema disease (Traver and Fell, 2011).
Nosema apis and N. ceranae are parasites of the
European honeybee, A. mellifera and Asian
honeybee, A. ceranae, respectively. The disease has
spread worldwide and is currently responsible for
considerable economic losses in apiculture (Fries,
2010).

However, both N. ceranae and N. apis appear in
four continents (Asia, Europe, North- and South
America) (Yoshiyama and Kimura, 201land
Ferndndez et al., 2012). N. ceranae is highly
pathogenic when experimentally inoculated into
European honey bees (Higes et al., 2007) and with
association of honey reduced production and
increased winter mortality.

%Sent study aimed to gecord the first spatial
Jidn of Nosema sp. estimate infection
ith it in Europ es (Apis mellifera

ermissa) in Al eE\
M@% AND METHODS

Sal %
%u 2013, the 24 prefectures located at 10 areas
in

eria; Algiers, Tipaza, Medea, Bejaia, Setif,

a@%tna, Khenchela, Tissemsilt, Sidi-Belabbes and
ed” Tlemcen were selected for sampling. In each

prefecture, some hives were monitored for
nosemosis. Inside the colonies, the live bees were
collected and placed directly into pure ethanol (96%).
Samples were placed in icebox and then stored at -
20°C until processing. Sampling locations are listed
in (Table 1) and (Fig. 1).

Detection

In the laboratory, spores of Nosema sp. were
counted separately according to the protocol
suggested by the International Office of Epizooties
(OIE, 2013). A total of 164 searches for spores were
carried out. Abdomens of 10 individuals were finely
crushed in 5 ml of water. The suspension was filtered
through two layers of fabric (muslin type) placed on
a funnel on the top of a tube graduated to centrifuge.
The contents of the tubes were equalized with water;
the suspensions were then centrifuged at 800G for 6
min.. The supernatants were elutriated and the tubes
were supplemented to 10 ml. A volume of 15 pl was
deposited in the cell of Malassez, and observed with
a photonic microscope with enlargement x 400.
Spores of Nosema seemed to be transparent but with
a very distinct dark contour, measuring between 5 and
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Table (1): Locations and sample numbers of Nosemosis collected from apiaries in Algeria, 2013

Prefectures N° Detected Not Maximum Minimum % Infected % Healthy
samples detected x10° spores/bee x10°spores/bee  colonies colonies
Algiers 1 5 5 0 104 28 100 0
Algiers 2 7 5 2 70 6 71.43 28.57
Algiers 3 10 0 10 0 0 0 100
Tipaza 1 5 5 0 78 18 100 0
Tipaza 2 5 1 4 2 2 20 80
Medea 2 1 1 36 36 50 50
Bejaia 5 3 2 20 14 60 40
Khenchela 1 6 3 3 6 2 50 50
Khenchela 2 3 1 2 2 2 33.33 66.67
Khenchela 3 5 2 3 44 2 40 60
Batna 1 10 9 1 40 2 90 10
Batna 2 8 7 1 10 2 87,5 12,5
Batna 3 4 2 2 4 4 50 50
Setif 1 9 6 3 532 2 66.67 33.33
Setif 2 8 8 0 124 2 100 0
Setif 3 9 6 3 168 2 66.67 33.33
Tissemsilt 1 5 2 3 6 4 40 60
Tissemsilt 2 5 2 3 6 6 40 60
Tlemcen 1 10 9 1 12 2 90 10
Tlemcen 2 9 7 2 6 2 77.78 22.22
Tlemcen 3 10 7 3 4 2 70 30
Sidi-Belabbes 1 10 6 4 6 2 60 40
Sidi-Belabbes 2 7 5 2 14 2 7143 28.57
Sidi-Belabbes 3 7 6 1 56 2 85.71 14.29
Total prefectures=24 164 108 56 532 2 65.85 34.15
Tipaza:n"= 10 Alglers:n"= 22 Medea:n"=2 Bejaia:n“=5
Tissemsilt: n* =10 — ;'\; - Setif:n" =26
60 % — . 2 N, . 23,08 %
Tlemcen :n* =29 /ﬁ Bstna:n®=22
‘:0.60 % i / s OIB.III %

Sidi-Belabbes: n" =24

‘:o'l. !

Khenchela:n"=14

“:” )

Total:n" =164

‘“‘ls y

- Infected - No Infected

Fig. (1): Locations and distribution of honeybee samples that infected with Nosema sp. in apiaries in Algeria,
2013.




7 yum in length and 3 to 4 um in width.

Quantification

Quantification of spores’ number was calculated
using the cell of Malassez. The counting was done on
five frameworks that in the cell of Malassez where
represented a volume of 0,05 mm?® which was divided
for the volume of dilution of the sample to obtain the
final number of spores (OIE, 2013).

Classification
A scale of classification of the infection was used
to determine the degree of the infection of bees’
colonies by the nosemose according to the number of
spores (Soerensen, 2009) as follows:
1= Very strong infection (more than 5 million spores
per bee),
2= Strong infection (2 to 5 million spores per bee),
3= Weak infection (0, 5 to 2 million spores per bee),
4= Very weak infection (Less to 0,5millions spores
per bee), and
5= No infection (0 spores per bee).

Statistical analyses
All statistical analyses were performed using

XLSTAT 7.5.2. Infection levels among the hives a
areas, multiples comparisons and Newman-\
Analyze (SNK) for differences among gr, n
significance as y = 0.05 in ANOVA lyzed.
As well, the correlation between rates %f infections

and average numbers of spores per bee and region
was determined. To analyze
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area by imports of the queens (Mufioz et al., 2014).
But in Algeria, no signs for introducing honey bee
stock have been detected (Chahbar et al., 2013).

Spore counts and infection levels

The easiest way to count Nosema sp. spores was
to use a traditional haemocytometer as described by
(Cantwell, 1970 and Human et al., 2013). In the
present study, average numbers of spores per bee in a
pooled sample for the evaluation of Nosema sp.
infection in a colony was counted as described by
(Soerensen, 2009 and OIE, 2013). A pooled sampling
is probably remains an important tool for quantifying
infections in colonies (Fries et al., 2013). Levels of
Nosema sp. in commercial colonies were 200.000 and
53.200.000 spores equivalents per bee, as minimum
and maximum, respectively (Fig. 3). Among infected
colonies (108 colonies), more than 74% of them had
weak or very weak infection’s level with the
nosemosis, of which it could justify the absence of the
acute symptoms of nosemosis in the majority of the
monitorge colonies. Cantwell (1970) reported that the
integtt %the strongly infestad bees can contain up

illion spores.

\' The recorded at on levels in the bees
may be due to t Of collection (June 2013), as

1 y a reduction in bees’ activity
bache et al., 2013). Highest levels
were noticed during spring, just before
nectar flows peak (Traver et al., 2012).

of N\ C
uri
Contfary to the observation of Martin-Hernandez et

Nosema-negat
samples, infection level data were analyzed I.(2007) N. ceranae was detected along the year and

principal component analysis (PCA in tis
which was used to model the propefti

population that was infected base i
level of infection as factors.
RESULTS AND DISCUSSION

This study provides the first spatial description
for the presence and distribution of Nosema sp. in
Algeria.

Distribution of Nosema

Locations of the samples were plotted on the
Algerian map to visualize the distribution of Nosema
sp. (Fig. 1). Out of the 164 colonies surveyed,
Nosema was detected in 108 colonies (65.85%) from
10 apiaries at the prefectures of Algiers, Medea,
Tipaza, Bejaia, Setif, Batna, Khenchela, Tissemsilt,
Sidi-Belabbes and Tlemcen (Table 1). All the 24
selected prefectures showed bees infection with
Nosema, except one case in Algiers, where the
nosemosis was not detected. Adjlane et al. (2012)
reported that in the last years, nosemosis infections
occurred in the Algerian honey bee populations.
Nosema sp. can be accidentally introduced into an

O]~ based on this finding it was suggested that there is no

seasonality to the infection and there is no annual
infection cycle.

Nosemosis and colony collapse disorder

The nosemosis infections can be present in honey
bee colonies without causing depopulation or colony
collapse. Some authors (Martin-Hernandez et al.,
2007 and Higes et al., 2007) suggested that N.
ceranae causes colony collapse within 18 months of
a colony becoming infected and infections left
uncontrolled. These authors did not take into account
the rate of infection. The results of the Algerian hives
monitored showed that the same hive infected by
Nosema sp. remained alive with normal production
and without collapsing according to the beekeeper’s
answers made 19 months after sampling.

Data obtained in the present study are
complementary and consistent with the results
reported by Invernizzia et al. (2009), whose hives
were monitored for decades and demonstrated no
correlation between arrival of N. ceranae and its
presence in the hives or hive losses due to CCD.
Available data strongly suggest that this parasite can
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Principales maladies et ennemis de ’abeille domestique Apis mellifera L.,

1758 en Algérie.
Résumé :

Les abeilles domestiques sont considérées parmi les plus importants pollinisateurs. Elles
offrent la possibilité d’améliorer et la qualité et la quantité des produits agricoles. En Algérie,
les populations d’abeilles domestiques sont des membres de deux sous-espéces, celles d’Apis
mellifera intermissa et d ’Apis mellifera sahariensis, Cependant, les abeilles domestiques sont
actuellement menacées. Concernant la premiére partie de cette étude qui porte sur la
prévalence de la nosémose Nosema sp., chez 1’abeille locale Apis mellifera intermissa, en juin
2013, nous avons réalisé un échantillonnage composé de 164 colonies. Les prélévements des
abeilles sont effectués dans 24 stations différentes appartenant a 10 régions d’Algérie. Au
laboratoire le comptage des spores a révélé que 65,85% des colonies d’abeilles en Algérie
sont infectées par Nosema sp. Les résultats obtenus montrent que cette espece est
omniprésente. Elle existe dans tous les échantillons analysés avec différents taux d’infection.
Nous avons noté qu'il n'y a pas de différence significative dans les niveaux d'infection parmi
les 164 ruches (F de Fischer =1,534 ; ddl = 162 ; p = 0,579) et parmi les régions (F de Fischer
= 2,495 ; ddl = 162 ; p = 0,011) en utilisant le test ANOVA dans XLSTAT. Cette étude
fournit la premiére description spatiale de la présence de Nosema sp. La deuxiéme partie de
I’étude porte sur la prévalence de la loque américaine Paenibacillus larvae en Algérie.
L’échantillonnage est effectué dans 11 régions du territoire national, réparties entre 24
stations. Au laboratoire, nous avons utilisé un milieu spécifique MYPGP-agar pour
I’isolement de la bactérie. L’identification de P. larvae est basée sur des tests
microbiologiques, physiologiques et biochimiques. Nous avons trouvé que cette maladie est
présente dans toutes les régions prospectées avec de différents degrés d’infection. Les régions
de Boumerdes et Tipaza sont caractérisées par des fréquences tres élevées de la maladie 88,89
% et 83,33 % respectivement. La procédure GENMOD du logiciel SAS 9, confirment qu’il
existe une différence significative du niveau d’infection entre les régions (Khi 2 = 30,23 ; DF
= 10; P=0.0008). L’étude de la sensibilité des deux races d’abeilles domestiques, a savoir
Apis mellifera intermissa et Apis mellifera sahariensis, pour la nosémose, prouve que 1’abeille
tellienne A. m. intermissa est résistante contre la nosémose. Contrairement a 1’abeille
saharienne A. m. sahariensis, étant sensible pour la nosémose. En basant sur 1’inoculation
d’une dose de 100.000 spores par abeille chez les deux races d’abeilles mises en cause. Une
étude préliminaire est menée sur les mycoses affectant I’abeille domestique tellienne Apis
mellifera intermissa. Les souches fongiques sont isolées a partir des larves, de la cire battue
par les ouvrieres et des abeilles adultes. En totalité, trois souches sont identifiées a savoir
Ascosphaera apis, Aspergillus niger et Penicillium sp. Les résultats de cette étude montrent
que seulement les deux souches, Ascosphaera apis et Aspergillus niger, sont considérées
comme étant des champignons affectant I’abeille domestique A. m. intermissa.

Mots clés: Prévalence ; Nosema sp.; Paenibacillus larvae ; mycoses ; sensibilité ; Apis
mellifera intermissa ; Apis mellifera sahariensis
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Main diseases and enemies of the honeybee Apis mellifera L., 1758 in
Algeria
Abstract :

Honey bees are considered among the most important pollinators. They offer the opportunity
to improve the quality and quantity of agricultural products. In Algeria, existing honeybee
populations are members of two subspecies, Apis mellifera intermissa and Apis mellifera
sahariensis. However, honey bees are currently threatened. Concerning the first part of this
study, which concerns the prevalence of nosemosis Nosema sp., in the local bee Apis mellifera
intermissa, in June 2013 we carried out a sampling of 164 colonies. The bees are taken from
24 different stations belonging to 10 regions of Algeria. In the laboratory, spore counting
revealed that 65,85 % of bee colonies in Algeria were infected with Nosema sp. The results
show that this species is omnipresent. It exists in all samples analyzed with different rates of
infection. We noted that there were no significant differences in infection levels among 164
hives (Fischers F = 1,534; ddl = 162; p = 0,579) and among regions (Fischer F = 2,495; ddl =
162; p = 0,011) using the ANOVA assay in XLSTAT. This study provides the first spatial
description of the presence of Nosema sp. In Algeria. The second part of the study focuses on
the prevalence of American foulbrood Paenibacillus larvae in Algeria. Sampling is done in
11 regions of the country, distributed among 24 stations. In the laboratory, we used a specific
medium MYPGP-agar for the isolation of the bacterium. The identification of P. larvae is
based on microbiological, physiological and biochemical tests. We found that this disease is
present in all regions surveyed with different degrees of infection. Very high frequencies of
the disease 88,89 % and 83,33 % respectively characterize the regions of Boumerdes and
Tipaza. Indeed, the results of the GENMOD procedure of the SAS 9 software confirm that
there is a significant difference in the level of infection between the regions (Chi 2 = 30,23;
DF = 10; P = 0,0008). The study of the sensitivity of the two breeds of honey bees, Apis
mellifera intermissa and Apis mellifera sahariensis, for nosemosis, proves that A. m.
Intermissa is resistant against nosemosis. In contrary, A. m. Sahariensis being sensitive to
nosemosis. Based on the inoculation of a dose of 100,000 spores per bee in the two breeds of
bees involved. A preliminary study is carried out on mycoses affecting the honeybee A. m.
intermissa. The fungal strains were isolated from larvae, wax beaten by workers and adult
bees. In total, three strains are identified, namely Ascosphaera apis, Aspergillus niger and
Penicillium sp. The results of this study show that only the two strains, Ascosphaera apis and
Aspergillus niger, are considered to be fungi affecting the honey bee A. m. intermissa.

Keywords: Prevalence ; Nosema sp. ; Paenibacillus larvae ; Mycoses ; sensibility ; Apis
mellifera intermissa ; Apis mellifera sahariensis
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