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Résumé &mdash; L’indexage des boutures d’&oelig;illet vis-à-vis d’Erwinia chrysanthemi pv dianthicola (Ech) repose sur
l’établissement d’un diagnostic fiable de la bactérie, en particulier dans les organes sans symptôme, faiblement
infectés. La méthode Elisa mieux adaptée au traitement d’échantillons nombreux a été choisie. Avec le sérum
polyclonal dont la spécificité est évaluée dans cet article, cette méthode permet d’identifier 5 x 103 bactéries.mL-1.
Différentes conditions d’incubation de l’échantillon à analyser en Das-Elisa sont étudiées de manière à multiplier Ech
pour l’amener à une concentration supérieure à celle du seuil de détection établi. Les milieux LB et CVP permettent de
multiplier rapidement la bactérie mais diminuent l’accrochage bactérie-anticorps au cours de la détection
immunoenzymatique. L’incubation de l’échantillon dans l’eau physiologique à 30 °C permet, sans intervenir sur
l’accrochage bactérie-anticorps, d’amplifier l’inoculum primaire. Le protocole d’analyse associant l’enrichissement et la
technique Das-Elisa et son exploitation à grande échelle sont discutés sur le plan technique.
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Summary &mdash; Detection of Erwinia chrysanthemi pv dianthicola (Ech) by the DAS-ELISA method in
symptomless carnation cuttings. This method, using a polyclonal antiserum, the specificity of which was evaluated
in this study, can detect up to 5 x 103 cfu.mL-1. Different incubation conditions of carnation stem samples to be tested
by DAS-ELISA were studied, in order to amplify the primary inoculum in weakly-infected symptomless samples. The
aim was to increase the detection limits. The media LB and CVP, which ensure enrichment of Ech in samples, interfere
with efficient antigen-antibody interaction. By contrast, incubation of samples in saline at 30 °C allows amplification
without loss of antibody recognition. The exploitation of this method for routine analysis of carnation stem samples is
discussed.
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INTRODUCTION

Le flétrissement et le nanisme bactérien (Erwinia
chrysanthemi pv dianthicola) de l’&oelig;illet (Dianthus
caryophyllus L) décrit en Europe (Lelliott, 1956;

* 

Correspondance et tirés à part

Hellmers, 1958; Bakker et Scholten, 1961;
Bonnet, 1970), aux États-Unis (Dimock, 1958) et
en Nouvelle-Zélande (Boesewinkell, 1973) est
actuellement en recrudescence dans le bassin

méditerranéen (Lercari, communication person-
nelle).



La bactérie est transmise par le sol et par le

matériel végétal de propagation (Mercier et al,
1967). Le polymorphisme du pv dianthicola,
décrit par Boccara et al (1991) et Nassar et al
(1994), est lié à l’origine géographique et à l’hôte.

Pour certifier les plants indemnes de cette
bactérie, il convient de disposer d’une méthode
sensible, fiable et rapide, de préférence automa-
tisable, permettant de détecter et d’identifier spé-
cifiquement l’organisme pathogène.

La méthode Elisa (Enzyme-linked immunosor-
bent assay) (Avrameas et Guilbert, 1971),
répondant à ces exigences et déjà pratiquée
pour l’indexage des boutures d’&oelig;illet vis-à-vis

des virus (Devergne et al, 1982), a été considé-
rée comme insuffisamment sensible pour la

détection des bactéries dans les échantillons

(Van Vuurde, 1987) et en particulier dans les tis-
sus d’&oelig;illet infectés par E chrysanthemi pv dian-
thicola (Muratore et al, 1986), le seuil de détec-
tion se situant autour de 9 x 104 bactéries.mL-1.
Avec les variantes Das-Elisa (Double antibody
sandwich-ELISA) et Ba Das-Elisa (Biotine-avidi-
ne DAS-ELISA) en présence de tiges de dahlia,
Goumas et al (1986) atteignent des seuils de
détection d’E chrysanthemi proches de 103 bac-

téries.mL-1.

Pour détecter les échantillons faiblement infec-

tés, non identifiés en Das-Elisa, Philippot et al
(1990) proposent, dans le cas de Xanthomonas
campestris pv begoniae, d’incuber préalablement
l’échantillon végétal à analyser dans un milieu
d’enrichissement. Bien que ce milieu joue un rôle
dans l’accrochage de l’antigène sur l’anticorps, la
détection de X campestris pv begoniae s’en trou-
ve nettement améliorée.

Le présent travail a pour objet la mise au point
et l’évaluation de la méthode Das-Elisa après
multiplication de l’inoculum primaire de l’échan-
tillon à analyser sur un milieu adapté.

MATÉRIEL ET MÉTHODE

Souches bactériennes

Deux souches d’E chrysanthemi pv dianthicola (2021
et 1151), d’origines géographiques différentes, appar-
tenant au groupe 1 (Nassar et al, 1994) et une souche
(30121) isolée d’&oelig;illet, mais hors de ce groupe, ont
été utilisées pour les immunisations. Les souches bac-
tériennes pathogènes et les souches saprophytes iso-
lées de l’&oelig;illet (tableau I) ont servi à établir la spécifici-
té de l’immun-sérum 2021.

Production des immun-sérums
et purification des IgG

L’immunisation réalisée avec des bactéries tuées par
la chaleur donne des sérums de titre supérieur à celle
réalisée avec des bactéries vivantes (Tsuchiya et al,
1991). Les bactéries ont donc été cultivées 24 heures
à 30 °C sur milieu LB (Luria Bertani, Bacto-Tryptone
10 g, extrait de levure 5 g, NaCl 10 g, H2O 1000 mL),
lavées trois fois par centrifugation, mises en suspen-
sion dans l’eau physiologique (0,85 % de NaCl) à la
concentration de 109 bactéries.mL-1 et inactivées par
ébullition pendant 2 heures.

Les immunisations sont réalisées avec la suspen-
sion bactérienne seule pour les injections intravei-
neuses (IV) et mélangée à volume égal avec l’adjuvant
incomplet de Freund pour les injections sous-cutanées
(SC) (Lamka et al, 1991) (fig 1).

La détermination du titre en anticorps de ces trois
immun-sérums est estimée par ACP-Elisa (Antigen
coated plate-ELISA) (Vollera et al, 1976), avec utilisa-
tion d’un conjugué anti-IgG de lapin (Biosys, France) à
la dose prescrite. Les dilutions sont effectuées dans le
tampon PBS-T (Phosphate buffered saline avec 0,5 %
de Tween 20).

En Das-Elisa, après purification des immunoglobu-
lines groupe G (IgG) par chromatographie d’affinité sur
sepharose-protéine A et couplage à la phosphatase



alcaline selon Gorthier et al (1984), la concentration

d’antigène minimale détectée (seuil de sensibilité) est
obtenue avec une concentration en IgG de première
couche de 0,25 &mu;g.mL-1 et une dilution du conjugué
au 1/8 000. L’activité enzymatique est mesurée par
l’absorbance (DO) à 405 nm au spectrophotomètre
(Molecular Device). Chaque valeur correspond à la
moyenne de trois répétitions.

Les tests sont effectués sur plaques de microtitra-
tion Greiner avec des dépôts de 200 &mu;L par puits pour
chaque étape. Les puits sont rincés avec du PBS-T
entre les incubations.

Préparation des échantillons

Inoculation du matériel végétal

Des boutures non racinées d’&oelig;illet cv Kaly sont inocu-
lées avant plantation par trempage dans une suspen-
sion bactérienne des souches 2021 et 30121 à la
concentration de 106 bactéries.mL-1 en eau physiolo-
gique pendant 16 heures. Les témoins sont traités à
l’eau physiologique.

Dispositif expérimental

Deux milieux d’enrichissement liquides sont utilisés
pour l’incubation des prélèvements végétaux : le milieu
complet LB et le milieu sélectif CVP (Crystal Violet
Pectate, Cuppels et Kelman, 1974) qui privilégie la
croissance des bactéries pectinolytiques à Gram-
négatif. À ces milieux sont incorporés :

- soit l’inoculum calibré évalué par spectrophotométrie
et confirmé par comptage (souches 2021 et 30121),
avec et sans fragments de tige d’&oelig;illets sains ;
- soit des fragments de tige de plantes artificiellement
infectées, âgées de deux mois et ne présentant pas de
symptômes, prélevées deux mois après plantation, à
1 cm de la zone d’enracinement.

Les tiges désinfectées extérieurement, puis cou-
pées en sections de 1 ou 5 mm, sont ensuite incu-

bées à 4 et 30 °C pendant 16 heures dans les milieux
LB, CVP ou l’eau physiologique considérée comme
témoin. Le rapport, poids de l’échantillon sur volume
du milieu, est de 1/5. Après incubation, le liquide
dans lequel les bactéries ont diffusé est mélangé
volume à volume au tampon PBS-T concentré deux
fois.

RÉSULTATS

Les résultats portent sur quatre points :

Titre des trois immun-sérums obtenus

À la concentration de 104 bactéries.mL-1, le
titre des différents immun-sérums se situe à

10-5 en Acp-Elisa. Avec les sérums témoin
(avant immunisation) et aux mêmes concentra-
tions, aucune réaction positive n’est apparue.
L’immun-sérum anti-2021 est le plus riche en
anticorps (fig 2).





Spécificité de l’immun-sérum anti-2021

L’immun-sérum anti-2021 ne reconnaît aucune

des souches appartenant aux espèces et genres
autres qu’E chrysanthemi, notamment

Pseudomonas caryophylli, bactérie pathogène de
l’&oelig;illet, de même qu’aucune des 28 souches de
la flore épiphyte isolée d’&oelig;illet.

Toutes les souches d’E chrysanthemi sont
reconnues, exceptées celles isolées de banane,
ananas et deux souches isolées de pomme de

terre, qui diffèrent par leurs profils ARNr et PCR-
RFLP (Nassar et al, 1994).

Toutes les souches isolées d’&oelig;illet sont identi-

fiées. Ces résultats sont présentés au tableau I.

Sensibilité du test Das-Elisa

Le seuil de sensibilité évalué sur suspension
bactérienne étalonnée se situe à 5 x 103 bacté-

ries.mL-1 dans le tampon PBS-T avec et sans
fragments de tige d’&oelig;illet (fig 3).

Intérêt et limite de l’enrichissement

Enrichissement obtenu sur les milieux LB

et CVP

Après 16 heures d’incubation à 30 °C, l’accrois-
sement de l’inoculum primaire (104



bactéries.mL-1), dans les deux milieux de culture
et l’eau physiologique, additionnés de fragments
végétaux est évalué par comptages après étale-
ment sur milieu gélosé (tableau II).

Ils montrent que l’enrichissement de la popula-
tion bactérienne initiale dans le milieu LB est

supérieur à celui obtenu dans le milieu CVP. En
eau physiologique, à 30 °C comme à 4 °C, l’ac-
croissement de l’inoculum en l’absence de tissus

végétaux est nul, en revanche, à 30 °C, la bacté-
rie se multiplie lorsque les fragments de plante
hôte sont présents.

Influence de la composition du milieu
sur l’accrochage bactérie-anticorps

En conditions de température défavorables à la
multiplication bactérienne (4 °C), après

16 heures d’incubation des bactéries en présen-
ce des tissus d’&oelig;illet, on constate que les méta-
bolites diffusés par ces derniers jouent un rôle
dépressif sur l’accrochage bactérie-anticorps
(séries 1 et 2) (fig 4). Cet effet diminue avec la
dilution du liquide de diffusion (série 2).

En conditions d’incubation favorables à la mul-

tiplication des bactéries (30 °C), l’effet négatif
des métabolites d’origine végétale ou bactérien-
ne sur l’accrochage bactérie-anticorps est confir-
mé (série 3).

Si l’on compare les séries 3, 4 et 6, il apparaît
que c’est après incubation dans le milieu CVP
que l’accrochage est le plus faible, alors qu’il se
situe au même niveau dans le milieu LB et l’eau

physiologique. L’effet s’atténue là aussi après
dilution du liquide de diffusion.



Détection sur plantes infectées artificiellement

L’incubation 16 heures à 30 °C dans l’eau phy-
siologique des fragments de tige de plantes de 2
mois issues des boutures infectées avant boutu-

rage permet une augmentation sensible de la
population bactérienne initiale (fig 5). Les valeurs
d’absorbance des liquides de diffusion témoin,
maintenus à 4 °C, sont sensiblement égales à
celles des dilutions au 1/100 de ceux incubés à
30 °C. Autrement dit, à la température optimale
de croissance, l’inoculum initial est multiplié par
100 sans autres sources nutritionnelles que
celles des tissus de l’&oelig;illet.

DISCUSSION

L’immun-sérum utilisé au cours de ce travail per-
met d’identifier les souches d’Ech pathogènes de
l’&oelig;illet, qu’elles appartiennent ou non au pv dian-
thicola.

Les données présentées montrent l’intérêt
d’une incubation préalable des fragments de tige
à analyser (fig 5), de manière à permettre à l’ino-
culum bactérien initial des plantes de diffuser
hors des tissus et de se multiplier dans la phase
liquide pour atteindre le seuil de détection en

Das-Elisa. L’incubation en eau physiologique
permet d’assurer l’identification d’inoculums très
faibles situés en dessous du seuil de détection
en Das-Elisa (5 x 103 bactéries.mL-1). Bien que
l’enrichissement soit plus important avec le milieu
complet (LB) et le milieu sélectif des germes pec-

tinolytiques (CVP), les inconvénients introduits
par leur utilisation au niveau de l’accrochage
bactérie-anticorps limitent pourtant leur intérêt
par rapport à l’eau physiologique.

Le milieu CVP, reconnu pour sa sélectivité
dans des études de population d’E carotovora
(Pérombelon et Kelman, 1980), permet une
croissance légèrement moindre d’E chrysanthemi
que le milieu non sélectif LB ; en revanche, il limi-
te davantage la croissance des germes sapro-
phytes (Pérombelon et Hyman, 1986). Toutefois
ces germes qui ne sont pas reconnus par l’im-
mun-sérum utilisé ne devraient pas avoir d’inci-

dence sur l’interprétation des résultats en Elisa.
En outre, dans le protocole choisi, la flore sapro-
phyte polluante a été éliminée par la désinfection
préalable du fragment végétal, ce qui explique
son absence ou sa très faible présence sur les
ensemencements réalisés. Par ailleurs, le choix

de plantes cultivées en serre sur substrats
inertes et de stades précoces d’infection contri-
buent à limiter l’expression de la flore bactérien-
ne. La présence de ces germes qui pourraient
limiter la croissance des souches d’Ech n’a pas
été confirmée sur les prélèvements effectués
après incubation de l’échantillon lors du compta-
ge des colonies bactériennes.

Si l’on compare l’incidence de la composition
du milieu, en particulier celle du témoin eau phy-
siologique sur l’accrochage bactérie-anticorps, le
choix du milieu d’incubation doit être reconsidéré
au profit d’une phase liquide simple (eau physio-
logique), puisque la bactérie peut se multiplier en
puisant les sources nutritionnelles nécessaires à



sa croissance à partir des fragments végétaux. Il

serait intéressant, pour l’analyse d’échantillons
présentant des symptômes, d’évaluer l’incidence
des métabolites diffusés lorsque les tissus sont
fortement dégradés. En revanche, pour le contrô-
le sanitaire des organes de multiplication, choisis
sur des plantes d’apparence saine, cette éven-
tualité peut être écartée.

Le choix de fragments résulte d’observations
antérieures, montrant que la dilacération ou le
broyage de l’échantillon accroissent le bruit de
fond en Elisa. Ce procédé réduit en outre le
temps de préparation et donc le coût de l’opéra-
tion.

Les résultats présentés devront être validés
sur du matériel naturellement infecté. Cependant,
la maladie n’étant jamais généralisée, tous les
organes d’un pied mère infecté ne sont pas sys-
tématiquement colonisés. Ce matériel paraît
donc mal approprié pour conclure sur la présen-
ce ou l’absence de la bactérie dans le pied mère.
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