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Antibiotiques : effets bactériostatiques et bactéricides, CMI, CMB, méthode par
dilutions en milieu liquide

Définition du terme antibiotique. Toute substance d'origine naturelle (historiquement, les premiers
antibiotiques étaient des molécules synthétisées par des micro-organismes) ou synthétique ayant une toxicité
spécifique a faible concentration grdce a un mécanisme d'action bio-spécifique (il existe une ou un nombre
trés limité de biomolécule(s) cible(s) précise(s) de |'antibiotique) envers certaines souches bactériennes
cibles. Les cellules eucaryotes sont a priori pas ou tres peu ciblées si bien que la toxicité de nombreux
antibiotiques vis a vis des cellules et organismes eucaryotes est faible et ainsi |'antibiotique est utilisable
dans un cadre thérapeutique (et souvent par voie générale) pour I'hote humain, animal, ou végétal (aspect
thérapeutique du mot).

Sont donc nhormalement exclus de la définition :

- les antiviraux et les antifongiques a action biospécifique ;
- les désinfectants et antiseptiques a action non biospécifique comme définie ci-dessus et trop
toxiques pour toute administration par voie générale.

Sur une souche bactérienne sensible en culture, la toxicité de I'antibiotique va se manifester par des
effets de ralentissement ou d'arrét de la croissance (bactériostase) ou par des effets Iétaux (bactéricidie).

1. Détermination de la CMI et de la CMB de |'ampicilline pour une souche donnée, méthode par
dilutions en milieu liquide
1.1 Définitions
«  CMI (concentration minimale inhibitrice) : concentration minimale en antibiotique inhibant Ila
croissance macroscopique visible d'une souche donnée dans le standard de mesure. Il existe un
standard de référence de détermination en milieu solide et la méthode en milieu liquide.
« CMB (concentration minimale bactéricide) : concentration minimale en antibiotique conduisant a un
taux de survie 0,01% (soit 10™) de I'inoculum de la souche testée dans le standard de mesure. Il
existe deux méthodes classiques de détermination : une en milieu solide et une en milieu liquide.

1.2 Travail a réaliser, mode opératoire
Travailler avec la souche pure donnée proposée selon un niveau de sécurité adapté a cette souche. La
souche est fournie en pré-culture de 18 heures sur gélose Mueller-Hinton.,

1.2.1 Croissance en tube en présence de différentes concentrations en antibiotigue

Tubes T; T 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1
Solution d'ampi. a 250 pg/mL (mL) 0,2 |02

Mueller Hinton stérile (mL) 0,2 0,2

Volume redistribué (mL)

Avec une suspension de la pré-culture, inoculer un flacon contenant 25 mL de bouillon Muller-Hinton de fagon a obtenir
une concentration en bactéries de 5.10° bactéries par mL. On supposera que 1 de DO 600 nm correspond & 2 10°
bactéries par mL avec le matériel utilisé et les souches proposées ou 0,5 McFarland a 1 10° bactéries par mL. Manipuler
sous 15 minutes !

Mueller-Hinton @ 5.10° bact./ mL (mL) | 1,8 | 1.8 18 | 18 | 18 | 18 18 | 18 | 18 | 18 18 | 1.8

[ampicilline] finale (ug/mL)

Lecture de croissance visible apres
24 h d'incubation
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1,2.2 Etalonnage de bactéricidie par méthode des stries
- Extemporanément, réaliser la série de dilutions suivantes du reliquat de bouillon de Mueller Hinton a
5.10° bactéries par mL : 107, 10% 10%, 10% 10 Sous un volume final de 1 mL, diluant = eau
physiologique stérile.
«  Puis, rapidement, pour chaque dilution , & partir de la dilution 10™ :
- effectuer un prélevement a I'se calibrée de 10 L ou d la pipette mécanique réglée a 10.L ;
- ensemencer une boite de milieu de culture Muller-Hinton sous forme d'une strie de 5 cm en
effectuant un aller et retour a I'Gse tel que I'aller-retour dépose les 10 (L. Réaliser les 5 stries
sur une boite unique. Le point important dans cette manipulation est la reproductibilité des
gestes techniques. La surface des géloses doit €tre « seche ».
- Incuber.
La boite ainsi réalisée est dénommée : « étalonnage de bactéricidie »

1.2.3 Estimations de bactéricidie

+  Aprés 24 heures d'incubation, récupérer la boite d'étalonnage de bactéricidie et la placer a 0-4°C.

«  Pour chacun des tubes T; montrant une absence de culture visible aprés 24 heures d'incubation:
- effectuer un prélévement a I'ése calibrée de 10 L ou a la pipette mécanique réglée a 10L ;
- ensemencer une boite de milieu de culture Muller-Hinton sous forme d'une strie de 5 cm en
effectuant un aller et retour a I'ése tel que I'aller-retour dépose les 10 yL. Réaliser jusqu'a 5
stries sur une boite unique.
- Incuber.
- Estimer la bactéricidie en confrontant les résultats obtenus a ceux de la boite « étalonnage de
bactéricidie ».

1.3 Compte-rendu

- Manipulations réalisées et résultats obtenus. Essentiellement sous forme de schémas et tableaux.
Concernant I'étalonnage de bactéricidie, donnez |'allure des résultats attendus et la comparaison avec ceux
obtenus.

- Conclusion (comparer aussi avec les résultats de CMI obtenus lors du TP « CMI de différentes souches vis a
vis de I'ampicilline : méthode standard de dilution en milieu gélosé »).

Bibliographie : D'aprés les anciennes recommandations 2010 et 2011 du Comité de I'Antibiogramme de la Société Frangaise de

Microbiologie (CASFM). Ces documents pdf qui étaient librement téléchargeables a http://www.sfm-microbiologie.org. Ce n'est plus possible

aujourd'hui. L'EUCAST (http://www.eucast.org/documents/external documents/) renvoi aux normes ISO payantes ISO 20776-1 et 2 ce qui
est tres tres désagréable. Mais il existe encore les pages 53 a 63 du manuel « Manual of antimicrobial susceptibility testing » de I'ASM (édition

2005) disponible en ligne & http://www.asm.org/ccLibraryFiles/FILENAME/000000002484/Manual%200f%20Antimicrobial%20Susceptibility
%20Testing.pdf (2015).
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