CMI en milieu solide



Culture d’'une souche d’ E.coli pure de 18 heures



thantillon pou p?ﬂi de¥

13173 - Titre 928 &
Poids - erviron 19

Poudre d’antibiotique d’ampicilline titrée (ou a défaut
de la poudre a usage parentéral)



En utilisant une balance de précision;
Peser 20 mg de l'antibiotique a tester



® Tampon phosphate
pH=8 0,1 mol/I

—_—

Diluer I'antibiotique dans le solvant approprié
Le volume utilisé dépend du titre de I'antibiotique
Titre X 0,1= volume

Exemple: poudre qui titre 98 % : 98 X 0,1= 9,8 M| === 0N obtient
une solution mere 2000 pg/ ml



Liste des solvants

Antibiotique Solvant Diluant
Pénicilline Eau distillée stérile Eau distillée stérile
Amoxicilline Tampon phosphate pH6,0/0,1M Tampon phosphate pH6,0/0,1M
Ampicilline Tampon phosphate pH8,0/0,1M Tampon phosphate pH6,0/0,1M
Oxacilline Eau distillée stérile Eau distillée stérile
Céfotaxime Eau distillée stérile Eau distillée stérile
Imipénéme Tampon phosphate pH7,2/0,01M Tampon phosphate pH7,2/0,01M

Erythromycine

95% Ethanol

Eau distillée stérile

Ciprofloxacine

Eau distillée stérile

Eau distillée stérile

Chloramphénicol

Ethanol absolu

Eau distillée stérile

Gentamicine

Eau distillée stérile

Eau distillée stérile

Streptomycine

Eau distillée stérile

Eau distillée stérile

Tétracycline

Eau distillée stérile

Eau distillée stérile

Doxycycline Eau distillée stérile Eau distillée stérile
Rifampicine Méthanol Eau distillée stérile
Colistine Eau distillée stérile Eau distillée stérile

Vancomycine

Eau distillée stérile

Eau distillée stérile




Numéroter une série de 14 tubes a vis

Répartir 'eau distillée stérile selon le
schéma suivant

Etape

Solution
mere
1
2

3

10

11

12
13

Concentration
(ng/ml)

2000

1280
1280
1280

1280
80

80
80

80

0.32

ATB
(ml)

6.4
2
1

0.5

0.5

0.5

0.5

0.5

0.5

Diluant
(ml)

3.6
2
3

3.5

7.5

3.5

7.5

3.5

7.5

Concentration
intermédiaire

1280

640

320

160

80
40

20

10

5
2.5

1.25

0.63

0.32
0.16

Concentration
finale dans la

gélose (ug/ml)
128

64
32

16

0.5
0.25

0.125
0.063

0.032
0.016



Une fois dilué I'antibiotique doit étre gardé a +4° C
en attendant son utilisation dans la méme journée



18 ml MH

Faire fondre le Mueller Hinton (MH) et le maintenir a
une température voisine de 45°C

Calibrer un tube a 18 ml



Numeéroter une série de boites de 0,016 a 128 en tenant
compte de l'orientation de la boite.

Inclure une boite témoin (T).

Verser 2 ml de chaque dilution d’antibiotique dans |la
boite correspondante

Ex: dilution 0,16 ug / M| = boite 0,016 pg /ml

Pour la boite témoin, a la place de I'lantibiotique, mettre
2 ml d’eau distillée stérile

Incorporer 18 ml de MH dans chaque boite et mélanger
par mouvements rotatoires



Laisser solidifier les boites
(couvercle vers le haut)



Inoculation:

Préparer le schéma d’inoculation.

Déposer un volume de 2 pl par inoculum

- A l'aide d’un appareil de Steers automatique.

- Manuellement, a I'aide d’'une micropipette et d’'embouts stériles
Une méme boite peut servir a tester jusqu’a 26 souches

Tester une souche de référence pour chaque série de CMI



Incubation:

Les conditions d’incubation sont fonction
des exigences de |la bactérie étudiée



Lecture:

Tenir compte du schéma d’inoculation
Enlever le couvercle des boites pour la lecture
Vérifier la croissance bactérienne sur la boite témoin

Noter la plus petite dilution qui ne donne plus de culture visible (la présence de 3
colonies est tolérée)



Interprétation des
résultats

Reporter les résultats respectifs
d’E.coli ATCC 25922 et de la souche
testée

Interpréter les résultats obtenus, en
s‘aidant du fascicule de
standardisation

Classer la souche dans la catégorie R, |
ou S selon le résultat.

Dans cet exemple:
ATCC 25922: 8 pg/m| ==  (.g)
Souche (exemple): 2 pg/m| m—) S




