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Chapitre 2 : Règles de base en laboratoire

Faire de la recherche scientifique dans un laboratoire peut être une expérience passionnante et enrichissante. En tant que scientifique dans ce programme, vous apprendrez des techniques et des protocoles scientifiques qui sont souvent utilisés dans la recherche en microbiologie et en biologie moléculaire. Avant de commencer cependant, vous devez comprendre les principes fondamentaux du travail en laboratoire qui sont essentiels à votre sécurité et à votre succès.

Sécurité en laboratoire

Bien que chaque laboratoire ait ses propres règles et réglementations spécifiques, il existe des directives universelles que vous devriez toujours suivre. Elles sont conçues afin d’assurer votre sécurité et celle de vos collègues de laboratoire et elles se conforment aux réglementations provinciales et fédérales. Veuillez lire attentivement la liste ci-dessous et parler à votre enseignant à propos des règles spécifiques à respecter dans votre institution.

Règles générales

· Ne pas manger ni boire.
· Les chaussures doivent être fermées.
· Ne travaillez jamais seul dans un laboratoire.
· Les cheveux longs doivent être attachés.
· Évitez les vêtements amples.
· Ne laissez jamais un bec Bunsen allumé sans surveillance.
· Gardez l'espace de travail propre et rangé.
· Minimisez les conversations bruyantes et les distractions.
· Soyez au courant de l'emplacement des extincteurs, des postes de douche oculaire d'urgence et des douches d'urgence.
· Disposez adéquatement des déchets dangereux générés par une expérience. Tout ne peut pas aller dans les éviers ou dans la poubelle normale.
· Les pipetages à la bouche sont interdits !
· Portez des lunettes de sécurité en tout temps.
· Portez des gants lorsque vous travaillez avec des bactéries.
· Lavez-vous les mains avant de quitter le laboratoire.
· Si vous avez des doutes, demandez d'abord !

Lignes directrices pour travailler avec des bactéries

L'exposition aux espèces d'Actinobactéries dont l'utilisation est recommandée dans ce cours ne présente pas de risque pour la santé des individus dont le système immunitaire est en santé. Si une personne est immunodéficiente ou enceinte, elle devrait consulter un médecin pour déterminer le niveau approprié de participation aux activités de laboratoire. Le principal risque à travailler avec les Actinobactéries utilisées dans ce cours est dû à une exposition par les muqueuses (yeux, bouche et nez), une peau endommagée ou par l’ingestion. Par conséquent, vous devez porter des lunettes de sécurité en tout temps, porter des gants lorsque vous manipulez des bactéries, éviter de générer des aérosols de cultures bactériennes et éviter de toucher votre visage, d'appliquer des cosmétiques, d'ajuster des lentilles de contact, de vous ronger les ongles, etc., en laboratoire. Consultez votre enseignant si vous avez des problèmes de santé qui pourraient affecter votre travail avec des bactéries.

Plus important encore, travaillez de manière responsable ! Il n'y a aucun moyen de prédire toutes les situations dangereuses qui pourraient survenir en laboratoire, mais la plupart peuvent être évitées simplement en faisant preuve de bon sens, en étant réfléchi et attentif à votre environnement. En cas d'accident, assurez-vous d'alerter immédiatement votre enseignant afin de connaître la bonne façon de procéder.

Consigner les résultats

Cahiers de laboratoire

À toute étape d’une expérience de recherche scientifique, il est important de garder les traces de votre travail. Essentiellement, n'importe qui devrait pouvoir répéter vos expériences en utilisant vos notes et obtenir les mêmes résultats. Par conséquent, le maintien d'un cahier de laboratoire détaillé et descriptif est un élément clé de la recherche en laboratoire. Pour satisfaire à cette exigence, votre cahier de laboratoire devrait suivre ces directives de base :

A) Le niveau de détail doit être suffisamment élevé pour que vous puissiez revenir en arrière plus tard et réviser vos procédures si, pour une raison quelconque, une expérience ne fonctionne pas ou donne des résultats douteux.

B) Le jargon, les raccourcis et les abréviations personnelles doivent être réduits au minimum.

C) Les dessins, figures et tableaux sont encouragés. Ils doivent contenir suffisamment d'informations pour qu'un autre scientifique puisse les interpréter en consultant le texte au minimum.

Il existe d'innombrables façons de maintenir un bon cahier de laboratoire et différentes disciplines ont des conventions différentes. En fait, chaque scientifique professionnel développe un style de cahier de laboratoire personnel au fil du temps. Vous trouverez ci-dessous un aperçu des informations minimales requises dans un cahier de laboratoire. Il vous sera peut-être demandé de suivre les préférences stylistiques de votre enseignant, ou vous pourrez organiser votre cahier de laboratoire à votre manière. Quel que soit le format que vous suivrez, il est impératif que vous écriviez au fur et à mesure dans votre cahier de laboratoire, tous les détails des procédures que vous effectuez. La mémoire n'est pas fiable et les données expérimentales et les résultats sans documentation suffisante ne sont pas fiables et doivent être rejetés.

Aperçu du cahier de laboratoire

A. Table des matières. Vous devriez laisser 1 à 3 pages au début du cahier de laboratoire qui contiendra une table des matières.

B. Date. Lorsque vous commencez un laboratoire datez chaque entrée de données. Il est impératif que vous notiez tout dans votre cahier au fur et à mesure.

C. Titre. Cela devrait expliquer, en trois ou quatre mots, l'objectif de l'expérience. Le titre de l'expérience n'est pas nécessairement le titre du protocole suivi, car plusieurs procédures peuvent être utilisées pour terminer une seule expérience.

D. Objectifs et but. L’objectif, ou but, est un bref aperçu de la raison pour laquelle vous effectuez les protocoles et les expériences de la journée. Il devrait expliquer et justifier par lui-même le raisonnement derrière l’expérience. En d'autres termes, n'importe qui devrait pouvoir ouvrir votre cahier à n'importe quelle expérience et comprendre le « pourquoi » des travaux de laboratoire effectués.

E. Procédures et protocoles. Chacune des étapes du protocole doivent être rapportées de manière complète, précise et détaillée. Même si vous répétez un protocole sans aucun changement, notez les étapes exactes. Utilisez une liste à puces qui décrit les étapes utilisées pour effectuer l'expérience. Il est recommandé de rédiger cette liste avant de commencer l’expérience et de cocher les étapes au fur et à mesure que vous les effectuez. Notez aussi toutes les modifications apportées au protocole.

F. Résultats.
1. Les données brutes (par exemple, les valeurs numériques, les photographies, les impressions, les observations, les dessins) sont les résultats d'une expérience.
2. Les résultats négatifs sont aussi des résultats ! Assurez-vous de les inclure.
3. Tous les résultats doivent être décrits de manière complète et précise.
4. Tous les résultats recueillis séparément (par exemple, photographies, impressions) doivent être convenablement ajoutées au cahier, datées et correctement identifiées.
5. N'importe qui devrait pouvoir lire les résultats d'une expérience et savoir exactement ce qui s'est passé.
6. Les tableaux de données sont titrés avec une légende descriptive au-dessus du tableau.
7. Les figures sont accompagnées d'une légende descriptive sous la figure.

G. Analyse et interprétation.
1. Les résultats d'une expérience doivent être analysés et une interprétation objective documentée dans le cahier. Même si les résultats indiquent une réponse simple « oui » ou « non », il est important de le dire explicitement dans cette section.
2. Signaler toute découverte inattendue ou problème advenu au cours de l’expérience. Cela peut servir de justification pour des expériences supplémentaires, pour changer le protocole ou le matériel, ou pour modifier les étapes subséquentes du projet de recherche.
3. L'interprétation des données peut parfois être subjective, mais vos raisons pour une telle interprétation doivent être indiquées ici.

H. Plans futurs. 
Sur la base de votre interprétation des données, vous devriez noter, après chaque expérience, un bref aperçu des prochaines étapes. Cette justification devrait être claire dans votre section « analyse » et n'a pas besoin d'être reformulée. Cette section vous mènera, vous et le lecteur, à la procédure suivante, avec une idée claire de « ce qui va suivre » et pourquoi vous allez dans cette direction.

En consignant vos expériences dans votre carnet de laboratoire pour ce cours, il est important de noter que lorsque les données scientifiques (telles que l'endroit où votre phage a été trouvé et comment il a été purifié) sont publiées, la source des données (à savoir, votre cahier de laboratoire) appartient à votre institution et doit être conservée pendant au moins sept ans. Votre cahier devrait donc être un document qui peut être lu et compris pendant des années à venir, surtout si la science entourant votre phage progresse à partir du point de découverte décrit dans votre cahier.

Identifications dans le laboratoire

Une autre tâche importante impliquant de bien consigner des informations produites dans un laboratoire est l’identification des échantillons expérimentaux. Vous devez être en mesure de bien les identifier lorsqu'ils sont placés dans un incubateur ou un congélateur avec des centaines d'autres échantillons d'aspect identique. Tout comme pour la tenue d'un cahier de laboratoire, chaque scientifique à sa façon préférée d'identifier des choses comme les boîtes de Pétri, les microtubes et les réactifs, mais voici quelques stratégies générales à suivre.

A. Les tubes, boîtes de Pétri et bouteilles doivent être étiquetés avec les éléments suivants (exemples dans la Figure 2.0-1) :
• Votre nom ou vos initiales
• La date
• Le contenu (par exemple « ADN »)

B. Toute bouteille de milieu ou d'autres solutions, tubes, cultures ou stocks qui vous appartient exclusivement doit être étiqueté avec :
• Votre nom ou vos initiales
• Le contenu
• La date de réception et d’ouverture, ou de préparation
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	Figure 2.0-1. Exemples d'identification appropriée. (A) Les boîtes de Pétri sont marquées en dessous (côté gélose) pour garantir que l'identification demeure même si le couvercle est perdu, déplacé ou échangé avec une autre boîte. En écrivant sur le pourtour, vous pouvez voir les résultats sans regarder à travers l'écriture. (B) Les microtubes sont identifiés sur le dessus du tube afin qu'ils puissent être localisés lorsqu'ils se trouvent dans un support à tubes. Des informations supplémentaires doivent être écrites sur les côtés du tube, dans la zone désignée, où l'écriture ne s’effacera pas.



Prévenir la contamination

Les microbes sont partout: sur les surfaces et l'équipement de laboratoire, sur la peau et les cheveux humains et dans l'air. Dans un laboratoire de microbiologie, nous utilisons des réactifs et des protocoles appropriés afin de nous assurer de ne cultiver que les bactéries et les phages qui nous intéressent. Si nous nous retrouvons avec d'autres bactéries, champignons ou phages sur nos milieux de culture, nous disons que nous avons une « contamination ». La stérilisation et les techniques aseptiques aident à éviter la contamination.

Les réactifs et matériaux « stérilisés » ont été rendus exempts d'organismes biologiques, y compris les phages, les bactéries et les champignons. La méthode la plus courante pour stériliser les matériaux et les réactifs de laboratoire courants, tels que le tampon de phage, les milieux de croissance bactériens, les embouts en plastique et les tubes en verre, consiste à utiliser un autoclave, une machine qui utilise la pression et la vapeur pour chauffer les matériaux à 121°C et 18 psi. Les matériaux qui ont été passés à l'autoclave sont fréquemment marqués avec du ruban adhésif spécial qui apparaît blanc avant l'autoclavage, et rayé ensuite. Alternativement, certains liquides qui ne tolèrent pas la chaleur extrême peuvent être passés à travers un filtre (stérilisation par filtration) pour éliminer physiquement les organismes unicellulaires.

La stérilisation de surfaces plus grandes ou sensibles (comme vous !) nécessite des méthodes alternatives. Les paillasses et l'équipement de laboratoire sont régulièrement traités avec des « désinfectants », des produits chimiques qui tuent ou inhibent la croissance des contaminants sur les surfaces. Les désinfectants de laboratoire courants utilisés pour éliminer les bactéries sont à base d’alcool à 70%, d'eau de Javel 10% ou d’un agent phénolique comme CiDecon™. De nombreux phages ne sont pas détruits à l'éthanol 70%, donc pour la désinfection des matériaux contaminés par des phages, l'eau de Javel et les composés phénoliques sont de meilleurs choix. De plus, vous devriez vous laver soigneusement les mains avec de l'eau chaude et du savon avant et après chaque classe de laboratoire car vous êtes probablement la plus grande source de contamination dans le laboratoire !

Les techniques aseptiques font référence aux meilleures pratiques de laboratoire qui minimisent la contamination de vos réactifs lors de vos expériences. Beaucoup de ces pratiques relèvent du bon sens : par exemple, désencombrer et désinfecter votre espace de travail avant de commencer une expérience. Les principes clés classiques de la technique aseptique sont décrits ci-dessous et peuvent être pratiqués dans le protocole 2.1 : Exercice sur les techniques aseptiques. Lisez cette section puis faites l'exercice pour en apprendre les techniques spécifiques.

Préparation de la surface de travail

Lors de la préparation d'une expérience nécessitant des techniques aseptiques, vous devez d'abord organiser votre surface de travail. Supprimez tout encombrement inutile et désinfectez votre espace de travail avec de l'éthanol à 70%. Pendant que l'éthanol sèche, il déshydrate les bactéries sur les surfaces de la même manière que le désinfectant pour les mains tue les bactéries sur votre peau. Gardez à l'esprit de ne pas essayer d'accélérer le processus de séchage en agitant les mains ou en soufflant sur la surface, car cela n'introduira que des contaminants supplémentaires. Lorsque vous travaillez avec certaines bactéries et certains virus, il est conseillé d'utiliser également un deuxième désinfectant contenant du phénol ou des composés d'ammoniac quaternaire. Étant donné que les ingrédients actifs de ces désinfectants supplémentaires dénaturent les protéines, il est important de toujours porter des gants lors de leur manipulation.

Utilisation d’un bec Bunsen

La technique aseptique classique nécessite l'utilisation d'un bec Bunsen. Une fois allumée, la flamme doit être réglée de sorte qu’un « cône » bleu puisse être vu dans la flamme. La pointe de ce cône est la partie la plus chaude de la flamme. La fonction de la flamme est de fournir un courant ascendant en chauffant l'air (Figure 2.0-2). Parce que la chaleur monte, les bactéries, les spores, les champignons et les particules de poussière en suspension dans l'air sont poussés vers le haut et loin de votre zone de travail. Par conséquent, il est important de travailler à l'intérieur de cette zone, en faisant attention de ne pas déranger le courant ascendant avec des mouvements rapides qui perturbent l'air autour de votre surface de travail. Vous devez également organiser votre matériel de travail de manière à ce qu'il soit suffisamment proche du bec Bunsen pour profiter du courant ascendant. Tant que vous n'êtes pas familiarisé avec l'utilisation d'un bec Bunsen, il est important de garder constamment à l'esprit la flamme. Même avec un cône bleu apparent, la flamme est difficile à voir et peut être oubliée. Ne laissez jamais une flamme sans surveillance au cas où un compagnon de laboratoire ou un instructeur ne la verrait pas et l'atteindrait par inadvertance.
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	Figure 2.0-2. Comment un bec Bunsen crée un courant ascendant pour garder une zone aseptique.



Transfert aseptique de matériaux et réactifs

Lorsque vous versez des liquides d'un récipient à un autre, suivez trois règles simples pour maintenir un environnement aseptique. Tout d'abord, passez à la flamme l'ouverture des bouteilles et des tubes en verre chaque fois que vous les ouvrez, et à nouveau avant de les refermer. Le but de faire flamber un récipient en verre n'est pas de chauffer le verre lui-même, mais de chauffer l'air à l'intérieur du col du récipient. Cela fera monter l'air et empêchera les contaminants en suspension dans l'air de pénétrer à l'intérieur. Cela nécessite un ou deux passages rapides à travers la flamme parce qu'une exposition prolongée à la flamme peut provoquer la rupture du verre. Ceci est un exemple de technique aseptique classique. Avec les composants en plastique d'aujourd'hui, cependant, le flambage n'est pas largement utilisé.

La deuxième règle est de ne jamais déposer un couvercle ou un capuchon sur la surface de travail. Puisque votre main dominante tiendra probablement une pipette, vous devrez vous organiser pour tenir la bouteille et le couvercle dans une seule main, ou procéder d’une autre façon, sans déposer le couvercle. C'est un exploit de dextérité qui n'a rien à voir avec la taille de vos mains, et cela viendra avec de la pratique. Enfin, la troisième règle pour une bonne technique aseptique est de ne jamais utiliser de pipette pour plus d’un pipetage. Après avoir pipeté d'un récipient stérile à un autre, TOUJOURS utilisez une nouvelle pipette ou un embout de pipette, quelle que soit votre certitude de na pas l’avoir contaminée la première fois.

Organisation de la paillasse

Comme indiqué ci-dessus, vous devez conserver le matériel que vous utilisez dans le champ aseptique créé par le bec Bunsen. De plus, vous voulez minimiser l'encombrement et garder votre espace de travail bien organisé. Gardez le matériel requis près de la zone aseptique, mais à l'écart, jusqu'à ce que vous en ayez besoin. Gardez les boîtes de pipettes et les microtubes fermés en tout temps pour éviter la contamination. Nettoyez immédiatement tout déversement avec un désinfectant.

Élimination des déchets et nettoyage

Après avoir terminé votre travail de la journée et commencé à nettoyer votre paillasse, vous devez suivre les protocoles d'élimination des déchets appropriés. Les bactéries, que ce soit sous forme liquide ou sur des boîtes de Pétris, ne doivent pas être jetées à l'égout ou à la poubelle avant d'être préalablement traitées correctement. Suivez le protocole décrit par votre enseignant pour l'élimination des boîtes de Pétris et tubes de culture. Lorsque vous travaillez avec des micro-organismes, désinfectez toujours votre poste de travail avec de l'éthanol à 70% et un désinfectant comme CiDecon, avant de partir et lavez-vous soigneusement les mains.
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