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Protocole 2.1 : Exercise sur les techniques aseptiques

Objectif : Pratiquer les techniques aseptiques

But de la démarche : Les techniques aseptiques sont utilisées pour prévenir la contamination dans les expériences de microbiologie. La prolifération de bactéries, de champignons et de virus contaminants peut être évitée en désinfectant votre paillasse, en créant un courant ascendant avec un bec Bunsen et en évitant les mouvements brusques.

Matériel requis :
· Éthanol à 70%
· CiDecon™ ou autre désinfectant
· Bec Bunsen et briquet
· Pipettes sérologiques de 10 ml et pipeteur
· Bouteilles, tubes de culture, tubes coniques, microtubes et de l’eau pour pratiquer les transferts stériles

Protocole :

A. Préparation de votre espace de travail.
1. Rangez votre paillasse en éliminant l'encombrement, les papiers, les bouteilles, etc.
2. À l'aide d'un flacon-laveur contenant du CiDecon™, distribuez suffisamment de désinfectant pour humidifier toute la surface de travail. Portez des gants si le désinfectant est connu pour dénaturer les protéines, car il peut être dangereux pour votre santé.
3. À l'aide d'une serviette en papier ou de Kimwipes™, essuyez toute la surface, en commençant par l'arrière, pour humidifier toute la surface de travail.
4. Laissez le désinfectant s'évaporer – ne pas essuyer complètement.
5. Répétez les étapes 2 à 4 avec de l’éthanol à 70%. Il n'est pas nécessaire de porter des gants lors de la manipulation d'éthanol.

B. Allumer le bec Bunsen.
1. Retirez vos gants avant de travailler avec une flamme nue.
2. Allumez le bec Bunsen, mais seulement après que le désinfectant ait complètement séché.
3. Ajustez la flamme 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.

C. Transfert de 10 ml d'une bouteille stérile dans un tube de culture stérile (Figure 2.1-1).
1. Déposez une bouteille de 50 ml ou 100 ml contenant de l'eau stérile et un tube de culture stérile dans votre champ aseptique.
2. Dévissez ou desserrez (mais ne retirez-pas) les bouchons du tube de culture et de la bouteille.
3. Ouvrez l'emballage de la pipette sérologique de 10 ml (comme pour une banane) par le haut (opposé à l’embout). Tenez les rabats contre la pipette dans votre main non dominante. (Si vous écrivez avec votre main droite, cette main est votre main dominante.)
4. À l'aide de l’autre main (dominante), placez la pipette sur le pipeteur et retirez l'emballage. Le bout de la pipette, qui est stérile, ne doit toucher à aucune surface ! À l'aide de la main non dominante, retirez le bouchon de la bouteille et gardez-le entre l’index et le majeur (Figure 2.1-1G).
5. Utilisez la main non dominante pour prendre la bouteille et passez l'ouverture à travers la flamme du bec Bunsen deux à trois fois. Ne vous attardez pas sur la flamme et ne chauffez pas la bouteille ou le col de l’ouverture. Cette technique est appelée « flaming » en anglais.
6. Placez immédiatement la pipette sérologique dans la bouteille et prélevez 10 ml.
7. Passez à nouveau le haut de la bouteille à la flamme et remettez le bouchon en place, avant de déposer la bouteille.
8. Avec votre main non dominante, prenez le tube de culture. En utilisant le plus petit doigt de la main tenant la pipette, retirez le capuchon du tube de culture. Sinon, soulevez le capuchon du tube avec le quatrième doigt et le majeur de la main non dominante, puis prenez le tube ouvert avec l’index et le pouce.
9. Passez le col du tube de culture à la flamme et distribuez le liquide de la pipette dans le tube.
10. Passez à nouveau le tube de culture à la flamme, replacez le capuchon et déposez le tube.
11. Retirez la pipette du pipeteur, puis jetez-la pipette.
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	Figure 2.1-1. Transfert d'échantillons liquides en utilisant une technique aseptique. Avant de commencer, versez de l'éthanol ou un autre désinfectant sur la surface de la paillasse (A) et nettoyez en commençant à l'arrière de la paillasse pour finir vers l'avant (B). Allumez le bec Bunsen (C). Préparez le matériel et desserrez tous les bouchons de bouteilles et de tubes (D). Déballez les deux côtés de l'emballage de la pipette (E) et maintenir les deux rabats tout en fixant la pipette au pipeteur (F). À l'aide de l’index et du majeur, retirez le bouchon de la bouteille (G) et prenez la bouteille avec la même main pour la passer sous la flamme (H). Pipetez l’échantillon liquide (I) et passez de nouveau la bouteille sous la flamme avant de la reboucher (J). En utilisant le plus petit doigt de la main qui tient le tube de culture, retirez le capuchon du tube (K et L) et ajoutez l’échantillon au tube (M). Rebouchez le tube avant de jeter la pipette (N). Une fois terminé, éteignez le bec Bunsen, rangez-le et désinfectez la surface de travail.




D. Transfert de 100 μl d'un microtube dans un tube de culture.
1. Placez un microtube rempli d'eau et un tube de culture dans le champ aseptique.
2. Ajustez la micropipette P200 pour un pipetage de 100 μl. Ensuite, en tenant la P200 dans la main dominante, ouvrez la boîte à embouts et insérez un embout stérile à la micropipette.
3. À l'aide de votre main non dominante, prenez le microtube et ouvrez-le.
4. Insérez l’embout de la micropipette dans le microtube pour aspirer 100 μl (jusqu'au premier arrêt).
5. Fermez le microtube et le remettre dans le portoir.
6. En utilisant votre main non dominante, retirez le capuchon du tube de culture et prenez le tube. (Cela peut être fait de différentes manières, entraînez-vous avec ce qui fonctionne pour vous.) Assurez-vous de ne pas inverser la micropipette et de ne toucher à rien avec l’embout.
7. Passez à la flamme l’ouverture du tube de culture.
8. Insérez uniquement l’embout dans le tube de culture. En touchant l'embout sur le côté du tube, expulsez les 100 μl (en appuyant sur le piston jusqu'à la deuxième butée) permettant au liquide de couler sur le côté du tube.
9. Passez à la flamme encore une fois l’ouverture du tube de culture et remettre le capuchon.
10. Éjectez l'embout dans la poubelle appropriée.

E. Pratiquez les techniques ci-dessus avec un partenaire.
À surveiller :
· Placement des mains et des doigts
· Mouvement des micropipette et embouts
· Étendue du champ aseptique
· Manipulation des bouchons de tubes et de bouteilles

Conseils utiles :

· Ne jamais passer les mains ou les doigts au-dessus des contenants ouverts dans un champ stérile (comme des bouteilles ou des Erlenmeyers ouverts, des tubes et des bouchons de bouteilles et des plaques de gélose).

· Les tubes coniques en plastique et les microtubes ne peuvent pas être passés à la flamme, il est donc doublement important de travailler dans un champ stérile créé par une flamme et de veiller à ne pas passer les doigts ou les mains au-dessus des ouvertures des tubes.

· Ne jamais porter de gants lorsque l’on travaille avec une flamme nue.

· Les microtubes doivent être maintenus fermés jusqu'à ce que le liquide soit transféré et ils doivent être refermés immédiatement après avoir terminé.

· Ne jamais déposer un bouchon de bouteille ou de tube ou un couvercle de boîte de Pétri sur la paillasse.

· Ne jamais pipeter dans une solution stérile avec une pipette ou un embout déjà utilisé. En d'autres termes, ne jamais réutiliser une pipette, même si un grand soin a été pris pour la garder stérile.

· Ne jamais laisser une flamme nue sans surveillance.

· Toujours travailler avec une flamme nue lorsque des tubes ou des bouteilles stériles sont ouverts.

· Tenir les tubes et les bouteilles ouverts dans le champ aseptique avec un angle pour réduire le risque de contamination par l'air.

· Ne jamais ouvrir plus d'un tube, bouteille ou Erlenmeyer à la fois sur la paillasse.

· Même si quelqu'un d'autre a récemment utilisé la paillasse et que la paillasse a été désinfectée, toujours commencer le travail de laboratoire en désinfectant de nouveau la paillasse.
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