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Résumé

De nombreux cas de mortalité de colonies d’abeille (de 38 a 100% selon les ruchers) ont été observés en France
au cours de I’hiver 2005-2006 alors que 1’'usage des insecticides systémiques utilisés pour I’enrobage de certaines
semences accusés de provoquer ces mortalités a été suspendu depuis 1999. Pour rechercher ’origine de ces
mortalités, deux enquétes distinctes ont été conduites — ['une portant sur sept ruchers localisés dans une zone
limitée et écologiquement homogene (le plateau de Valensole), - I’autre sur 18 ruchers répartis dans toute la France.
Pour tous ces ruchers, I’enquéte a porté sur le diagnostic des principales maladies des abeilles, la gestion sanitaire
conduite par I’apiculteur et la recherche de résidus toxiques dans les abeilles, le miel et la cire. De plus, I’analyse
pollinique dans le pain d’abeille a permis d’identifier les especes florales visitées par les abeilles avant la mort des
colonies. Alors qu’aucune origine toxique agricole n’a pu étre attribuée a ces mortalités, la varroase, la nosémose
et les maladies du couvain, alliées a une gestion sanitaire déficiente ont été les caractéristiques communes de
toutes les mortalités observées. Ces résultats vont a 1’encontre de I’opinion selon laquelle la présence de résidus
toxiques d’origine agricole dans les ruchers sont la principale cause des mortalités hivernales de colonies en
France. En revanche, la gestion sanitaire des ruchers doit étre remise en cause.
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Mortalités de colonies d’abeilles (Apis mellifera) au cours de I’hiver 2005-2006
en France : enquéte sur le plateau de Valensole et enquéte sur 18 ruchers de
différents départements

1 - Introduction

En janvier 2006, d’importantes mortalités hivernales de colonies d’abeilles ont été¢ déclarées puis constatées dans
plusieurs départements francais. Le probleme des mortalités de colonies d’abeilles est récurrent dans le monde
et en France ' [13, 18, 26, 27, 36, 38, 65, 67]. La presse d’information générale fait régulierement état de ce
probléme et lui attribue souvent au travers des témoignages une origine toxique [4, 8, 17, 19, 51, 61, 63]. Plus
récemment, le role possible des insecticides systémiques a été soulevé 2.

Une premicre enquéte portant sur deux ruchers morts dans le département des Alpes-de-Haute-Provence et sur
cinq autres ruchers voisins mais sans problémes apparents, a permis une étude comparée des conduites d’élevage,
de la présence des toxiques et des agents pathogenes dans ces ruchers, et des plantes majoritairement visitées par
ces colonies toutes placées dans les mémes conditions environnementales. Une seconde enquéte a été conduite
sur 18 ruchers d’autres départements ayant enregistrés une mortalité importante au cours de la méme période.
Le role de la varroase est apparu majeur partout alors qu’aucun résidu de pesticide agricole n’a été retrouvé a
un titre significatif dans aucun de ces ruchers. Bien que n’ayant pas valeur de statistique nationale, ces résultats
témoignent cependant de la gravité de la varroase et de son ubiquité. Ils permettent de rétablir la hiérarchisation
de I’origine des mortalités de colonies souvent attribuée [mais non démontrée sur le terrain [40] aux insecticides
d’enrobage de semences [5]. En effet, alors que I’'usage de I’imidaclopride est interdit depuis 1999 pour I’enrobage
des semences de tournesol et celui de I’imidaclopride et du fipronil pour les semences de mais depuis 2004 [52],
les problémes de mortalités demeurent et I’implication prépondérante de la varroase dans ceux-ci est démontrée
aujourd’hui comme il y a sept ans [24].

2 - Matériel et méthodes
2 - 1. Etude comparative sur une zone limitée du plateau de Valensole

2 -1 - 1. Protocole général

Au cours de I’hiver 2006, deux ruchers situés sur le plateau de Valensole (département des Alpes-de-Haute-
Provence) distants de 4 km I’un de 1’autre, ont subi une forte mortalité. Ces deux ruchers ont fait I’objet d’une
enquéte et d’analyses. Nous avons recherché les ruchers avoisinants et les avons visités et analysés dans la
perspective d’une étude comparative. Les ruchers trouvés, au nombre de cing, n’avaient enregistré aucun
probléme.

2 -1 - 2. Situation géographique des ruchers

Les deux ruchers dont toutes les colonies sont mortes (ruchers A et B) et les cinq ruchers apparemment sans
probleme (C, D, E, F et G) étaient distants de 0,7 a 7,4 km les uns des autres (figure 1). Ces ruchers appartenaient
a 4 propriétaires différents : ruchers A et B, rucher C, ruchers D, E et F, rucher G. Leur implantation était a une
altitude comprise entre 550 et 600 meétres.

Ces sept ruchers avaient comme caractéristique commune d’étre sédentaires et d’avoir tous été présents sur le
site depuis plus de deux ans. En janvier 2006, I’environnement de ces ruchers était composé de chénaies claires
a chéne pubescent (Quercus pubescens) (30 a 40 % de la surface), de cultures de blé en herbe (30 a 40 %) et de
lavandin (20 %). La surface cultivée étaient cependant plus dominante au nord de la zone (rucher F).

1 Borneck R., Mortalité des abeilles : faits et chiffres. Site des jachéres apicoles, dans: (2007)
www.jacheres-apicoles.fr/index/chap-dossierda/ [consulted 18-7-2007].

Rosenkranz P., Pertes d’abeilles et de colonies en Allemagne, dans: Compte-rendus du ler colloque technique apicole, Roissy, France,
2004, pp. 68-91.

2 Colin M.E., Bonmatin J.M., Moineau L., Gaimon C., Brun S., Vermandére J.P., Quantitative analysis of the foraging activity
of honey bees: relevance to the sub-lethal effects induced by systemic insecticides, (2004) 2-18.

Doucet-Personeni C., Halm M.-P., Touffet F., Rortais A., Arnold G., Imidaclopride utilisé en enrobage de semences (Gaucho) et troubles
des abeilles. Rapport final du Comité Scientifique et Technique des Troubles des Abeilles CST, 2003
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Uneenquéte aupres de plusieurs agriculteurs aconfirmé qu’apres le traitementa lalambda-cyhalothrine (Karaté Zéon
ND) avant floraison de certains lavandins (juin 2005), aucun autre traitement phytosanitaire n’est habituellement
pratiqué avant la période lors de laquelle des mortalités ont été observées. Les traitements herbicides et fongicides
habituellement effectués sur blés ne sont réalisés que plus tard au début du printemps.

2 -1 - 3. Visites des colonies

A la suite d’un appel du propriétaire des ruchers A et B, une visite de ces ruchers et des ruchers C, D, E, F et G
a été réalisée le 15 janvier 2006. Dans les ruchers A et B, 90 % des ruches ont été ouvertes et les colonies ont
été inspectées compte tenu de 1’absence de toute activité extérieure visible. En revanche, dans les ruchers C,
D, E, F et G, puisque ’activité des colonies était visible a I’extérieur des ruches et compte tenu de la faiblesse
de la température a cette saison, on s’est abstenu d’ouvrir les ruches mais on a observé ’activité aux trous de
vol (appréciable entre 12 et 14 h par beau temps) et on a procédé au dénombrement des abeilles mortes devant
les ruches. Un examen sanitaire complet des colonies des ruchers C, D, E, F et G a été pratiqué dés que le beau
temps a permis une reprise d’activité des abeilles (derniére semaine de mars 2006). Ces visites ont été faites par
I’apiculteur accompagné par ’un d’entre nous (Afssa Sophia Antipolis) et/ou par un agent de la Direction des
Services Vétérinaires du département et/ou par 1’agent sanitaire apicole responsable du secteur.

2 -1 - 4. Prélevements

Le 15 janvier 2006, cinq colonies du rucher A et cinq colonies du rucher B ont fait I’objet des prélevements
suivants : quelques abeilles mortes devant les ruches, une poignée d’abeilles mortes de la grappe trouvée dans les
ruches, un cadre de couvain mort, un cadre contenant des réserves de miel et de pain d’abeille.

A la méme date, quelques abeilles mortes ont été recherchées et prélevées devant 10 ruches des ruchers C, D, E
et F. Lors de la visite de ces quatre ruchers a la fin mars, de la cire et du pain d’abeille ont été prélevés dans cinq
colonies de chaque rucher, mais compte tenu de I’état apparemment normal des colonies, les prélevements en vue
d’une recherche d’agents pathogénes ont été limités a du couvain et ceci uniquement dans les colonies présentant
des symptdmes caractéristiques de la loque américaine.

Le rucher G n’a pas pu faire 1’objet de prélévements pour raison de disponibilité en temps.

2 - 1-5. Examens de laboratoire

L’acariose, la nosémose, la loque américaine et la loque européenne ont été recherchées selon les méthodes
décrites dans le manuel de I’OIE [52].

La recherche des mycoses s’est faite par examen direct puis observation au microscope des fructifications afin de
différencier Ascosphaera apis et Aspergillus flavius.

Il n’existe pas de méthode standard pour la recherche de Varroa destructor sur des paquets d’abeilles trouvées
mortes parfois depuis plusieurs semaines. Pour la recherche des acariens phorétiques, nous avons donc procédé a
I’examen attentif a la loupe binoculaire de 30 abeilles prélevées au hasard. Les acariens parasitant le couvain ont
été recherchés par I’examen du contenu de 30 cellules de couvain operculé choisies au hasard.

La détection du virus du couvain sacciforme (SBV) dans le couvain et du virus de la paralysie chronique (CBPV)
dans les abeilles mortes ont été réalisées par technique PCR [6, 7, 33, 56].

Pour les ruchers A, B, C, D, E et F, I'imidaclopride, le fipronil et leurs métabolites ont été recherchés dans le
pain d’abeille par une méthode LC/MS/MS validée au laboratoire [43]. Dans chacun des ruchers, on a réalisé un
mélange de plusieurs échantillons prélevés dans plusieurs cadres de cinq ruches. Cet échantillon de mélange était
de 4 g pour la recherche de I’imidaclopride et de son métabolite, et de 5 g pour le fipronil et ses métabolites. Les
limites de quantification et de détection étaient respectivement égales a 0,1 pg/kg et 0,05 pg/kg pour le fipronil et
ses métabolites, et respectivement égales a 0,25 pg/kg et 0,1 pg/kg pour I’'imidaclopride et 1 pg/kg et 0,35 pg/kg
pour son métabolite (acide 6-chloronicotinique).

Plusieurs résidus d’insecticides (organophosphorés, organochlorés et pyréthrinoides de synthése) et d’acaricides
ont été recherchés dans les échantillons d’abeilles mortes (10 g soit approximativement 100 abeilles), de miel (50
g) et de cire (1 g) par des méthodes multirésidus validées au laboratoire pour ces matrices. La chromatographie en
phase gazeuse a été employée pour le dosage de ces molécules avec des limites de quantification et de détection
indiquées dans I’annexe 1.

Sur les abeilles mortes en grappe dans les ruches des ruchers A et B, la recherche multirésidus a été réalisée
sur un échantillon de 100 abeilles issues de cinq ruches de chacun des ruchers. Cette recherche n’a pas pu étre
effectuées sur les abeilles trouvées mortes devant les ruches des ruchers C, D, E et F en raison de leur état avancé
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de putréfaction.

Concernant la cire, la recherche a porté sur les acaricides utilisés en apiculture (coumaphos, fluvalinate et
chlorfenvinphos). Cette recherche a été réalisée sur un échantillon moyen de cire prélevé dans 5 colonies de
chacun des ruchers A, B, C, D, E et F.

Une analyse pollinique quantitative du pain d’abeille a été effectuée sur un échantillon de 10 g de pain d’abeille
constitué de prélévements aléatoires sur plusieurs cadres dans cinq ruches de chacun des ruchers A, B, C, D, E
et F.

2 - 2. Enquéte sur des ruchers ayant enregistré une mortalité élevée au cours de I’hiver 2006-2007 dans 13
départements

2 -2 - 1. Protocole général

Une mortalité hivernale importante de colonies (pouvant atteindre 100 % dans quelques ruchers) nous a été signalée
dans de nombreux départements. Nous avons pu organiser dans treize d’entre eux (I’Aveyron, la Dordogne, la
Haute-Garonne, I’Hérault, la Loire, la Lozere, I’Orne, le Puy-de-Dome, les Pyrénées-Atlantiques, les Hautes-
Pyrénées, le Rhone, les Deux-Sévres, la Vienne), une longue discussion téléphonique avec I’apiculteur pour lui
faire décrire les circonstances et les symptomes observés, les conditions d’élevage et lui expliquer la procédure
qu’il voudrait bien suivre pour inspecter son rucher, y effectuer des prélévements et nous les adresser. Dans
de nombreux cas, pour cette visite, I’apiculteur a été assisté par I’agent sanitaire apicole ou par un vétérinaire
spécialiste. Un commémoratif a été rempli a partir des observations de terrain et de I’enquéte conduite aupres de
I’apiculteur. Des prélévements (abeilles mortes, couvain, pain d’abeille, miel, cire) ont été effectués pour analyses
(recherche des agents pathogénes et des résidus toxiques) et adressés au laboratoire.

2 -2 - 2. Examens de laboratoire
Les analyses ont été effectuées comme décrit précédemment.

2 -2 - 3. Examen des commémoratifs et établissement du diagnostic des maladies

Souvent chez I’abeille, la simple présence du pathogene ne suffit pas a établir le diagnostic d’une maladie. C’est

le niveau d’infestation ou d’infection et certains symptomes qui permettent d’établir ce diagnostic. Nous avons

donc retenu pour établir notre diagnostic, les critéres suivants :

- Varroase : le criteére prépondérant est le niveau d’infestation. Bien que tous les ruchers francais doivent étre
considérés comme infestés par Varroa destructor, le fait d’apercevoir cet acarien sur les abeilles adultes
signe une pression parasitaire élevée. De plus, lorsque peu ou méme aucun parasite n’est visible, la présence
d’abeilles aux ailes atrophiées révele une infestation passée [10]. Un couvain clairsemé ou en mosaique
résulte de la mort de larves ou nymphes remplacées par des pontes plus récentes et peut avoir des causes
diverses. Cependant, lorsque la surface de couvain est réduite, que I’on retrouve des opercules affaissés ou
rongés, des nymphes jaunatres désoperculées (parfois seul subsiste 1’abdomen de la nymphe), des larves
desséchées non adhérentes au fond ou sur la paroi de I’alvéole, des symptdmes proches des loques sans que
I’examen bactérioscopique ne mette en évidence les agents de ces maladies, des abeilles mortes dans les
alvéoles avec quelquefois des ailes atrophiées, ’ensemble de ces symptomes appelé PMS (parasite mite
syndrome) doit étre attribué au varroa [28, 32].

- Nosémose : Nosema sp. a été recherché sans que soit faite la différence entre Nosema apis et Nosema ceranae,
la technique PCR [44] permettant de différencier les 2 espéces n’étant pas disponible au laboratoire en
2006. Nous avons conclu a une infestation moyenne [a I’origine de : mortalités hivernales, affaiblissement
printanier, supersédures] lorsque le nombre de spores de Nosema sp. par abeille était compris entre 5.10 et
10.10%.[55]. La maladie a également été souvent (mais non systématiquement) confirmée par 1’observation
de diarrhée par I’apiculteur. (Ce symptome n’a été utilisé que pour confirmer un diagnostic de nosémose
puisque d’autres maladies ou dysfonctionnements tels que I’acariose, la dysenterie peuvent étre a I’origine
de diarrhées).

- Mycoses : alors que cet agent est ubiquiste, I’infection de toutes les nymphes d’un couvain par Ascosphaera
apis nous a amenés a conclure a une mycose généralisée.

- Loque américaine : confirmée par la présence de «larves filantes» [35, 62] et un examen bactérioscopique.

- Loque européenne: confirmée par la présence de symptomes spécifiques et par un examen
bactérioscopique.
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2 -2 - 4. Analyses statistiques

Les tableaux de contingences ont été interprétés a 1’aide du logiciel StatXact® [48] qui permet de généraliser
I’approche exacte fondée sur des permutations d’un tableau 2 x 2 inventée par Fisher [3] a des tableaux de
toute dimension. Les tableaux de contingence entre mortalité ou absence de mortalité et les caractéristiques des
ruchers ont été traités selon la méthode factorielle exacte de Fisher ou selon la méthode du Chi2 de Pearson
selon la dimension des tableaux : tableaux 2 x 2 ou de dimension supérieure. Le test de Jonckheere-Terpstra
[45], applicable aux tableaux doublement ordonnés a été utilisé pour étudier la significativité de la liaison entre
implication croissante de la varroase dans la mortalité du rucher et caractéristique du traitement préventif contre
cette maladie mis en ceuvre (ou non) auparavant. Pour tous les tests, la valeur précise du degré de significativité
a été donnée et suivant I’usage, nous avons considéré comme significatif toute probabilité inférieure au seuil de
0,05.

3 - Résultats
3 - 1. Etude comparative sur une zone limitée du plateau de Valensole

3 - 1- 1. Examen direct des colonies

L’activité au trou de vol, la présence d’abeilles mortes devant les ruches des ruchers A, B, C, D, E et F ont été
observées le 15 janvier 2006. La visite du rucher G n’a pu se faire qu’en toute fin d’aprés-midi et les mémes
observations n’ont pu étre faites de maniere fiable sur celui-ci. Ces observations ainsi que la mortalité dans ces
ruchers sont rapportées par le tableau 1.

Le 15 janvier 2006, toutes les colonies des ruchers A et B (25 et 32 colonies respectivement), ont été trouvées
mortes.

L’examen clinique de ces colonies a permis de relever les symptomes suivants :

- devant les ruches : «persillade» de vieilles abeilles mortes plus ou moins dégradées par les intempéries et
les animaux nécrophages,

- petite grappe d’abeilles mortes figées a la partie haute des cadres,

- reine morte au milieu de cette grappe d’abeilles,

- réserves importantes de miel et de pollen,

- couvain clairsemé ou en mosaique, limité a 1, 2 ou 3 faces de cadres et dans lequel il était possible de
voir quelques ceufs desséchés, des nymphes jaunatres desséchées et rongées (cannibalisme), du couvain
refroidi, des opercules rongés et percés, des nymphes mortes dans les alvéoles, souvent avec des ailes
atrophiées.

- forte infestation des abeilles adultes et du couvain par Varroa destructor (rapport varroas par abeille ou
varroas par alvéole de couvain évalué a 1/2),

- ouvrieres adultes avec ailes atrophiées dans toutes les ruches.

Lors de la visite des ruchers C, D, E, F et G a la fin mars, respectivement 6, 1, aucune, 1 et 5 colonies ont été
trouvées mortes. Les 6 colonies mortes dans le rucher C étaient bien garnies en réserves de pollen et de miel
alors que les colonies vivantes de ce rucher présentaient plusieurs symptomes : (i) présence d’abeilles aux ailes
atrophiées et/ou de couvain avec signe de cannibalisme, (ii) nymphes mortes, (iii) varroas sur les abeilles et/ou
dans le couvain. Ces anomalies n’ont pas été observées dans les ruchers D, E, F et G. Il n’existe cependant pas de
différence statistiquement significative de taux de mortalité¢ des colonies entre ces 5 ruchers (Chi2 de Pearson =
3,22 pour 4 degrés de liberté, non significatif P = 0,55).

En revanche, il existe une différence trés hautement significative de ce taux entre les ruchers A et B d’une part et
C, D, E, F et G d’autre part (test factoriel exact de Fisher : P <0,0001). (Tableau 2).

3 - 1-2. Enquéte aupres des apiculteurs

Dans les registres d’¢élevage, les colonies mortes dans les ruchers D et E (une colonie dans chacun des deux
ruchers) avaient été décrites comme faibles a 1’automne 2005 : I'une était bourdonneuse, I’autre était atteinte de
loque américaine.

De plus, I’examen des registres d’élevage et les entrevues avec les apiculteurs ont révélé :

(1) Pabsence de traitement contre la varroase des ruchers A et B a I’automne précédent. L’apiculteur propriétaire
de ces deux ruchers n’ayant pas observé d’acariens, avait considéré que le niveau d’infestation était négligeable.
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(i1) ’application en octobre 2005 dans les ruchers C et G de coumaphos, molécule a action ponctuelle et ne
possédant pas d’Autorisation de Mise sur le Marché (AMM).

(ii1) le traitement des ruchers D, E, F a I’ Apivar ND des le 15 aotit 2005 (médicament disposant d’'une AMM pour
cet usage). Dans ces 3 ruchers, les lanicres ont été laissées en place jusqu’a la visite de mars 2006.

3 - 1 - 3. Recherche des agents pathogenes

Les résultats des analyses de laboratoire en ce qui concerne les prélévements effectués dans les ruchers A (5
prélévements différents), B (un prélévement moyen des 5 colonies) et C, D, E, F (abeilles mortes devant les
ruches) sont donnés par le tableau 3. Aucune différence entre ruchers n’apparait a ’examen des abeilles mortes
devant les ruches. La varroase est cependant confirmée dans les ruchers A et B.

3 - 1 -4. Recherche des résidus

Dans tous les ruchers (aI’exception du rucher G quin’apas été prélevé), onn’a décelé aucun résidu d’imidaclopride,
de fipronil ni aucun de leurs métabolites (tableau 4). Dans la cire des ruchers A, C, E et F ont été mis en évidence
des résidus d’acaricides utilisés pour le traitement de la varroase (coumaphos avec ou sans fluvalinate). L’analyse
multirésidus sur les abeilles mortes des ruchers A et B n’a révélé aucun des résidus recherchés.

3 - 1-4. Analyse pollinique

L’analyse pollinique quantitative réalisée sur les prélevements de pain d’abeille est résumée par le tableau 5. Elle
met en évidence dans tous les ruchers pour lesquels nous avons disposé d’assez de pain d’abeille, une dominance
des espéces sauvages. Parmi ces especes, Diplotaxis erucoides, la fausse roquette, plante adventice commune a
I’automne dans cette région est la plus représentée dans tous les ruchers. Viennent ensuite le lierre, les saules,
le buis. Le groupe «arbres fruitiers» qui comprend des rosacées sauvages et/ou cultivées n’est représenté que
dans trois ruchers (de 0,1 a 5,8 %). Les espéces cultivées (sainfoin, colza, tréfle, tournesol) ne sont représentées
chacune que dans un seul rucher et a des fréquences extrémement faibles (inférieures a 0,4 %). De toutes les
especes identifiées, le tournesol est la moins fréquente (un seul rucher) et la moins abondante (0,1 %).

3 - 2. Enquéte dans 13 départements

3 -2 - 1. Enquéte aupres des apiculteurs
L’analyse des commémoratifs résumée par le tableau 6 a permis de relever une mortalité de colonies variant de
38 4 100 % et les symptomes suivants :

- ruches vides d’abeilles mais conservant de fortes provisions de miel et de pollen,

- abeilles mortes en plus ou moins grand nombre devant les ruches,

- présence d’une petite grappe d’abeilles mortes entourant la reine morte entre deux cadres, généralement
en position haute,

- abeilles aux ailes atrophiées,

- traces de diarrhées,

- couvain peu abondant, clairsemé ou en mosaique,

- larves filantes, écailles loqueuses,

- présence de varroas sur les abeilles adultes et dans le couvain.

Les affaiblissements signalés par quelques apiculteurs n’ont pas été pris en compte dans la mesure ou cette
observation est difficilement mesurable et d’un caractere suggestif.

Le tableau 6 indique également I’efficacité escomptée des traitements contre la varroase mis en ceuvre par les
apiculteurs :

- un traitement a I’ Apivar, médicament disposant d’'une AMM, a été appliqué des la fin de 1’été durant 10
semaines : ce traitement a été classé comme efficace (E) *[22, 25, 50],

- un traitement a ’amitraze (substance active de I’Apivar) a été appliqué, mais en utilisant des procédés
«maison» comme des lanieres imbibées avec ce produit et posées sous ou sur les cadres, ou des molécules
actives moins efficaces que I’amitraze (huiles essentielles, acide oxalique, fluvalinate) [ 11] ont été utilisées
: ces traitements ont été classés comme insuffisamment efficaces (IE),

- un traitement a I’Apivar a été appliqué mais trés tardivement (fin décembre), ou 'usage de plateaux
grillagés a été jugé a lui seul comme un traitement et aucun médicament n’a été utilisé : ces pratiques ont

3 Boucher C., Contréle chimique de la varroase. Conférence a la Journée champétre en apiculture CRSAD, Deschambault, 10

juillet 2004.
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été classées comme inefficaces (I).

3 - 2 - 3. Recherche des agents pathogénes et diagnostic final
Les résultats de la recherche des agents pathogénes sont regroupés au tableau 6.

3 - 2 - 4. Recherche des résidus

Les résultats de la recherche, des résidus dans le miel et les abeilles, des acaricides dans la cire, d’insecticides
utilisés pour le traitement de semences et de leurs métabolites dans le pain d’abeille sont présentés dans le tableau
7. On constate 1’absence de résidus de pesticides d’origine agricole dans ces matrices, a I’exception du rucher 18
ou I’on enregistre un titre trés faible d’imidaclopride (0,26 pg/kg) dans le pain d’abeille.

3 -2 - 4. Analyse pollinique

Lorsque les quantités disponibles de pain d’abeille le permettaient, I’analyse pollinique a été effectuée. Celle-ci est
indiquée au tableau 8. Logiquement, puisque ces ruchers étaient largement distribués sur le territoire national, on
n’observe pas comme précédemment la prépondérance quasi systématique d’'une méme espece florale, cependant,
les plantes sauvages sont partout largement dominantes. Ces résultats sont en accord avec I’absence de résidus
d’origine agricole vue précédemment.

4 - Discussion
4 - 1. Enquéte sur une zone limitée du plateau de Valensole

Contrairement a d’autres types d’élevage, 1’apiculture se préte fort mal a des études comparatives pas plus qu’a
une approche du type cas-témoins. Précisons d’emblée qu’en matiére d’épidémiologie des maladies des abeilles,
la colonie doit étre considérée comme un individu, et le rucher comme un troupeau. Or rétrospectivement, il est
extrémement difficile d’identifier des ruchers témoins comparables a des ruchers cas. Les colonies d’abeilles
ont en effet une dynamique propre sur laquelle I’apiculteur a peu de prise. Ainsi sur le méme emplacement, les
colonies d’un méme rucher ne vont pas nécessairement utiliser les mémes zones de butinage et chaque colonie
a un potentiel démographique propre li¢ aux potentialités de la reine, des males qui ’ont fécondée et de la
combinaison de chronologies qui font que méme partant de reines sceurs inséminées artificiellement, une colonie
réussira mieux qu’une autre parce qu’elle aura par exemple pu mobiliser davantage de butineuses au moment
des floraisons. Dans cette étude, le nombre de colonies par rucher est suffisant pour compenser la variation
inter-colonies pour le critére étudié, a savoir la mortalité. Comme on a pu le vérifier, concernant la proportion de
colonies mortes la différence entre les deux groupes était trés hautement significative.

D’autre part, I’un des facteurs primordiaux qui régissent la dynamique des colonies d’abeilles est la météorologie,
facteur a I’évidence non maitrisable. Ce facteur agit a deux échelles de temps :

- météorologie de I’instant : méme si la colonie régule la température interne de la ruche (ou seulement au niveau
de la grappe d’abeilles lorsque la température extérieure s’écarte trop de I’optimum), c’est la température externe
qui conditionne directement la sortie et I’activité des butineuses,

- météorologie sur le plus long terme : elle commande la disponibilité en nourriture : qualité (nectar/pollen/eau),
quantité, régularité de la disponibilité au cours de la saison.

La seule maniére de limiter ces causes de variation est de concentrer la recherche de ruchers a comparer (ou de
ruchers cas et témoins) sur une zone géographique suffisamment réduite pour que le climat et la végétation (et
sa production) puissent y étre considérés comme homogenes. Cependant les ruchers doivent tout de méme étre
suffisamment éloignés pour éviter la dérive* et une contagion immédiate entre voisins. Comme cela est décrit
plus haut, la localisation et la distribution des ruchers — a moins de 7,4 et a au moins 0,7 km les uns des autres
satisfont ce compromis. Un point important est aussi 1’ancienneté et la pérennité de ces implantations : elles
garantissent que tous ces ruchers ont été soumis au cours des années précédentes aux mémes contaminations
environnementales, y compris celles qui ont pu échapper a nos analyses et que 1’on pourrait soupgonner d’étre
responsables d’effets chroniques cumulatifs sur le long terme.

Dans notre approche, nous ne pouvons parler d’ une étude cas-témoins sensu stricto car nous avons considéré tous
les ruchers avoisinants connus de nous sans chercher a éliminer a priori dans les ruchers avoisinants, ceux qui
n’auraient pas survécu a I’hiver. L’approche est cependant assez comparable car deux groupes sont apparus : un

4 Terme d’apiculture désignant le fait que des ouvriéres a leur retour de butinage, peuvent pénétrer dans une ruche voisine de
leur ruche d’origine et y étre acceptées.
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groupe cas (les deux ruchers perdus) et un groupe témoin (ruchers n’ayant subi qu’une mortalité faible). Il était
alors intéressant de rechercher les autres parameétres qui auraient pu différentier ces deux groupes.

- L’enquéte auprés des apiculteurs a permis de dégager 1’absence de traitement préventif contre la varroase dans
les ruchers A et B, opposé a I’application d’un traitement préventif dans les ruchers C, D, E, F et G (bien que le
traitement du rucher C n’ait pas été optimal).

: La recherche des agents pathogénes au laboratoire s'est traduite :

- dans les deux groupes, par un diagnostic toujours négatif pour 1’acarien des trachées, un diagnostic inconstant
pour la nosémose et un niveau d’infestation comparable. Le CBPV n’a été trouvé que dans un seul rucher de
chacun des deux groupes;

- dans les deux ruchers morts, des varroas ont été systématiquement observés sur les abeilles mortes (grappe)
et dans le couvain mort. L’étiologie de la mort du couvain (varroase) est corroborée par 1’absence confirmée ou
la rareté des autres pathogenes capables d’entrainer sa mort : pas de virus du couvain sacciforme, pas de loque
américaine et la loque européenne n’a été diagnostiquée qu’une seule fois sur six analyses;

- parmi les ruchers survivants, aucun n’a présenté de symptomes de varroase a I’exception du rucher C ou la
mort de 6 colonies doit étre mise en relation avec de tels symptomes. Ces problémes peuvent étre la résultante a
la fois de I’inadéquation du traitement préventif [médicament dépourvu d’AMM et possibilité de résistance [53,
59] et du voisinage de ce rucher avec le rucher A a I’origine de contaminations (implantés dans le méme vallon,
ils étaient distants de 700 m).

+ Les analyses physico-chimiques n’ont révélé aucune différence entre les deux groupes : absence de
contamination du pain d’abeille par I’imidaclopride, le fipronil et leurs métabolites. La cire est contaminée par du
coumaphos ou du fluvalinate a une fréquence et a des titres comparables dans les deux groupes.

De plus, I’analyse multirésidus des abeilles mortes en grappe (rucher A et B) n’a mis en évidence aucune molécule
toxique. Ces résultats corroborent le diagnostic de varroase mortelle sur ces ruchers.

- L’analyse pollinique du pain d’abeille n’a révélé aucune différence entre les deux groupes

En revanche, on note dans les deux groupes une dominance trés prononcée du pollen de Diplotaxis erucoides ou
fausse roquette. Cette crucifere trés recherchée par les abeilles peut fleurir tout au long de I’année si la météorologie
le permet. Commune au bord des chemins, dans les terrains incultes, les champs de lavandin, sa présence dans
le pain d’abeille indique que les colonies des ruchers A et B étaient encore vivantes au début de I’automne. Elle
corrobore également I’absence de traitement herbicides durant cette période et écarte encore une fois I’hypothese
d’une intoxication comme cause de la mort des ruchers A et B et de six colonies du rucher C.

Placés dans le méme environnement, soumis aux mémes conditions climatiques, s’étant nourri majoritairement
des mémes plantes sauvages, en 1’absence d’intoxication (pas de symptomes d’intoxication aigué ni de résidus
de pesticides d’origine agricole), et alors qu’une seule maladie est apparue dominante (la varroase), le facteur
de risque «absence d’un traitement préventif contre cette parasitose» est évident (rappelons que tous les ruchers
frangais sont exposés au risque de varroase). Dans cette étude, le nombre de ruchers est malheureusement trop
faible pour permettre le calcul d’un facteur de risque. Il n’en reste pas moins vrai que la liaison du caractére
«application / non application d’un traitement préventif contre la varroase» et «survie / mort du rucher» est
significative au seuil 5 % (test factoriel exact de Fisher : P = 0,048).

4 — 2. Enquéte dans 13 départements

La mortalité des colonies des 18 ruchers enquétés est élevée (dans un intervalle 38 a 100 %, moyenne : 66 %) et
comme pour I’étude précédente, on constate :

- L’absence de résidus de pesticides d’origine agricole dans la cire, le miel, les abeilles mortes et de méme, I’absence
de résidus d’imidaclopride, de fipronil et de leurs métabolites dans le pain d’abeille. Le titre d’imidaclopride (0,26
pg/kg) trouvé dans le rucher 18 fait exception. On remarquera qu’il s’agit de I’'un des deux ruchers ou la mortalité
a été la plus faible dans I’ensemble étudié (40 %) et que cette mortalité ne manque pas de causes explicatives
non douteuses : nosémose, varroase, loque américaine et loque européenne. L’ origine de cette contamination par
I’imidaclopride est inconnue mais non surprenante comme nous avons pu le signaler dans une étude précédente
[14].

+ La prédominance treés importante du pollen de plantes sauvages dans le pain d’abeille. Comme pour les ruchers
du plateau de Valensole, cette prédominance est en cohérence avec 1’absence de résidus d’origine agricole.
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De méme, on constate que la varroase seule ou en association est la maladie la plus fréquente (12/18) avec les
symptomes caractéristiques suivants :

- ruches vides avec miel et pollen (10 ruchers),

- abeilles mortes en grappe entre les cadres (11 ruchers),

- couvain en mosaique type varroase (8 ruchers).
Les autres pertes sont a attribuer a deux autres maladies connues pour étre mortelles pour les colonies : I’acariose
des trachées (3 ruchers) et la loque américaine (4 ruchers). Quand cohabitent varroase et acariose (2 ruchers),
acariose et loque américaine (1 rucher), loque américaine et varroase (2 ruchers), rechercher d’autres causes a la
mortalité semble peu judicieux. Bien que le role de la nosémose soit plus difficile a cerner, le manuel de I’OIE
[52] et Fries [29] la rendent responsable d’une augmentation des mortalités hivernales et de pertes significatives
de production méme lorsque les spores sont rares et les signes d’infestation absents.

La responsabilité de la varroase dans ces pertes peut étre jugée maximale lorsque cette maladie a été la seule
pathologie grave diagnostiquée, médiane lorsqu’elle a été diagnostiquée en association avec d’autres pathologies
graves, et non significative en 1’absence de symptdmes de varroase. Cette implication de la varroase peut étre
mise en relation avec la qualité ou I’absence de traitement préventif spécifique (tableau 9). La liaison entre ces
deux parameétres est statistiquement significative (test de Jonckheere-Terpstra : JT =- 2,19 et P=0,028). Comme
pour les ruchers du plateau de Valensole, I’implication de la varroase dans la mortalité hivernale d’un échantillon
de ruchers d’autres régions de France croit avec I’inadéquation du traitement préventif contre cette maladie, et est
maximale en I’absence de traitement.

5 - Conclusions

Lesrésultats de cette étude sont comparables a ceux que nous avions obtenus lorsque nous avions recherché I’origine
de la mort de 41 ruchers survenue lors des hivers 1998-1999 et 1999-2000 en France [24]. La conclusion de cette
¢tude expliquait le role dominant de la varroase associé a I’utilisation de traitements acaricides insuffisamment
efficaces et celui de Nosema sp.

Les résultats présentés dans 1’étude 2005-2006 mettent en évidence le role prépondérant de la varroase dans les
mortalités hivernales.

Les résultats de I’étude dans une zone limitée du plateau de Valensole apparaitront pour beaucoup évidents
et prévisibles : n’est-il pas logique que la varroase frappe surtout les ruchers non traités préventivement ?
En réalité, ceci est loin d’étre admis par tous en raison principalement de I’inconstance de ces observations.
L’efficacité variable des traitements, la variabilité et la disponibilité en qualité et en quantité de I’alimentation
pollinique, la rigueur variable des conditions météorologiques agissant seules [20, 41] ou en synergie avec les
agents pathogenes... sont autant de facteurs qui modulent I’influence du varroa sur les abeilles particulierement
en période automnale de préparation a I’hivernage. L’impact de la varroase est donc sous-estimé par beaucoup
d’apiculteurs et leurs représentants qui attribuent souvent d’emblée la mortalité hivernale a une cause toxique - au
premier rang desquels ils placent I’imidaclopride ou le fipronil. Cette étude démontre que cette hypothése ne peut
étre retenue dans toutes les circonstances. Disposer de ruchers soumis aux mémes conditions environnementales
et pour lesquels les parametres de conduite apicole sont les seuls critéres différentiant les ruchers morts des
ruchers ayant bien survécu a I’hiver, n’est pas facile. Ceci donne toute sa valeur a cette étude.

L’étude des mortalités dans d’autres départements francais - ou la encore I’hypothese d une intoxication a di étre
écartée - permet d’étendre a plusieurs départements les mémes conclusions.

Différentes raisons expliquent la réticence des apiculteurs a utiliser des traitements ayant une AMM, parmi
lesquelles le colit et I’efficacité. En effet, parmi les 3 médicaments disposant d’'une AMM en France, I’ Apistan
ND a induit I’apparition de résistance chez Varroa [21, 23, 49]. Il ne devrait donc plus étre employé ou employé
en alternance avec d’autres médicaments et son efficacité devrait alors étre vérifiée aprés chaque utilisation.
L’ Apiguard ND a base de thymol a une efficacité moyenne correcte mais avec des écarts de 30 a 90 % [2, 12, 39,
64] - les faibles valeurs expliquent les recontaminations [25]. L’ Apivar ND bien qu’efficace donne tout de méme
parfois de mauvais résultats sans que les raisons de ces échecs soient toujours identifiables [46].

La présence d’Acarapis woodi, 1’acarien des trachées, est importante a noter. Cette parasitose était devenu si rare
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qu’elle a été retirée de la liste des maladies contagieuses [1]. Cette enquéte confirme que le risque demeure et que
la recherche du parasite devrait étre pratiquée lors des épisodes de mortalité d’hiver et de printemps [9, 54, 60].

Nosema sp. est fréquemment mis en évidence lors des analyses depuis 1987. Souvent le parasite est présent sans
signes cliniques apparents [52] ce qui conduit a négliger sa pathogénie. Quelle que soit I’espece de Nosema, celle-
ci provoque une mortalité d’abeilles que I’on trouve alors devant les ruches. Méme lorsque la colonie survit, cette
mortalité contribue a un mauvais hivernage.

Parmi les actions perturbatrices de Nosema sp. et/ou de Varroa destructor, en automne et en hiver, il faut citer
I’atrophie des glandes hypopharyngiennes et la transformation anticipée des abeilles d’intérieur en butineuses qui
est a I’origine du symptome ruche vide avec de fortes réserves de miel et de pollen. A noter que ce symptome
avait été décrit en France des 1983 soit un an apres 1’arrivée de la varroase en France et bien avant la mise sur le
marché des insecticides systémique d’enrobage des semences °. A ces actions perturbatrices, il faut rajouter les
effets de la disponibilité en pollen qui aggravent les problémes lors des périodes de manque [31, 47, 57].
Nosema cerana décrit récemment par Higes [37] et suspectée d’étre plus pathogéne que N. apis. N. cerana est
présente en France depuis 2002 au moins [15].

La contamination parfois ¢élevée des cires par des résidus de coumaphos pourrait étre responsable d’une toxicité
chronique qui reste a étudier. Plusieurs auteurs soulignent 1’effet du coumaphos sur les reines ou les ouvrieres
[16, 34, 66].

En conclusion, de I’hiver 1998 (date de notre premicre étude sur les mortalités hivernales) a aujourd’hui, la
situation sanitaire des ruchers frangais est restée aussi préoccupante. L’impact de la varroase est toujours fort et
peut-&tre méme s’est-il accru en raison des signes de désintérét des apiculteurs pour la pathologie classique et
sa prévention. En revanche, alors que les pesticides sont I’objet d’une suspicion croissante, ils sont absents des
ruchers de toutes origines qui ont subi des mortalités importantes et que nous avons analysés dans cette enquéte.

5 CETA Aquitaine, Abeilles et produits phytosanitaires. Compilation des symptdmes, in: Apiservices [on line](1983)
http://www.apiservices.com/spmf/sapmp/compilation_symptomes.htm [consulted 21-6-2007].
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Figure 1 : Situation des ruchers A, B, C, D, E, F et G.
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Tableau 1 : Observation de I’activité au trou de vol, de la présence d’abeilles mortes devant les ruches et
relevé de la mortalité des colonies dans sept ruchers du plateau de Valensole pendant la période janvier

- mars 2007.
Ruchers Nombrede colo- | Nombre de Nombre de Nombre de colo-
nies ruches (%)avec |[ruches (%)avec [nies mortes (%)
activité au trou | des abeilles mor-
de volen janvier [tesdevant cel-
2007 les-cien janvier
2007
janvier 2007 mars 2007
A 25 0 (0 %) 25 (100 %) 25 (100 %) -
B 32 0 (0 %) 32 (100 %) 32 (100 %) -
C 44 35 (80 %) 12 (27 %) 0 (0 %) 6 (14 %)
D 15 14 (93 %) 4 (27 %) 0 (0 %) 1 (7 %)
E 8 8 (100 %) 0 0 (0 %) 0 (0 %)
F 20 19 (95 %) 9 (45 %) 0 (0 %) 1(5%)
G 42 nd nd 0 (0 %) 5(12 %)

nd : donnée non disponible

retour page citation
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Tableau 2 : Analyse statistique de la mortalité enregistrés dans sept ruchers du plateau de Valensole pen-

dant la période janvier - mars 2007.

Ruchers Nombre de colonie- Analyse statistique
sen janvier ou mars
2007
mortes vivantes
A 25 0 différence tres haute-
B 32 0 ment significativeentre
C 6 38 Pas de différence signi- | fuchersconcernant la
D 1 14 ficativeentre rucherscon- mortalitétgst factoriel
E 0 3 cernant la mortalitéChi2 | €xact de Fisher :P <
F 1 19 de Pearson = 3,22pour 4 0,0001
G 5 37 d.d.L.LP=0,55

retour page citation
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Tableau 3 : Résultats des recherches de I’acariose, de la nosémose, de la varroase, des agents des loques
européenne et américaine, des virus de la paralysie chronique et du couvain sacciforme sur les abeilles

mortes devant les ruches, les abeilles mortes en grappe et le couvain des colonies de six ruchers du pla-
teau de Valensole prélevées le 15 janvier 2006.

Ruchers Abeilles mortes Couvain
devant les ruches dans la ruche (grappe)
A Prélevement 1 A-; N- A-;V+; CBPV - L-;V+;SBV-
Préléevement 2 A-; N+ (quelques spores) | A-; N+ (0,66x106) ; [ LE+; V+; SBV-
V+; CBPV -
Prélévement 3 A-; N+ (4,08x106) A-;N-;V+;CBPV |L-;V+;SBV-
Prélevement 4 A-; N- A-;N-;V+;CBPV |L-;V+;SBV-
Prélévement 5 A-; N- A-;N-;V+;CBPV |L-;V+;SBV-
B A-; N- A-;N-;V+; CBPV + L-;V+;SBV-
C A-; N+ (6,46 x106) | Pas d’abeilles mortes /
D A-; N+ (7,14 x106) | Pas d’abeilles mortes /
E Pas d’abeilles mortes /
F A-;N-; CBPV+ | Pas d’abeilles mortes /
Légende :

A- : acariose des trachées négative,

N- : nosémose négative,
N+ : nosémose positive (comptage du nombre de spores),
CBPV - : recherche du virus de la paralysie chronique négative,
CBPV + : recherche du virus de la paralysie chronique positive,
SBV- : recherche du virus du couvain sacciforme négative,

V+ : recherche de la varroase positive (rapport varroas sur abeilles ou varroas sur alvéole de couvain de %),
L- : recherche des agents des loques négative,
LE+ : recherche de la loque européenne positive.
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Tableau 4 : Résultats des recherches du fipronil et de ses métabolites, de I’imidaclopride et de son mé-
tabolite dans le pain d’abeille, des recherches multirésidus dans les matrices cire, abeilles et miel de six
ruchers du plateau de Valensole.

fluvalinate : 2,44 mg/kg

Ruchers Pain d’abeille(imidaclopride, | Cire(analyse multirési- | Abeilles(analyse mul-
fipronil, métabolites) dus) tirésidus)

A Prélévement 1 | <LD coumaphos : 0,36 mg/ < LD(mélange des 5
Prélévement 2 | < LD kgfluvalinate : 0,53 mg/ prélévements)
Prélevement 3 | < LD kg(mélange des 5 préleve-

Prélévement 4 | <LD ments)
Prélévement 5 | <LD

B <LD <LD <LD

C <LD coumaphos : 4,67 mg/kg NR

D <LD NR NR

E <LD coumaphos : 0,72 mg/kg NR

F <LD coumaphos : 2,95 mg/kg NR

LD : limite de détection

NR : non recherché car échantillon inexploitable

retour page citation
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d’abeille prélevés dans 5 ruchers du plateau
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Tableau 5

Les taxons sont indiqués par ordre de fréquence décroissante
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Tableau 6

cours de I’hiver 2005-2006 en France. Diagnostic final des infections ayant été probablement a I’origine

de la mortalité observée.
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Tableau 7 : Analyse des résidus de pesticides effectuée sur 18 ruchers francais ayant subi des pertes au

cours de I’hiver 2005-2006

Pain d’abeille Analyses multirésidus
Cire Miel (mg/kg) | Abeilles
Rucher | Département - - - - (ng/abeille)

Imidaclo- | Fipronil Coumaphos | Fluvalinate

pride (ngrkg) (mg/kg) (mg/kg)

(ng/kg)
1 Aveyron <LD <LD <LD <LD / <LD
2 <LD <LD / <LD
3 / / <LD <LD <LD
4 <LD <LD <LD <LD <LD /

Dordogne
5 <LD <LD <LD <LD <LD <LD
6 <LD <LD <LD <LQ / /
7 Hte-Garonne |<LD <LD 4,08 0,14 C834
8 Hérault ins ins 4,63 <LD C0,21 /
9 Loire <LD <LD <LD <LD <LD /
10 Lozere ins ins / / / /
11 ins ins / / / /
12 Orne <LQ <LD 0,42 <LD /
13 Puy-de-Dome |<LD <LD 1,05 0,16 <LD <LD
14 Pyrénées-Atl. |/ / 0,94 0,46 <LD
15 Htes-Pyrénées | <LD ins <LD <LD F4
16 Rhone ins ins <LD <LQ <LD
17 Deux-Sevres | <LQ <LD 0,83 0,67 <LD <LD
18 Vienne 0,26 <LD <LD 1,5 C<LD- /
F<LQ

<LD : inférieur a la limite de détection
<LQ : inférieur a la limite de détection
ins : prélevement insuffisant

C : coumaphos

F : fluvalinate
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Tableau 9 : Qualité du traitement préventif contre la varroase appliqué (ou non) a I’automne 2006 dans
18 ruchers francais et degré d’implication de la varroase dans les pertes subies au cours I’hiver suivant.

Varroase

varroase seule

varroase associée a
d’autres pathologies

pas de varroasemais
présenced’autres

de traitement

graves pathologies graves
Traitementcontre la | - efficace 0 1 |
varroase selon une | - insuffisamment 1 3 4
méthode réputée - efficace
- inefficace oupas |5 2 1

On constate que la varroase est plus souvent seule responsable de ces pertes quand aucun traitement réputé
efficace n’a été mis en ceuvre — que la varroase «a besoin de s’associer» a une autre maladie pour provoquer des
pertes quand un traitement (cependant peu efficace) a été mis en ceuvre, que la varroase est plus rarement en
cause quand un traitement efficace a été mis en ceuvre. Cette gradation est statistiquement significative (test de
Jonckheere-Terpstra : JT =-2,19 et P = 0,028).
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