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Résumé — Varroa jacobsoni est le vecteur du virus de la paralysie aigué. L'injection par I'acarien
de ce virus dans I'hémolymphe entraine des symptémes particuliers au niveau du couvain et des
abeilles adultes. Ces symptdmes peuvent étre confondus avec ceux des loques, du couvain sacci-
forme ou de l'acariose. Dans un premier temps, le diagnostic du virus de la paralysie aigué par im-
munodiffusion en gélose a été mis au point. Puis durant I'année 1990, le diagnostic des maladies vi-
rales reconnues comme les plus importantes a été appliqué aux prélévements regus au laboratoire
ou effectués au cours des visites de rucher, cela afin de préciser la fréquence et de connaitre les
possibles associations de ces maladies entres elles ou avec la varroase. Le virus de la paralysie
aigué a été retrouvé dans 9,8% des cas, toujours associé a la varroase. Une forte progression de la
loque américaine et & un moindre degré de la loque européenne et du couvain sacciforme a été
constatée. En ce qui concerne les maladies des abeilles adultes, la maladie noire est en progression.
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INTRODUCTION Le virus de la paralysie aigué mis en
évidence dans les années 1960 (Bailey et
al, 1963; Giauffret et al, 1969) n'avait,
avant l'apparition de la varroase, aucun

rile pathogene. Il n'était détecté que par

La période (année 1990) qui a suivi les
années de forte infestation en varroas, du-

rant lesquelles les traitements étaient in-
suffisamment efficaces, voit I'apparition ou
la recrudescence de différentes affections
virales : paralysie aigué (Acute bee para-
lysis virus — APV), paralysie chronique ou
maladie noire (Chronic bee paralysis virus
— CPV), couvain sacciforme (Sacbrood
bee virus — SBV).

des tests en laboratoire et n'était a l'origi-
ne d'aucune mortalité dans la nature.
Avec l'apparition de la varroase, la mise
en évidence du virus de la paralysie aigué
s'est multipliée, avec constatation de si-
gnes cliniques d'autant plus répandus que
linfestation par Varroa jacobsoni gagnait
en importance (Ball et Allen, 1988). Mais
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du fait de son inoculation par I'acarien Var-
roa jacobsoni, une augmentation importan-
te de son développement et & fortiori de
son pouvoir pathogene lié au seuil d'infes-
tation croissant des colonies en varroa a
été enregistré (Ball et Allen, 1988). Les
symptomes que ce virus induit chez le
couvain et chez les abeilles adultes peu-
vent étre confondus avec ceux de la loque
américaine, de la loque européenne, du
couvain sacciforme et, dans une moindre
mesure, avec ceux de l'acariose (Acarapis
woodj). C'est pourquoi nous avons entre-
pris de mettre au point son diagnostic.
Nous avons choisi I'immunodiffusion en
gélose (IDG) car cette technique robuste
et fiable est une méthode de référence,
fréquente en pathologie animale, facile a
metire en ceuvre. L'utilisation de 'ELISA a
été envisagée, mais cette technique beau-
coup plus sensible est surtout adaptée a la
détection du virus, indépendamment de
toute expression clinique (Allen et al,
1986) ce qui n'était pas notre objectif. Cela
a permis de préciser les cas et les asso-
ciations ou le virus de la paralysie aigué
était présent, de dégager la part attribuée
a la pathologie classique (loque américai-
ne, loque européenne) et donc, de pouvoir
orienter les apiculteurs confrontés a une
symptomatologie complexe vers un mode
de traitement approprié.

MATERIEL ET METHODES

Les diagnostics effectués durant I'année 1990
ont porté sur 61 échantillons de couvain et 17
échantillons d'abeilles adultes.

Diagnostic du couvain sacciforme

La recherche du SBV a été effectuée par immu-
nodiffusion (Giauffret, 1974).

Diagnostic de la paralysie chronique

La recherche de CPV (Giauffret et Lambert,
1972) a été effectuée par reproduction expéri-
mentale de la maladie et confirmation de la pré-
sence de particules virales au microscope élec-
tronique.

Détermination de l'infestation en varroas

Le seuil d'infestation en Varroa a été déterminé
par I'examen de 100 alvéoles operculées.

Diagnostic du virus
de la paralysie aigué

La mise au point de ce diagnostic dérive de la
technique utilisée pour le SBV.

Le virus de la paralysie aigué a été isolé a
partir de couvains fortement infestés par Varroa,
présentant des symptdmes de loques mais sans
qu'un examen direct ne révéle la présence
d'agents microbiens.

Dix larves malades ont été broyées au mor-
tier de Griffith dans 5 ml d'eau physiologique
(solution de NaCl a 8,5%.). Aprés élimination
des possibles contaminations bactériennes par
centrifugation (30 min a 3 800 g) et dilution dans
de I'eau physiologique jusqu'a 10-8, une injec-
tion intrathoracique de 2 pl de cette dilution a
des abeilles saines a été réalisée. La mortalité
dans des cagettes en altuglas contenant 30
abeilles inoculées maintenues & 35 °C et 50%
d'hygrométrie a été quasi totale en 3 j maxi-
mum. Pour des témoins traités de la méme ma-
niére, par injection de 2 pl d'eau physiologique,
elle n'a pas excédé 6,5% pour cette méme pé-
riode.

Les particules virales ont été identifiées par
microscopie électronique sur des broyats de ces
abeilles mortes. Le virus de la paralysie aigué
est de forme parasphérique et mesure 30 nm.
L'identification a été confirmée par BV Ball (Ro-
thamsted ~ Experimental station).

Plusieurs inoculations ont ensuite été réali-
sées avec de nouveaux extraits préparés & par-
tir de ces abeilles mortes afin d'obtenir suffisam-
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ment de matérie! pour l'isolement et la purifica-
tion du virus.

Purification du virus

Broyat initial

Deux cent quatre vingt sept abeilles adultes,
mortes de maladie expérimentale, ont été
broyées & l'ultra-Turrax dans 200 ml de PBS ad-
ditionnés d'azide de sodium a 0,02% (PBSa).
Apres filtration sur gaze, I'extrait a été clarifié a
8 000 tr/min — 10 000 g 5, le surnageant récu-
péré.

Centrifugation sur gradient

L'isolement des particules virales a été réalisé
par ultracentrifugation sur gradient de saccharo-
se en rotor zonal (rotor titane B XIV, 650 mi) sur
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centrifugeuse MSE superspeed 75, selon une
technique antérieurement éprouvée (Giauffret ef
al, 1973; Vitu et al, 1978).

Le rotor a été chargé par la périphérie avec,
successivement :

— un overlay : 60 ml de saccharose & 7% pp;

— I'échantillon : 180 m! de broyat clarifié, amené
a 9% de saccharose pp;

— le gradient préformé sur mélangeur avec 200
mi de saccharose a 10% pp et 200 ml a 55%
PP; ‘
- un coussin de saccharose a 55% pp;

Aprés 4 h de rotation & 40000 tr/min &
120 000 g Iy, le contenu du rotor a été poussé
par introduction de saccharose a 58% pp. Des
fractions de 10 ml ont été récupérées sur collec-
teur ISCO 1220 avec enregistrement simultané
de la densité optique & 260 nm (moniteur ISCO
UAS). La courbe du gradient a été obtenue par
réfractométrie des différentes fractions, les ré-
sultats de la séparation sont résumés dans la fi-
gure 1.

D.O. 260 nm % saccharose
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Fig 1. Profil d'élution du virus APV purifié en rotor zonal. Série 1 = étude de I'absorbance (DO) a 260
nm sur 0,1 cm montrant le pic viral (F56) bien détaché du matériel cellulaire, localisé a 48% pp de
saccharose; série 2 = courbe du gradient de saccharose.
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Contréle des fractions

La richesse et la pureté virale des fractions du
dernier pic (autour de la fraction 56) ont été
controlées par microscopie électronique (colora-
tion négative a l'acide phosphotungstique (fig
2), et par leur spectre d'absorption entre 300 et
200 nm (spectrophotomeétre Philips PU 8800),
indiquant un maximum d'absorption a 255 nm
caractéristique des acides nucléiques.

Préparation de I'immunsérum
et réaction IDG

Apres dilution dans un volume égal de PBSa,
les fractions 54 & 60 ont été récupérées en culot
par centrifugation de 1 h & 40000 tr/min —
180 000 g rp, SUr centrifugeuse Beckman L8-
60M. Les culots ont été repris par 2,5 ml de
PBS pour constituer linoculum.

Un lapin a été immunisé par 5 inoculations
successives réalisées a 8 j d'intervalle de 0,5 ml
d'inoculum viral émulsionné dans un égal volu-
me d'adjuvant complet de Freund et administré
par voie intradermique en points multiples. Le
sérum a été prélevé 6 j apres la derniére immu-

-

nisation, son pouvoir précipitant a été contrdlé
dans la réaction d'|DG vis-a-vis de l'inoculum et
d'extraits d'abeilles infectées.

L'IDG a été réalisée sur gélose a 1% (Indu-
biose A 37 IBF) en tampon véronal-soude pH
8,142, coulée sur lame porte objet 25 x 75 mm :
6 puits de 3 mm de diamétre (20 ul d'échan-
tillon) sont disposés en couronne autour du
puits central (distance des centres des puits au
centre du puits sérum : 8,5 mm). Un témoin po-
sitif (broyat d'abeilles APV) et un témoin négatif
(broyat de larves saines) sont disposés sur cha-
que couronne. Les lignes de précipitation sont
visibles aprés une nuit en chambre humide : la
présence de virus dans les échantillons testés
fait apparaitre un arc de précipitation spécifique,
en continuité avec la ligne du témoin positif
APV, et situé tout prés des puits périphériques.

RESULTATS

Le diagnostic par IDG a été testé sur
abeilles adultes et sur couvains malades
afin de définir la sensibilité et la spécificité
de la réaction. Si une ligne trés nette est
obtenue avec un broyat de 4 abeilles ino-

Fig 2. Particules du virus de la paralysie aigué. Contraste négatif (x 60 000).
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culées dans 1 ml d'eau physiologique, la ré-
action est cependant optimale en utilisant 4
abeilles entiéres ou 4 larves atteintes et en
les broyant dans un mortier de Griffith avec
5 gouttes (250 pl) d'eau physiologique.

Aucune réaction n'a été enregistrée vis-
a-vis de SBV ou de CPV (fig 3). De méme,
le sérum anti-SBV ne réagit pas avec un
broyat de APV.

Dans les examens d'abeilles adultes
(tableau I1), il y a augmentation de la para-
lysie chronique (53%). La mise en éviden-
ce de CPV en microscopie électronique
(fig 4) a confirmé le diagnostic par repro-
duction expérimentale de la maladie.

L'acariose est aussi fréquemment rencon-
trée. L'APV n'a par contre jamais été mis
en évidence. :

Fig 3. Immunodiffusion en gélose. Au centre sérum de lapin anti APV; n° 1 et 1A témoin APV; n° 2 et
2A échantillons d'abeilles malades (APV); n° 3 et 3A larves saines; n° 4 et 4A SBV; n° 5 et 5A CPV;

n° 6 et 6A échantillon négatif en APV.

Des lignes de précipitation mineures
sont parfois visibles entre le puits central
et l'arc de précipitation virale : il s'agit
d’'une faible réactivité de l'immunsérum vis-
a-vis des antigénes de I'abeille saine, le
sérum n'ayant pas été épuisé contre les
antigénes de l'abeille saine afin de ne pas
diminuer sa réactivité anti APV. Toutefois,
il ne peut y avoir de confusion entre l'arc
«virus» et la ligne interne «protéine
abeille» montrée par le témoin «larve
saine».

Dans les examens de couvain (ta-
bleau I), nous constatons par rapport a nos
observations personnelles des années an-
térieures une nette augmentation de la
loque américaine (47,5%) ainsi que de la
loque européenne (32,8%) et une faible
augmentation du couvain sacciforme
(9,8%}) et de 'APV (9,8%).

Tableau I. Etat de la pathologie au niveau du
couvain en 1990. LA = Loque américaine; LE =
Loque européenne; SBV = Couvain sacciforme;
APV = virus de la paralysie aigué; IF + = Infesta-
tion en varroas positive; MND = Mortalité non
déterminée. Pourcentage = Pourcentage par
rapport au nombre de prélévements sur 61 cou-
vains.

Pathologies Nombre Pourcentage

LA 29 47,5
LE 20 32,8
LA+ LE
SBv

LE + SBV
APV

APV + LE
APV + LA
APV + SBV
IF +

MND

9,8
9,8

OOCOMNONOD =
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Tableau Il. Etat de la pathologie au niveau des
abeilles adultes en 1990. CPV = Paralysie chro-
nique; APV = Paralysie aigué; A = Acariose
{Acarapis woodi); MND = Mortalité non détermi-
née. Pourcentage = Pourcentage par rapport au
nombre de prélévements sur 17 échantillons
d'abeilles adultes.

Pathologies Nombre Pourcentage
CPV 9 53

APV 0 -

CPV + APV 0 -

A 3 17,6
MND 5 29,4

en les distinguant des autres pathologies
possibles, ce qui était notre objectif.

La mise au point du diagnostic de 'APV
par immunodiffusion a permis durant
Fannée 1990 de préciser quelle part pou-
vait étre attribuée a ce virus dans les pro-
bléemes de pathologie rencontrés.

Le virus de la paralysie aigué a été re-
trouvé dans 9,8% des cas, au niveau du
couvain seulement et chaque fois que l'in-
festation par varroa était positive. Nous re-
joignons en cela les conclusions de Ball
(1985).

Le virus de I'APV est a prendre en
compte dans ['‘étiologie complexe de la

Fig 4. Particules du virus de la paralysie chronique. Contraste négatif (x 80 000).

DISCUSSION ET CONCLUSION

Le diagnostic de 'APV par IDG est apparu
spécifique. Sa sensibilité est suffisante
pour détecter les cas de paralysie aigué,

loque européenne, comme le virus du cou-
vain sacciforme d‘ailleurs.

Considérant les autres pathologies,
nous constatons une forte progression de
la loque américaine et, a un degré moin-
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dre, de la loque européenne et du couvain
sacciforme. Le nombre des échantillons
regus a doublé entre 1989 et 1990. L'expli-
cation du développement de ces affections
n'est pas claire. L'histoire apicole a déja
montré de tels phénomeénes. lls peuvent
étre attribués a différents facteurs parmi
lesquels : I'apport de toxiques de différen-
tes origines affaiblissant les colonies (ob-
servations personnelles), I'abandon de la
prophylaxie vis-a-vis de ces maladies au
profit de la lutte contre la varroase, les
conditions météorologiques défavorables
(sécheresse intense induisant des caren-
ces alimentaires), le confinement des
abeilles.

En ce qui concerne les abeilles adultes,
aucun cas de paralysie aigué n'a été mis
en évidence.

On notera que l'acariose, malgré l'utili-
sation des produits acaricides pour lutter
contre la varroase, est toujours présente.

La maladie noire, par contre, a été en
extension durant toute l'année. Elle peut
expliquer en partie les dépopulations et
I'affaiblissement des colonies constatés en
aolt dans certaines régions apicoles. Ce-
pendant, I'association avec des conditions
climatiques défavorables qui limitent le bu-
tinage et favorisent la transmission des
agents pathogenes, la surpopulation en
colonies des régions viennent se surajou-
ter (Bailey et al, 1983). Les pesticides re-
trouvés a des doses sublétales semblent
intervenir aussi comme cause favorisante
(observations et expériences personnel-
les). Des expérimentations sont en cours
pour préciser exactement l'importance de
ces différents facteurs sur le développe-
ment du CPV.

Summary — Diagnosis of acute para-
lysis: application to epidemic honeybee
diseases in France during 1990. Varroa
jacobsoni is the vector of acute paralysis

virus (APV). Its injection into the hemo-
lymph by the acarian mite induces particu-
lar symptoms in brood and bees. These
symptoms can be mistaken for those of
foulbrood, sacbrood or acarian disease. At
first, the diagnosis of APV was determined
by gel immunodiffusion (IDG): the virus
was isolated from larvae infected by APV
and inoculated into healthy bees maintai-
ned at 35 °C and with 50% of hygrometry.
Two or three days later, the virus was iso-
lated from dead bees and purified, and
then an immune serum prepared in rabbit
and used for IDG diagnosis. In 1990, the
diagnosis of APV, chronic paralysis (CPV)
and sacbrood (SVB) was made in all sam-
ples sent to the laboratory. In 78 samples,
APV was found only 6 times, twice asso-
ciated with European foulbrood. On the
other hand, an increase in American foul-
brood, European foulbrood and sacbrood
was found. The decrease in prophylaxis of
brood diseases to the exclusive detriment
of varroatosis treatment, and the wides-
pread use of pesticides against Varroa ja-
cobsoni are probable explanations for this
increase.

At the foraging bee level, the chronic
paralysis virus diagnosed in a large num-
ber of hives partly explains the depopula-
tion. The synergistic effect between pestici-
des and meteorological conditions should
also be taken into consideration.

acute paralysis / viral disease / epide-
miology / varroatosis

Zusammenfassung — Diagnose der
akuten Paralyse: Beziehungen zu epide-
mischen Bienenkrankheiten in Frank-
reich im Jahre 1990. Varroa ist der Uber-
trager des akuten Paralyse-Virus (APV).
Seine Injektion in das Bienenblut durch die
Milbe verursacht bestimmte Symptome bei
Brut und Arbeitsbienen. Diese Symptome
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kénnen mit denen von Faulbrut, Sackbrut
oder Tracheenmilben verwechselt werden.
Zunéchst wurde die Diagnose des APV mit-
tels der Gel-Immundiffusion (IDG) durchge-
fuhrt. Zu diesem Zweck wurde das Virus
zunédchst von mit APV infizierten Larven
isoliert und in gesunde Bienen injiziert, die
bei 15°C und 50% Feuchte im Brutschrank
gehalten wurden. Zwei oder drei Tage
spater wurde das Virus von toten Bienen
isoliert und gereinigt; anschlieBend wurde
ein Kaninchen-Immunserum erzeugt, das
zur IDG-Diagnose benutzt werden konnte.
im Jahre 1990 wurden bei allen eingesand-
ten Proben diagnostische Untersuchungen
auf APV, chronische Paralyse (Schwarz-
sucht, CPV) und Sackbrut (SVB) durchge-
fuhrt. Bei 78 Proben wurde APV nur sechs
mal gefunden, davon zweimal zusammen
mit Europaischer Faulbrut. Andererseits
nahmen Amerikanische Faulbrut, Europai-
sche Faulbrut und Sackbrut deutlich zu. Ab-
nahme der Prophylaxe gegen Brutkrankhei-
ten zugunsten der ausschlieBllichen Be-
handlung der Varroatose und die umfang-
reiche Verwendung von Pestiziden zur Be-
handlung von Varroa jacobsoni sind die
wahrscheinlichen Ursachen dieser Entwick-
lung. Der Verlust an Trachtbienen wird zu-
mindest teilweise durch die Diagnose des
Virus der Chronischen Paralyse erklart, die
in zahlreichen Vélkern gefunden wurde.
Man muB aber auch ein Zusammenwirken
von Pestiziden mit den meteorologischen
Bedingungen in Betracht ziehen.

akute Paralyse / Viruskrankheit / Epide-
miologie / Varroatose
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