CHAPITRE 2.9.2.

LOQUE AMERICAINE

RESUME

La loque américaine affecte les stades larvaires de I'abeille domestique d’Apis mellifera et d'autres
espéces d'Apis. Elle est présente dans le monde entier. Paenibacillus larvae sous-espéeces larvae
(White), I'agent causal, est une bactérie qui peut produire plus d'un milliard de spores par larve
infectée. Ces spores sont extrémement résistantes a la chaleur et aux agents chimiques, et elles
seules provoquent la maladie.

Identification de I'agent pathogéne : les cadres de couvain des colonies infectées ont un aspect
en mosaique dd a un mélange de cellules operculées de couvain sain, de cellules non operculées
contenant les restes des larves malades, et de cellules vides. Ceci n'est pas seulement
caractéristique de la loque américaine. Les opercules d'une cellule de larve malade apparaissent
mous et plus foncées, devenant concaves et souvent perforées a mesure que l'infection progresse.
La couleur des larves et des pupes passe du brun crémeux au brun foncé avec un aspect visqueux
une fois exposés a l'extérieur. Une odeur caractéristique se développe a un stade avancé
d'infection. Le couvain malade se desséche par la suite pour former des écailles caractéristiques
trées adhérentes au fond de la cellule. La formation d'une larve filante est un des signes les plus
caractéristiques de la maladie, il précéde la formation des écailles.

La méthode choisie pour le diagnostic de la loque américaine dépend de la présence ou non des
signes cliniques de la maladie. En cas de maladie clinique, une gamme de techniques simples de
laboratoire est disponible pour la confirmation. Certaines d'entre elles nécessitent l'isolement de
l'agent pathogéne par repiquages successifs. La présence de spores résistantes a la chaleur, la
croissance caractéristique de la bactérie, la morphologie des colonies de bacilles, combinée avec
des tests simples en laboratoire sont considérés comme concluants : la coloration de Gram, le test
de la catalase, et le test de la nitrate réductase (facultatif). L'identification compléte des bactéries
isolées peut étre faite par des profils biochimiques ou par amplification en chaine par polymérase
(PCR). Cette derniere permet également d'analyser directement les échantillons, tout en évitant la
longue étape de culture. Les techniques basées sur les anticorps sont utiles quand aucune réaction
hétérospécifique avec d'autres bacilles n'a été observée, comme par exemple Paenibacillus alvei,
qui est souvent trouvé en fin de stade de la loque européenne.

Quand les signes cliniques sont absents ou que l'information sur I'aspect des cadres de couvain est
manquante, une identification compléte de I'agent pathogéne est recommandée. Celle-ci peut étre
faite par le profil biochimique (sur les colonies isolées suspectes) ou par PCR (directement sur les
échantillons ou aprés culture). Seules des personnes expérimentées peuvent relier des
caractéristiques de croissance, de morphologie des colonies, et les résultats des analyses de
laboratoire mentionnées ci-dessus pour confirmer la maladie.

Epreuves sérologiques : il nexiste pas d'épreuves sérologiques applicables pour le diagnostic.

Spécifications applicables aux vaccins et aux produits biologiques a usage diagnostique : il
n'y a aucun vaccin ou produit biologique disponible.

A. INTRODUCTION

La loque américaine est une maladie du couvain d'abeille domestique Apis mellifera et des autres especes d'Apis,
et est présente partout dans le monde ou l'apiculture existe. Paenibacillus larvae sous-espéce larvae (White),
I'agent causal, est une bactérie qui peut produire plus d'un milliard de spores par larve infectée. La bactérie est en
forme de batonnet arrondi, droit ou/et parfois incurvé, avec une taille variable (0,5 um de large par 1,5 a 6 um de
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long), apparaissant seule ou en chaines filamenteuses ; certaines souches sont mobiles d'autres fixes. Les
sporanges in vitro sont souvent clairsemés, et ellipsoidaux, avec des spores centrales et subterminales, qui
peuvent faire gonfler les sporanges. Les spores sont souvent trouvées libres (15). Les spores sont extrémement
thermostables et résistantes aux agents chimiques. Seules les spores sont capables d'induire la maladie.

L'infection peut étre transmise a une larve par des abeilles nourrices ou par des spores restantes a la base d'une
alvéole de couvain. Bien que les stades larvaires d'ouvriéres, de faux-bourdons et de reines soient susceptibles
de déclarer la maladie, on observe rarement des larves infectées de reines et de faux-bourdons dans les
conditions naturelles. La sensibilité des larves a la loque américaine diminue avec l'augmentation de I'dge (32) ;
les larves ne peuvent plus étre infectées aprés 53 h suivant I'éclosion de I'ceuf. La dose infectieuse moyenne (Dlsg
= nombre de spores avec lequel 50 % des larves sont tuées) requise pour déclencher l'infection, bien que trés
variable, est de 8,49 spores dans des larves d'abeilles agées de 24 a 48 h (13). L'échange des cadres de couvain
contenant des restes de larves malades est la voie de diffusion de la maladie la plus commune. En outre,
I'alimentation ou le pillage de miel chargé en spores, les essaims atrtificiels et l'introduction de reines provenant de
colonies infectées peut également disséminer la maladie. La détection précoce de la loque américaine permet de
stopper sa diffusion.

B. TECHNIQUES DE DIAGNOSTIC

1. Identification de I’agent pathogene

Une larve saine a un aspect brillant, blanc nacré. Elle se développe d'abord a la base de la cellule en forme de
lettre « C » et poursuit sa croissance, droite dans la cellule. Les larves infectées meurent dans cette position
droite. Dans les colonies séverement infectées, un couvain en mosaique apparait avec juxtaposition de couvains
d’'ages différents, de restes de larves malades, et de cellules vides. La cellule operculée qui contient une larve
malade semble moite et de couleur plus foncée et devient concave et perforée lorsque l'infection progresse. En
outre, la larve ou les nymphes changent de couleur, d'abord en brun crémeux puis en brun foncé. Les larves
deviennent filantes, et lorsqu’'on introduit dans l'alvéole une sonde on en retire une masse élastique
correspondant aux restes larvaires. Une odeur forte d'ammoniac, se dégage a ce stade, ressemblant a celle de
I'ancienne colle forte. Finalement, aprés 1 mois ou plus, les restes du couvain malade se dessechent pour former
des écalilles typiques dures, brunatres qui sont fragiles et trés adhérentes sur les cétés inférieurs de la cellule
(Fig. 1). Si la mort se produit au stade de pupe, la formation de la langue pupale (une saillie de la téte de la pupe
qui traverse le dessus de la cellule de couvain) est I'un des signes les plus caractéristiques de la maladie, bien
gu'il soit rarement observé (Fig. 2c¢). La langue peut persister également sur I'écaille seche.
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Fig. 1. Progression de la maladie : (a) Commencement de I’infection. (b) Développement larvaire au stade de pupe.
(c) Le contenu de la cellule operculée est réduit, I'opercule est affaissé et perforé. (d) Le contenu de cellules
devient visqueux. (e) Ecailles résiduelles trés adhérentes au fond de la cellule.

La méthode choisie pour le diagnostic de la loque américaine dépend de la présence ou de I'absence des signes
clinigues de la maladie. En cas de maladie clinique, une gamme de techniques simples de laboratoire est
disponible. Certaines d'entre elles nécessitent I'isolement de I'agent pathogéne par repiquages successifs. La
présence des spores résistantes a la chaleur, les caractéristiques de croissance de la bactérie, la morphologie
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des colonies de bacilles, combiné avec les simples tests de laboratoire suivants sont considérés comme
concluants : la coloration de Gram, le test de la catalase et le test de la nitrate réductase (facultatif).
L'identification compléte des bactéries isolées peut étre faite par le profil biochimique ou par amplification en
chaine par polymérase (PCR). Cette derniere permet également d’examiner directement les échantillons, tout en
évitant la longue étape de culture. D'autres méthodes consistent a observer directement les restes larvaires : la
technique du dépét sur lame et de la coloration d'un broyat larvaire, le test du lait d’Holst, et différentes
techniques basées sur les anticorps. La technique du dépét sur lame et de la coloration d'un broyat larvaire,
basée sur les mouvements browniens des spores de P. . larvae et sur leur morphologie, n’est pas trés spécifique.
De méme, pour le test du lait d'Holst, basé sur le niveau élevé de l'activité protéolytique pendant la sporulation de
P. I. larvae. Les 2 tests ne doivent pas étre employés seuls. Les techniques basées sur les anticorps sont utiles
guand aucune réaction croisée avec d'autres bacilles n'a été démontrée, comme par exemple avec Paenibacillus
alvei, qui se retrouve en fin de stade de la loque européenne.

Lorsque les signes cliniques ou les données sur 'état des cadres de couvain sont absents, une identification
précise de I'agent pathogéne doit étre effectuée. Celle-ci peut étre faite par profil biochimique (sur les colonies
isolées suspectes) ou par PCR (directement sur les échantillons ou aprés culture). Seules des personnes
expérimentées peuvent relier des caractéristiques de croissance, de morphologie des colonies, aux résultats des
tests mentionnés ci-dessus pour confirmer la maladie.

i

Fig. 2. Signes clinique de loque américaine (a-c) et coloration de Gram (d) : (a) Cadre de couvain en mosaique,
(b) Une allumette extrait une masse élastique brunatre, fil visqueux de restes larvaires semi-fluides.
(c) La formation d’une langue pupale est un signe trés caractéristique, mais rarement observé.
(d) L’examen au microscope des colonies isolées indique la présence de batonnets Gram positifs,
isolés ou en chaines.

a) Préparation de I’échantillon

Quand on observe les signes typiques de la maladie au rucher, il est recommandé d'envoyer au laboratoire
un morceau de cadre de couvain d'environ 20 cmz, contenant autant de couvain mort et décoloré que
possible. Peu ou pas de miel doit étre présent dans I'échantillon. L'échantillon peut étre simplement
enveloppé dans du papier, et les emballages, tels que les sachets en plastique, papier d'aluminium, papier
ciré, étain ou verre, doivent étre évités afin d'empécher la moisissure des échantillons, rendant un diagnostic
précis presque impossible. L'échantillon peut étre expédié dans un carton épais ou une boite en bois. Si une
partie du cadre de couvain ne peut pas étre envoyée, le préléevement, doit contenir assez d'échantillons pour
plusieurs tests. L'échantillon peut aussi étre enveloppé dans du papier ou mis dans un tube approprié.
Cependant, un si petit échantillonnage ne peut étre effectué que si la personne est suffisamment
expérimentée pour identifier les secteurs malades du cadre de couvain.
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Parfois, il est difficile de localiser les restes larvaires en raison de I'état du cadre de couvain. Les écailles
peuvent étre commodément localisées par I'emploi de rayons ultraviolets ou d’'une lumiére proche des
ultraviolets. L'exposition entre 310 et 400 nm fera entrer en fluorescence n'importe quelle écaille loqueuse.
Une attention particuliére doit étre portée quand le miel et le pollen entrent également en fluorescence.
Quand l'observation macroscopique au rucher par une personne expérimentée indique que les cadres de
couvain ont un aspect sain, des échantillons de miel peuvent étre envoyés pour I'analyse en laboratoire. Des
échantillons de nectar et de pollen collectés dans des cellules operculées prés du couvain peuvent étre pris
avec une cuillere et étre transférés dans un sachet en plastique ou un tube (31). Du miel récolté prét a la
vente peut également étre analysé, bien que ceci ne permette pas l'identification des colonies malades en
cas de présence avérée de spores dans I'échantillon. La taille des échantillons devrait étre de 30 a 50 g.

Techniques de culture

Pour cultiver P. I. larvae a partir de restes larvaires, des suspensions de spores sont préparées en
mélangeant le matériel malade dans 5 a 10 ml d'eau stérile additionnée d'une solution physiologique
(solution physiologique tamponnée au phosphate [PBS] ou 0,9 % de NaCl) ou d'un milieu liquide (de méme
composition que le milieu solide décrit ci-dessous, mais sans gélose) dans un tube a essai. Tous les milieux
de culture doivent étre soumis au contréle de qualité et doivent supporter la croissance de P. I. larvae a
partir de petits inoculums. Le témoin de référence doit également étre cultivé parallelement aux échantillons
suspects pour s'assurer que les tests fonctionnent correctement.

La présence de spores dans les échantillons de miel est contrélée en chauffant les échantillons & 45-50°C et
en les agitant pour mélanger les éventuelles spores. La dilution avec un volume équivalent (25 ml) d'eau
permet une manipulation plus facile. Le miel dilué est transféré dans un boudin & dialyse de 44 mm de
largeur qui a été fermé a une extrémité. L'extrémité ouverte est fermée aprées remplissage. Les boudins sont
submergés dans l'eau courante, qui circule pendant 18 h ou dans un bain d'eau renouvelé 3 a 4 fois pendant
le méme laps de temps. Apres dialyse, le contenu est centrifugé a 2 000 g pendant 20 min. Le surnageant
est éliminé laissant approximativement 1 ml (ou moins) de résidu dans chaque échantillon. Le dépét est
alors remis en suspension dans 9 ml d’eau (29).

Du miel peut également étre préparé pour la culture sans étape de dialyse, toutefois cette méthode exige
une période de centrifugation plus longue (30 min) et plus rapide (3 000 g). De méme, le volume dans lequel
le dépébt final est remis en suspension peut étre beaucoup plus petit (200 pl) afin d'améliorer la sensibilité du
test (6). Quelque soit la méthode choisie, quand les résultats des analyses de miel sont obtenus d'une
maniére quantitative et les valeurs seuils établies, la méthodologie employée pour établir ces valeurs doit
toujours étre suivie.

Les 2 préparations témoins issues des échantillons du cadre de couvain et des échantillons de miel peuvent
étre traités de la méme maniére a partir de ce moment-la. La suspension est chauffée a 80°C pendant 10
min pour tuer les bactéries non sporulantes. Un morceau de coton stérile est employé pour transférer une
partie de la suspension a la surface des boites de Petri contenant le milieu de culture, celles-ci sont alors
incubées pendant 2 & 4 jours & 34-37°C. Pour une évaluation quantitative, il est recommandé d'étaler un
volume fixe de suspension sur la gélose avec un rateau stérile plutdét que d'employer des tampons de coton.
Des boites inoculées sont mieux incubées dans une atmosphere entre 5a 10 % de CO,, bien que
l'incubation aérobie fonctionne également.

Différents milieux de culture peuvent étre employés comprenant le bouillon de cceur-cervelle complété avec
de la thiamine HCI (29), le milieu J (19), le MYPGP (7), le milieu de Michael (5) et la gélose de Colombie
contenant du sang de cheval a 5 % (15). Ce dernier peut étre décoloré ou partiellement hémolysé quand P.
I. larvae se développent dessus.

Les échantillons provenant des larves cliniquement malades seront a l'origine de cultures largement
développées apres 2 a 4 jours dans les boites, obligeant ensuite a un isolement des colonies lors d’'une une
autre culture. Sur la gélose au sang de Colombie, les colonies sont petites (< 1 mm de diameétre), réguliéres,
luisantes, butyreuses, grisatres ou jaunies par les colorants du sang (15). Sur le milieu de Michael, les
colonies sont blanchatres, opaques, aplaties, avec les bords irréguliers et habituellement d’un diamétre de 1
a 3 mm (5). Quand les techniciens sont inexpérimentés, il est recommandé de cultiver en parallele des
souches de références de P. I. larvae, par exemple LMG 9820 (autre désignation : ATCC 9545) Un
échantillon de couvain ou de miel, dont le résultat est confirmé étre positif, pourrait servir de témoin positif
pour I'examen entier.

Des difficultés peuvent se produire quand les suspensions de spores contiennent d'autres especes de
spores bactériennes, qui peuvent envahir la totalité de la culture. Si c’est le cas, il est recommandé d’'ajouter
au milieu de culture de I'acide nalidixique (18) et/ou I'acide pipémidique (2). Les solutions sont préparées en
mélangeant 0,3 g d’acide nalidixique ou 0,4 g d'acide pipémidique dans 2 ml de 1 N NaOH et diluées dans
100 ml de tampon phosphate 0,01 M ou d’eau, stérilisées par filtration et stockées au réfrigérateur. Ces
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solutions stockées sont ajoutées au milieu en gélose encore liquide pour donner une concentration finale de
6 a 9 pg/ml d'acide nalidixique et de 10 a 20 pg/ml d'acide pipémidique.

Des spores semblables a P. I. larvae ont également été retrouvées dans la cire d'abeilles par extraction au
chloroforme (21) et dans du pollen par filtration aqueuse (10).

Tests de confirmation

Paenibacillus I. larvae est un bacille Gram positif avec certaines caractéristiques qui le distingue de
beaucoup d'autres bacilles contaminant les abeilles et les produits de la ruche. En effet, la bactérie est
catalase négative (14) et réduit le nitrate en nitrite (23). En conséquence, un certain nombre de tests
courants de laboratoire peuvent confirmer la présence de la loque américaine, lorsque des signes cliniques
ont été observés, et lorsque la culture d'échantillons de colonies soumis aux traitements thermiques montre
des vitesses de croissance (lente) et une morphologie caractéristiques des bacilles Gram positifs.

Test de la catalase : une goutte d’eau oxygénée a 3 % est placée sur une culture en croissance active sur le
milieu de culture. La plupart des bactéries aérobies décomposent le péroxyde en eau et en oxygene,
produisant une mousse effervescente, mais P. |. larvae est presque toujours négatif pour cette réaction (14).
Quand la gélose au sang de Colombie est employée pour la culture, le test ne peut pas étre effectué sur ce
milieu car la présence du sang de cheval entrainera une réaction faussement positive. Dans ce cas, des
colonies devront étre transférées sur une lame de microscope propre pour I'exécution du test.

Test de la nitrate réductase : la bactérie peut étre cultivée sur un milieu tel que des géloses a base de coeur-
cervelle contenant du nitrate de potassium (1 a 2 mg/litre de milieu). Quand la croissance a eu lieu, l'addition
d'une goutte de réactif d'acide-alpha-naphtyle sulfanilique produit une couleur rouge si du nitrate a été réduit
en nitrite. Des souches de P. |. larvae négatives au test de la nitrate réductase ont également été décrites
(16, 20).

Profil biochimique

Quand il est impossible d’observer les signes cliniques (par exemple, examen des produits de la ruche tel
que le miel) ou lorsque la maladie est encore dans sa phase subclinique, une identification plus poussée de
I'agent pathogéne est recommandée. Le profil biochimique des colonies isolées suspectes, en plus de leurs
caractéristiques de base (résistance a la chaleur, vitesse de croissance, morphologie des colonies) peut étre
considéré comme concluant. Le profil biochimique — outre celui déterminé par les tests (mentionnés
ci-dessus) de la catalase et de la nitrate réductase — est déterminé par les tests de production d'acide
d’hydrates de carbone, d’hydrolyse de I'amidon et de la caséine, d'utilisation du citrate et de liquéfaction de
la gélatine.

Production d'acide d’hydrates de carbone (11) : des bactéries sont mises en culture dans du bouillon J
(méme composition que le milieu J, mais sans gélose) dans lequel 0,5 % de substrat d'essai, (stérilisé
séparément dans une solution aqueuse), est remplacé par des sucres. Les hydrates de carbone utilisés sont
L (+)-arabinose, D (+)-glucose, D (+)-xylose et D (+)-tréhalose. Les cultures sont examinées au 14°jour :
1 ml ou moins d'une colonie bactérienne est prélevé aseptiquement, I'échantillon est mélangé avec une
goutte de 0,04 % d’alcool de bromocrésol pourpre et on observe la couleur de l'indicateur. P. I. larvae produit
de l'acide en conditions aérobies & partir du glucose et du tréhalose. Aucun acide n'est produit & partir de
l'arabinose et du xylose (1). La différenciation peut étre faite entre les P. |. larvae et P. |. pulvifaciens — ce
dernier est associé a une maladie rare appelée « écaille pulvérulente » — Il peut produire de I'acide a partir
du mannitol et de la salicine (15). Ceci semble étre une des quelques caractéristiques permettant la
différenciation au niveau de la sous-espéce. En outre, P. |. pulvifaciens pousse également a 20°C
(pas P. I. larvae) et quelques souches produisent des colonies jaunes ou a pigmentation orange (15).

Hydrolyse de I'amidon (11) : 1 g de fécule de pommes de terre est suspendu dans 10 ml d'eau froide
distillée, mélangé a 100 ml de milieu J sans glucose, stérilisé a l'autoclave, refroidi a 45°C, puis aprés une
bonne homogénéisation la préparation est répartie dans 5 boites de Petri. Aprés 3 jours de stockage a
température ambiante (pour évaporer I'excés d’humidité), des repiquages de colonies sont effectuées a
partir de chaque culture. Les colonies sont immergées dans du Lugol aprés 5 et 10 jours d’'incubation. Aprés
15 a 30 min, I'amidon inchangé devient blanc et opaque. Un halo clair autour de la culture (apres la
croissance), indique une hydrolyse de I'amidon. Les souches P. I. larvae n'hydrolysent pas I'amidon.

Hydrolyse de la caséine (5) : le milieu qui est employé pour ce test se compose d’'une solution A (10 g de lait
écrémé en poudre, 90 ml d'eau distillée) et d’'une solution B (3 g de gélose, 97 ml d'eau distillée) stérilisées
séparément (a 121°C pendant 20 min), refroidies a 45°C puis mélangées. Le milieu ainsi préparé (25 ml) est
versé dans les boites de Petri, celles-ci sont ensuite inoculées avec des cultures de 24 h. L'incubation se
poursuit pendant 7 jours. Une réaction positive est indiquée par I'éclaircissement du milieu sous et autour de
la zone de croissance de la colonie. P. I. larvae induit une réaction positive.
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Utilisation de citrate : ce test utilise un milieu J semi-solide sans glucose mais avec un complément de
2 g de citrate de sodium (11). Le milieu, stérilisé dans des tubes a essai, est inoculé avec 2 ou 3 gouttes
d'une jeune culture (de 3 a 4 jours) du milieu J semi-solide. Apreés une incubation de 14 et 21 jours, un peu
de la culture est mélangé sur une colonie avec l'indicateur rouge de phénol. Une réaction alcaline signifie
que P. I. larvae n'utilise pas le citrate.

Croissance en bouillon nutritif (11): des bactéries sont inoculées dans un tube de bouillon nutritif
(3 g d'extrait de beceuf, 5 g de peptone, 1 000 ml d'eau distillée) et incubées soit jusqu’a la croissance de la
colonie ou pendant 14 jours. Si la culture se développe, une colonie est transférée dans un autre tube de
bouillon nutritif. Ce procédé est répété successivement et périodiquement pour 10 transferts ou jusqu'a la fin
de la croissance. Seule des cultures capables de survivre & 10 transferts sont aptes a se développer en
bouillon nutritif. P. I. larvae ne peut pas résister au transfert périodique en bouillon nutritif (1). Par contre, P.l.
pulvifaciens peut se développer sur ce type de milieu (15).

Liquéfaction de la gélatine (11) : des cultures dans des tubes de gélatine claire (120 g de gélatine, 1 000 ml
d'eau distillée, pH 7,0) incubés a 28°C sont testées pour la liquéfaction a 3 ou 4 jours d'intervalles, pendant
4 semaines. Avant le test, des cultures sont placées a 20°C pendant environ 4 h pour permettre le
durcissement de la gélatine. P. |. larvae entraine la liquéfaction de la gélatine (1).

L'utilisation de trousses de diagnostic commerciales, tels qu'API 50 CHB (5) et BBL CRISTAL (8), pour la
caractérisation biochimique de P. |. larvae peut étre prise en compte. Cependant, il a été montré que ces
trousses de diagnostic produisent différents résultats pour certaines réactions biochimiques, un profil pour P.
I. larvae doit étre élaboré indépendamment pour chaque systeme (8).

Amplification en chaine par polymérase (PCR)

La PCR est une technique d'empreinte génétique qui permet l'identification des isolats bactériens suspects
et la détection de P. I. larvae dans des cas cliniques et subcliniques de la maladie chez des larves et dans
les produits de la ruche. Le traitement de I'échantillon dépend de I'application du test.

Une colonie bactérienne suspecte est suspendue dans le 50 pl d'eau distillée et chauffée a 95°C pendant 15
min (12). Aprés centrifugation & 5 000 g pendant 5 min, 1 pl du surnageant est employé comme ADN cible
dans 50 ul de mélange réactionnel d’'une PCR, contenant 2 mM de MgCl,, 50 pmol d'un couple d’amorce
(voir tableau des séquences des amorces ci-dessous), une concentration de 25 a 200 mM de chaque
désoxyribonucléoside triphosphate, et 1 a 1,25 unité de Taq polymérase. L'amplification d'un fragment
spécifique d'ADNc s’effectue dans un thermocycleur réglé aux conditions de PCR suivantes : une étape a
95°C (1 a 15 min) ; 30 cycles a 93°C (1 min), 55°C (30 s) et 72°C (1 min) ; et un cycle final a 72°C (5 min).
Les poids moléculaires des produits de PCR sont déterminés par électrophorése dans de la gélose a 0,8 %
avec du bromure d'éthidium pour la coloration.

Les restes de 2 larves malades d'abeille sont suspendus dans 1 ml d'eau distillée stérile et homogénéisées ;
100 pl de cette suspension sont dilués dans 900 pl d'eau distillée. Cette dilution est vortexée et 100 pl de
celle-ci sont utilisés pour extraire I'ADNc par chauffage et centrifugation (voir ci-dessus) (9). La méthode de
PCR reste la méme pour les différentes applications.

La méthode mentionnée ci-dessus pour la préparation de I'échantillon d’ADNc basée sur le chauffage et la
centrifugation peut seulement étre effectuée sur des bactéries aux stades végétatifs. L'extraction de 'ADNc
des spores exige une autre technique. En effet, des suspensions de spores sont centrifugées a la
température de 4°C a 6 000 g pendant 30 min. La spore est alors soumise au micro-onde pendant 5 min a la
puissance maximum pour casser les spores, 'ADNc libérée est suspendue dans 30 ul de 10 mM Tris/HCI,
pH 8,0, contenant 1 mM d'éthyléne d'acide tétra-acétique de diamine (EDTA). Quand des spores doivent
étre détectées dans le miel, une série de dilution d"ADNCc est effectuée dans de I'eau distillée stérile, pour
éliminer le miel responsable de l'inhibition de la PCR (28). Une autre méthode d'extraction d'/ADNc, basée
sur des traitements aux lysozymes et protéinases K, a été décrite (4).

De bons résultats peuvent également étre obtenus en incubant une suspension d’'un culot de spore (par
exemple, d'un échantillon de miel ou de larves infectées) en bouillon de MYPGP & 37°C pendant 2 & 24 h.
Ensuite, la suspension est centrifugée a 14 500 g pendant 5 min, lavée avec de l'eau distillée stérile et
resuspendue dans 200 pl d'eau distillée stérile. Cette courte étape d'incubation fait germer des spores, les
rendant sensibles a un autre traitement thermique pour la préparation d’ADNc (voir ci-dessus) (22).

Plusieurs combinaisons d’amorces basées sur le gene de 'ARN 16S ont montré des spécificités différentes
en fonction des especes. La différenciation entre P. |. larvae et P. I. pulvifaciens est possible avec
I'ensemble des amorces fournies par Piccini et al., quand le nhombre de cycles est réduit de 30 a 25 (28). Les
séquences d’amorces sont :
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g)

h)

2.

R&f Sens Séquence Taille des Niveau de
’ q produits PCR spécificité
12) direct 5-AAG-TCG-AGC-GGA-CCT-TGT-GTT-TC-3' 973 b espaces
indirect 5'-TCT-ATC-TCA-AAA-CCG-GTC-AGA-GG-3' P P
© direct 5-CTT-GTG-TTT-CTT-TCG-GGA-GAC-GCC-A-3' 1106 b cspCeS
indirect 5-TCT-TAG-AGT-GCC-CAC-CTC-TGC-G-3' P P
28) direct 5-CGA-GCG-GAC-CTT-GTG-TTT-CC-3’ 200b sous-
indirect 5. TCA-GTT-ATA-GGC-CAG-AAA-GC-3' P espéces

L’identification des 2 sous-espéces est également possible par digestion des ampliméres de PCR obtenus
sur le fragment de 'ARN 16S avec la ribonucléase Haelll (3). Pour ce dernier, les amorces a employer ont
une spécificité beaucoup plus faible et amplifient les genes des ARN 16S des espéces de Bacillus, de
Paenibacillus, de Brevibacillus et de Virgibacillus.

La technique du dépot et de la coloration d’un échantillon

La technique du dépbt et de la coloration d’'un échantillon (21) peut étre faite directement sur les restes
larvaires. Cependant, en raison de la faible spécificité de cette technique, elle n'est pas concluante.

Le matériel suspect est mélangé avec de l'eau, et une goutte de cette suspension est placée sur une
lamelle, séchée et fixée par la chaleur, colorée au carbol fuchsin ou avec une coloration appropriée pour les
spores pendant 30 s. Tout exceés de coloration est lavé avec de I'eau. La préparation encore humide est
montée entre lame et lamelle, sur laquelle est déposée de I'huile d'immersion. L'exces d'eau est expulsé. La
lame est séchée, doucement épongée et examinée en microscopie a un fort grossissement. En examinant
les champs formés par les poches d'eau dans I'huile, les spores de P. |. larvae seront observées en
mouvement. Les spores d'autres bacilles restent souvent immobiles; en outre cette technique permet
I'examen au microscope de la morphologie caractéristique des spores de loque. Si l'infection date de moins
de 10 jours, les longues formes végétatives de la bactérie sont présentes et quelques spores nouvellement
formées peuvent étre vues (24).

Le test du lait d’Host

Le test du lait de Holst (17) utilise le fait qu'un niveau élevé d’enzymes protéolytiques est produit par la
sporulation de P. I. larvae. L'essai est réalisé en suspendant une écaille suspecte, ou un reste de larve
malade, dans un tube contenant 1 a 4 ml de 1 % de lait écrémé en poudre dans l'eau. Le tube est alors
incubé a 37°C. Si P. |. larvae est présent, la suspension s’éclaircira en 10 a 20 min.

Techniques basées sur les anticorps

Différentes techniques basées sur les anticorps ont été développées pour le diagnostic de la loque
américaine. La plupart d'entre elles sont effectuées a partir de sérums polyclonaux de lapin développés
contre des cultures pures de P. I. larvae. Dans une épreuve d'immunodiffusion, les anticorps interagissent
avec les antigénes bactériens lors d’un double procédé de diffusion, laissant ainsi des arcs de précipitation
(27). Dans la technique des anticorps fluorescents ces anticorps sont conjugués avec un fluorochrome.
L'anticorps fluorescent résultant réagit avec un frottis de P. I. larvae sur une lame. L'excés d’antisérum est
lavé, I'échantillon est examiné en microscopie a fluorescence. P. I. larvae se colore spécifiquement par
fluorescence (26, 30, 33). Les techniques basées sur les anticorps sont utiles lorsqu’aucune réaction croisée
avec d'autres bacilles n'a été démontrée, comme par exemple avec Paenibacillus alvei, souvent trouvé en
stade terminal de la loque européenne.

Une méthode immuno-enzymatique (ELISA) employant un anticorps monoclonal spécifique de P. I. larvae
existe (25).

Epreuves sérologiques

Il n'existe pas d’'épreuves sérologiques applicables pour le diagnostic.

C. SPECIFICATIONS APPLICABLES AUX VACCINS ET AUX PRODUITS
BIOLOGIQUES A USAGE DIAGNOSTIQUE

Aucun vaccin ou produits biologiques pour le diagnostic n’est disponible.
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