TP n°2 : Détection de la formation de biofilms  sur des surfaces inertes
Les microorganismes, dans leur écosystème, se développent attachés à une surface biotique ou inerte sous ce qu’on appelle biofilms. Ces derniers constituent une forme de résistance et de survie importante. On distingue des biofilms non désirés provoquant de véritables problèmes soit sur le plan sanitaire ou industriels.

But :

Mise en évidence de la formation de biofilm sur deux  types de supports abiotiques (verre et polystyrène) par la coloration au cristal violet.

Protocole expérimental :
Séance1 :
· Préparer une suspension homogène de Pseudomonas aeruginosa et une autre de Klebsiella pneumoniae dans 9 ml de bouillon nutritif à partir d’une culture pure et jeune.

· Répartir les suspensions préparées dans des tubes en verre et en polystyrène (de capacité de 5 ml) à raison de 2 ml par tube.
· Préparer des tubes témoins contenant 2ml de bouillon nutritif stérile.

· Incuber tous les tubes à 37°C pendant 24-72 h.

Séance 2 :
· Après 72h, pour chaque tube, éliminer la culture bactérienne.

· Rincer trois fois à l’eau distillée.

· Révéler la biomasse fixée sur les parois après coloration à l’aide solution aqueuse de cristal violet à 1% (W/V) d’un volume de 3 ml.

· Après 45 min de contact, éliminer l’excès de colorant par un lavage abondant à l’eau distillée.

· Egoutter et laisser sécher à l’air ambiant.
· Solubiliser le colorant incorporé par les cellules ayant formé un biofilm à l’aide d’un mélange d’éthanol-acétone (75 :25).

· Après 30 min, mesurer l’absorbance de la solution obtenue à 570 nm.

· Discuter les résultats.
