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La bactérie Erwinia amylovora est responsable de

la brQlure bactérienne chez les végétaux de la ISOLEMENT SUR MILIEU DE
famille des Rosacées. Au Québec, cette bactérie CULTURE
affecte  les cultures fruitieres  (pommier,

framboisier) et ornementales (Cotonaeaster, La premiére étape consiste a isoler la bactérie des
Crateagus, Sorbus....). - tissus végétaux soit les fleurs, les pousses

T 3 annuelles, les branches ou les fruits. Les
isolements sont réalisés sur un milieu de culture
différentiel connu sous le nom de CCT (Ishimaru,
C. et E.J. Klos, 1984). Par la suite, I'identification
des bactéries isolées est realisée a partir du
systeme APl 20E (Mergaert, J. et al 1984;
Vantomme, R. et al. 1984).

Les colonies de Erwinia. amylovora sur le milieu

Dans les vergers, les pomiculteurs peuvent avoir CCT ont une coloration bleu pale et leur
recours a la  streptomycine, antibiotique apparence est particulierement convexe. Vues de
homologué chez le pommier, pour lutter contre dessous, elles montrent une marge opaque et un
cette maladie. Il est connu que les bactéries centre clair avec de fins rayons.

peuvent développer de la résistance aux
antibiotiques. Ainsi, a la suite d’'une consultation
de références scientifiques et de personnes
ressources, le Laboratoire de diagnostic en
phytoprotection a introduit, parmi ses techniques,
un test permettant de vérifier la résistance de
Erwinia amylovora a la streptomycine. Ce service
permet aux pomiculteurs d'optimiser leur lutte )
contre cette maladie en s’assurant que les souches TEST DE RESISTANCE
de Erwinia amylovora présentes dans leurs vergers
ne sont pas résistantes a l'antibiotique.

A la suite de la confirmation de lidentification de
La présente information a pour objectif de vous Erwinia amylovora, la bactérie est mise en culture
présenter la méthode que nous utilisons pour pure sur le milieu B de King (King, E.O., M.K.
déterminer la sensibilité ou la résistance de Ward et D.E. Raney, 1954).

Erwinia amylovora a la streptomycine.


http://www.agrireseau.qc.ca/references/13/API 2005-10-28.pdf

Des milieux de culture B de King contenant de la
streptomycine a diverses concentrations (0 ppm,
100 ppm, 250 ppm et 500 ppm) sont préparés 24 a
72 heures a l'avance.

Des solutions de streptomycine a diverses
concentrations soit 100 ppm, 250 ppm et 500 ppm
sont préparées. Des disques de papier filtre
(diameétre de 12,7 mm) sont imbibés de la solution
de streptomycine juste avant leur utilisation. Pour
ce faire, déposer sur des disques individuels 50 pl
de chacune des solutions de streptomycine.
Déposer 50 pl d'eau distillée stérile pour la
concentration O ppm de streptomycine. Laisser
sécher 1 heure a la température de la piéce sous
une hotte.

Papier filtre imbibé
de streptomycine

Présence d'une zone
d’inhibition de la
croissance

0 ppm

Isolat X : puisquil y a présence dune zone
d’inhibition de la croissance (zone sans croissance
bactérienne a la périphérie des disques de papier
filtre imbibé de streptomycine), I'isolat X est
sensible a la streptomycine.

A partir d’'une culture pure de Erwinia amylovora
de 24 heures, une suspension bactérienne ayant
une concentration de 10° bactéries/ml (standard
McFarland No 5) est réalisée dans 2 ml de saline
stérile (NaCl a 0,85%). Par la suite, 100 ul de la
suspension bactérienne sont étalés sur un milieu B
de King a l'aide d'une tige de verre stérile. Cette
facon de procéder permet a la bactérie de croitre
sur toute la surface du milieu de culture. Quatre
disques de papier filtre, contenant chacun une
concentration prédéterminée de streptomycine (O,
100, 250 et 500 ppm), sont déposés sur le milieu
de culture. Les milieux sont alors incubés a 26°C
pour 24 & 72 heures. A la suite de lincubation, il y
a notation de la présence ou de l'absence d'une
zone d'inhibition de la croissance bactérienne a la
périphérie des disques de papier filtre (figure 1).
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Isolat Y: puisquil y a absence dune zone
d’'inhibition de la croissance (la zone de croissance
bactérienne touche aux disques de papier filtre
imbibé de streptomycine), [lisolat Y est
résistance a la streptomycine.

Figure 1. lllustrations des résultats du test de résistance par zone d’inhibition de la croissance

A partir d’'une culture pure de Erwinia amylovora
de 24 heures, une suspension bactérienne ayant
une concentration de 10° bactéries/ml (standard
McFarland No 5) est réalisée dans 2 ml de saline
stérile (NaCl a 0,85%). Par la suite, 10 pl de la
suspension bactérienne sont déposés en un seul
point sur un milieu B de King contenant de la

streptomycine a diverses concentrations soit: 0
ppm, 100 ppm, 250 ppm et 500 ppm. Les milieux
de culture sont alors incubés a 26°C pour 24 a 72
heures. A la suite de I'incubation, il y a notation de
la présence ou de l'absence d'une croissance
bactérienne sur le milieu de culture (figure 2).



Streptomycine : 0 ppm
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Présence d'une croissance bactérienne pour les
isolats A et B sur le milieu de culture a la suite
d’'une inoculation ponctuelle avec 10 pl d'une
suspension bactérienne de Erwinia amylovora.
Le milieu de culture contient 0 ppm de strep-
tomycine.

Streptomycine : 100 ppm
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L’'isolat A est résistant a la streptomycine car il y
a une croissance sur le milieu de culture contenant
100 ppm de streptomycine.

L’'isolat B est sensible a la streptomycine car il y
a absence d'une croissance sur le milieu de culture
contenant 100 ppm de streptomycine.

A noter que les deux isolats ont été inoculés sur le
milieu de culture par une inoculation ponctuelle avec
10 ul d'une suspension bactérienne de Erwinia
amylovora.

Figure 2. llustrations des résultats du test de résistance par inoculation ponctuelle
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