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MÉTHODES DE L'ÉPREUVE DU DISQUE
POUR DÉCELER LA PÉNICILLINE DANS LE LAIT (1)

par

Dr Lloyd D. Witter (2)

La méthode de l'épreuve du disque pour la détermination de la
pénicilline résulte de la modification et de la simplification de la
méthode du récipient d'Oxford (Oxford cup method) publiée pour

(1) Travail présenté au 53. Congrès annuel de la « Milk Industry F'ounda.tion s
à Chicago, le 3 novembre 1960. (Le Québec laitier, 1960, 19, 20.)

(2) Préposé au département de la technologie alimentaire, Université d'Illinois,
Urbana, Illinois.
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la première fois en 1941 [1]. VINCENTet VINCENTen 1944 [2] furent
les premiers à concevoir et à publier le remplacement du récipient
par des disques en papier, bien que FOSTERet WOODRUFF[5] avaient
déjà fait mention de leur travail. Les premières discussions des
facteurs en question dans la méthode du récipient d'Oxford [5] [16]
et la méthode de l'épreuve du disque [14] suggérèrent plusieurs des
modifications subséquentes. Grâce à la précieuse collaboration des
Laboratoires Difco, SILVERMANet KOSIKOWSKI[18] en vinrent à
publier la première adaptation de l'épreuve du disque à l'industrie
laitière. Malgré l'élaboration de beaucoup d'autres épreuves pour
antibiotiques, attrayantes, plus sensibles et plus rapides, l'épreuve
du disque est restée la méthode de tout repos, du pour une bonne
part à sa simplicité.

LE PROCÉDÉ DE BASE

On inocule un micro-organisme sensible à la pénicilline dans un
milieu de gélose fondu qui en favorisera une croissance rapide. On
verse la gélose inoculée dans une boîte de Pétri et on la laisse se soli-
difier. On humecte un disque de papier-filtre avec l'échantillon de
lait à l'essai et on le place fermement à la surface de la gélose durcie.
On fait incuber la boîte de Pétri, ainsi préparé, à une température
appropriée jusqu'à ce qu'on distingue sur le plat le développement
du micro-organisme. Si l'échantillon de lait contient de la péni-
cilline (ou tout autre inhibiteur) il y aura autour du disque une zone
claire dépourvue de développement microbien. Pour confirmer la
présence de la pénicilline (a) on peut traiter l'échantillon de lait
avec de la pénicillinase et en faire un nouvel essai (b) on peut utiliser
un disque imprégné de pénicillinase pour l'essai de l'échantillon
ou (c) on peut placer un disque imprégné de pénicillinase tout près
du disque ordinaire qui contient l'échantillon. La présence de la
pénicilline se trouve confirmée, si on parvient avec n'importe quel
de ces procédés à éliminer la zone d'inhibition par l'action de la
pénicillinase.

VARIATIONS DU PROCÉDÉ DE BASE

Choix du micro-organisme

Un micro-organisme approprié (a) doit évidemment être sensible
à de petites concentrations de pénicilline (plus petites en réalité que
la limite de l'épreuve), (b) doit se développer de préférence rapide-
ment, dans les conditions de l'épreuve et (c) offrir l'avantage d'une
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lignée qui se prépare facilement et qui convient bien à l'incubation.
Il s'emploie un grand nombre de lignées dans l'épreuve du disque
mais la lignée qu'on rencontre ordinairement en industrie laitière
est Bacillus subtilis ATCC 6633. Bacillus subtilis est une bactérie
sporulée et à cause de cette caractéristique elle est idéale pour la
préparation des cultures d'inoculation. Le micro-organisme doit
s'ensemencer dans un milieu de culture qui en favorise un dévelop-
pement rapide.

Épaisseur de la couche de gélose

Plus la couche de gélose d'une boîte est épaisse, moins l'épreuve
du disque se trouve sensible et moins il y aura de zone d'inhibition
pour une concentration donnée de pénicilline. C'est pourquoi pour
assurer une proportion constante entre la grandeur des zones d'inhi-
bition et la concentration de la pénicilline, on doit mesurer avec
précision la quantité de gélose destinée à chaque boîte, dont le fond
a une surface plane, et permettre à la gélose de se solidifier horizon-
talement, pour donner ainsi à toutes les boîtes une couche de gélose
semblable et uniforme. Cependant si le but de l'épreuve est de déter-
miner dans un échantillon de lait la présence ou l'absence de la
pénicilline à un niveau de concentration, qui n'est pas un défi à la
sensibilité de l'épreuve, on n'a pas besoin alors d'une couche de
gélose uniforme, mais on doit la préparer assez mince pour pouvoir
discerner la zone d'inhibition qui correspond à cette concentration
de pénicilline dans l'échantillon.

Traitement et addition de l'échantillon

Il peut y avoir dans l'échantillon de lait des substances naturelles
inhibitrices qui produiront une petite zone d'inhibition (une épreuve
positive trompeuse). Ces fausses zones d'inhibition peuvent s'élimi-
ner par le chauffage du lait à environ 1800 F, pendant cinq minutes.
Si l'on ne chauffe pas l'échantillon de lait avant l'épreuve, on ne
devrait pas considérer comme positifs les échantillons qui montrent
de petites zones d'inhibition, à moins d'en établir la confirmation.
Des disques de papier-filtre s'emploient ordinairement en deux
grandeurs différentes: ceux de 0,25 pouce et ceux de 0,5 pouce. Le
disque de 0,5 pouce procure une sensibilité légèrement plus grande,
mais son emploi rend les épreuves un peu plus dispendieuses et un
peu moins avantageuses que l'emploi du disque de 0,25 pouce,
puisqu'on ne peut pas placer autant de disques par boîte.
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Pour le décelage quantitatif de la pénicilline dans le lait, il est
désirable d'humecter les disques avec une pipette graduée en vue
d'une répartition uniforme de l'échantillon de lait, mais pour le
contrôle de la qualité, il suffit d'humecter les disques en les trempant
dans l'échantillon.

Température et durée de l'incubation

On devrait régler la température d'incubation de façon à favori-
ser un développement rapide du micro-organisme et, pour la durée
de l'incubation, on la détermine en se basant sur la rapidité avec
laquelle le micro-organisme produit de la turbidité sur la boîte.

Comparaison de deux épreuves du disque généralement em-
ployées.

Dans tout le pays, des usines spécialisées dans le lait-nature
font actuellement l'essai du lait des producteurs pour la présence
de la pénicilline. Les deux épreuves le plus généralement employées
sont la méthode de ARRETet KIRSCHBAUM[3] qui est la méthode
employée par l'Administration des Aliments et Drogues ainsi que
la méthode Difco modifiée qu'on trouve dans "Standard Methode for
the Examination of Dairy Products" [2]. On peut comparer ces deux
épreuves en se référant au tableau 1. En substance, la nouvelle
méthode de Arret et Kirschbaum [3] diffère de l'ancienne méthode
Difco par le fait de réfrigérer les plats avant leur emploi et par la
température d'incubation à 370 C. Il y a lieu de croire que ces chan-
gements ont pour effet de permettre la lecture de l'épreuve après
2 1/2 heures d'incubation plutôt qu'après une période un peu plus
longue comme le conseille la méthode Difco. WITTERet TUCKEY[20]
étudièrent les facteurs variables de ces deux épreuves et ne purent
approuver Arret et Kirschbaum dans leur recommandation de
maintenir les boîtes aux températures de réfrigération pendant au
moins trois jours ou au plus cinq jours. De plus, ils trouvèrent qu'on
obtenait des résultats aussi satisfaisants et aussi rapides à 35° C.
qu'à 37° C. Dans leurs expériences, une durée d'incubation de 2 1/2
heures n'était pas suffisante pour permettre une lecture adéquate
des résultats, bien qu'après cette période une boîte sur sept avait des
zones lisibles. Johns [7] discuta les autres variations de ces deux
épreuves et ne put trouver aucune raison pour préférer l'épreuve
Arret et Kirschbaum à la méthode Difco modifiée.
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TABLEAU 1

COMPARAISON DE LA MÉTHODE ARRET ET KIRSCHBAUM
ET LA MÉTHODE MODIFIÉE DIFCO

POUR LA DÉTERMINATION DE LA PÉNICILLINE DANS LE LAIT

Facteurs variables Méthode modifiée Difco
Méthode de Arret

et Kirschbaum

Micro-organisme ..... Bacillus subtilis
AT CC 6633

Milieu Milieu antibiotique

Quantité par boîte ... 10 ml

Instructions spéciales
pour la manutention
des boîtes .

Bacillus subtilis
ATCC 6633

Milieu antibiotique 1 « Whey
Agar» D'autres milieux
donnant des résultats équi-
valents

6 ml

Réfrigérer les boîtes Pas de réfrigération
pendant au moins 3
jours ou au plus 5
jours

Traitement de l'échan- Aucun
tillon de lait .

Grandeur du disque .. 0,25 pouce

Température d'incuba. 37°C
tion .

Chauffer à 180°F. pendant 5
minutes et refroidir "à la
température de la chambre
pour éliminer les inhibi-
teurs naturels

0,25 ou 0,5 pouce

Durée d'incubation .. 2,5 heures 4 à 6 heures ou jusqu'à ce
que le développement bac-
térien soit visible.

Instructions spéciales. Couvercles en porce- Boîtes de Pétri à fond plat.
laine pour les b oît.os Permettre à la gélose de se
de Pétri solidifier avec une surface

horizontale
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MODIFICA TIONS

Il s'est réalisé un grand nombre de modifications ingénieuses
et originales à partir de la méthode fondamentale de l'épreuve du
disque. CERNYet MORRIS[4] augmentèrent la sensibilité de l'épreuve
du disque en employant deux disques de 0,5 pouce, superposés,
saturés tous les deux par le même échantillon de lait. Avec cette
modification du double disque, ils parvinrent facilement à déceler
0,01 unité de pénicilline par ml de lait. KOSIKOWSKIet Mocorro-r [12]
purent également sans difficulté déceler des concentrations de péni-
cilline aussi faibles que 0,01 unité par ml de lait. Ces derniers rem-
placèrent les disques en papier en usage dans la méthode standard
de l'épreuve du disque par des tablettes circulaires de lait eu poudre.
Toutefois par ce procédé ils sacrifièrent la simplicité de l'épreuve
du disque pour un accroissement de la sensibilité, car il fallut
dessécher les échantillons de lait à basse température et opérer le
pressage en tablettes.

PITAL et AL. [15] développèrent une méthode relativement
rapide pour le décelage des antibiotiques en combinant l'épreuve
du disque et la réduction de la résazurine. SHAHANOet BODAMI[17]
modifièrent cette méthode et l'adaptèrent au décelage des antibio-
tiques du lait. Dans cette méthode rapide modifiée, on sort les
boîtes de l'incubateur après 40 minutes, on enlève les disques sur
les boîtes, qui sont alors arrosés de résazurine et on les met de nouveau
à l'incubateur. La présence de l'antibiotique se décèle par un man-
que de réduction de la résazurine à l'endroit où se trouvait le disque
sur le plat. En employant Lactobacillus bulqaricus comme micro-
organisme, on a pu déceler par cette méthode combinée de la résa-
zurine et du disque 0,04-1,67 ppm de pénicilline en 1 1/2-2 1/2 heures.

Deux modifications pratiques de l'épreuve du disque, élaborées
au laboratoire de Kosikowski de l'Université de Cornell, donnèrent
naissance à des épreuves de routine simplifiées pour le décelage des
antibiotiques du lait. Dans une de ces épreuves [1, 13] on supprime
le développement des micro- organismes aérobiques en scellant
hermétiquement la boîte sous vide par une feuille d'aluminium.
On active le développement des micro-organismes en laissant
entrer l'air. Les boîtes ainsi préparés ne demandent pas de réfrigé-
ration avant leur emploi. La seconde méthode s'appelle l'épreuve
du disque à phase inverse [9, 10, II]. Dans cette méthode, le micro-
organisme est ensemencé dans une boîte de gélose non-nutritive et
des disques spéciaux, imprégnés de nutriments, rempla cent les
disques standard en papier. On active le développement du micro-



DU DISQUE POUR DÉCELER LA FÉNICILLINE DANB LE LAIT 27

organisme simplement en plaçant le disque spécial à la surface de
la gélose et encore ici la réfrigération des boîtes avant leur emploi
n'est pas nécessaire.

IGARASHI et AL. [6] développèrent récemment une épreuve du
disque dans laquelle on a pu déceler facilement une teneur de 0,005
unité de pénicilline par ml en 1 1/2 heure. Dans cette méthode on
ensemença avec Bacillus etearothermophilus la gélose (Trypticase-
yeast extract glucose agar) et on fit incuber les plats à 65° C après
avoir ajouté l'échantillon de lait sur des disques de 0,5 pouce.

L'épreuve du disque pour la détection de la pénicilline du lait
était la méthode de choix dans la 10e édition de "Standard Methods
for the Examination of Dairy Products" publié en 1953 [2]. Il est
intéressant de noter que dans la Il e édition de cette publication,
qui a paru à l'automne de 1960, le procédé recommandé est encore
la méthode fondamentale du disque. Ce sont sa sûreté et sa simpli-
cité qui lui méritent ce privilège.
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ETUDE ANALYTIQUE DES VARIATIONS
DE QUALITE DES FROMAGES

par

Dj. FILIPOVITCHET R. BELANOVITCH(Belgrade)

De l'étude critique de l'un de nous sur les défauts de l'applica-
tion pratique de différentes réglementations concernant le contrôle
de la composition chimique des fromages (1) dans les divers pays,
on peut voir combien il est difficile de réaliser le contrôle officiel
de la qualité des fromages. Le problème se complique davantage
dans les cas où la production se trouve aux mains d'un grand nom-
bre de petits producteurs qui sont aussi vendeurs directs sur les
petits et les grands marchés.

Nous avons fait avec beaucoup de patience des observations
pendant des années à ce suj et et étudié les pro blèmes de la prod uction

(1) Le Lait, 1960, 40, 22.


