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I. Meéthodes d'obtention :

Do tvpas da callule: 3 distingusr
- gallules libges cipoulants. snsmpls : callulss du zmmng.
- Lea= callules gui comstiteant v tizzpn.sxemple © Tizsu conjonctif. . =to.
1. Les celloles circulantes :
Laz callules circulantss dodvant Stre saparass. Lapr diffarenca da densits permat I'utilization dun
gratiant da Fjppl] avar cantrifuzation. L'utilization da trisur da callulas ast auzzi ppezibla.
Exampls : Commant on prapars ez Ivmphocytes T
Laprotocola

* DrElavement da sang surun anticoazulant (bepariza, EDTA Citrata)
#* hlsttrals zang pralevad dacanter an presance da glvoarl ou du depjrane (3-8 ml) de glyvosol
pour 10 ml da zamng.

» Décantationpg 1k, formation da Iphases

-lzplazma

- 1= byffe opst (les leucocytas | las polynuclssites, monocytes, lymphocytas).

- lzz hamatisz,
» Racusillirls iy cost 2rics 3 une pipstts parteer munis d'uma poire
#*  Addition da chlomuge 4" smmonivm WH4C.
#  Dapdt du byffi: coet pess sur una colonna da nylon © qud 8 la propriata d'alwer sslactivemant

laz lvmphocytasz T.

» Lavolume racusillis apris lavass da L2 colonms sst cantrifozs & 1500 towrs'min pg 10 min,
*  Jatsrle sumazesmt.
» Laculot obtanu contient las lvmphooytas T.

Femargue :

-il 2zt pacessairs da faira plusisne: lavars: ot cantrifiization du culot aves tn tampon phvsiclogiqus:
ou Tampon phosphata salin (TPS).

- Poer roussic oparation, on travail apH = 7.2-7.5.
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La culot fins] dodt Stre analyza

A Dienombramant des callulas visbles, pourcalaon fit la culters dans un milisw contenant
1- unadditifan milise : la s3nem fostal
2- milise da culters da callules spcarvotes contenant las slaments dabasa A4
3- Un aegsnt sffact=ur qui sngemndre 13 traneformation Demphablastians ot gu'on appells

I"agant mitogene : La PHA (phiinhemaglutining A), la comranaealing A

4- Deaz antibiotiguas.

E. Tast davalidita {carlas callulss doivent Stra an bon Staf)

2. Les cellules organisees en fissus :
Un tizzw a3t forma d'un enzsmbla da callulss ot svantusllsment d'uns matrics extracsllulairs, Dans
laz tizzus da typa apithalisl las callulss sont fortsment lises antra-allas,
Fozras zont le= tizsrs izolas on " purs * © ils sppartisnnent en génsrs] 4 vn ofgans constitus dun
tizzu principal =t ds nombrus tizsns accessodres | tizsus comjonctifs demballass: tizsns das
VEl3ESE SANEWNE, DEUI0NSE. .. ).

TUn ofzans contient dong de pombr=usy types de oallula:.
Laculters zara done r2alizas 3 partic d'un farment ples ow moin: important &'un ooeana, Da
mathodas :

o ufilivation d'un fragment de tissn : Las callules sa devaloppent 3 partic do frasment 3la
siacs dun suppodt bai pnant dane la milisu da cultors,
=« fragmentation del'organe:

= latizzu ==t dissocie mecaniquement ef e Zrmatiguemens | on obtisntuns
su=pansion da callules gus l'on paut partiallement porifisr

o laz gallules somt mizs: an culturs | C'est la culiore primaire

= ellsz zont repiquas: comma sn microbiclogis | C'sst laculture secondaire |

Culturs da tizzns

Dizzociation ensymatiqus ow'st macaniqus du tizzu an calluls:
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Wiza en cyltugs das callulss

[

Culturs primaiss da callules

Eemargue :
1-Repiquages = passages.

On r2sliza un repiquama d'una culters callulsire on disseciant 1a tapds obteny par
action d= la trypsine {ou &autres snsymes proteolytiquess) qui, on datrizant
La culturs primaira = cultors & partic des callules pralevas: surl'organizms

La cultirs sacondairs = culters 8 partic da callules an cultre (epiguaza)

21-Ladisseciafion enrymatiqoe peot 22 fxirs:

+ a4°C : condition laplus dowca, la dizsociation alisy alors lantom ant
» oua3TC : condition plus forts, il fut alors contrdlar de fagom t3s praciza
I'action de I'snzyme qui peut =i La durss ast trop longws par ewempls attaguer las

3 -Lecontrole de la viabilite des cellules, o2zt & dira da lenr Stat vivant peut 2= faira

» =0it grace ades colorants vitaus tels guale rougs neutre incorpors dans les
Irzozomes daz callulss vivantss

= =0it grace adss colorants d'excluzion tals qua ls bleu Trvpen penstrant dans las
callules mortes.

3-Diams un tizsw, 11 sxiztz plusienrs fypes de cellules.

» DParfoiz il v aintest 3 consarver les diffsrents types da callule: qui conzervant
+ Darfdz il v anacassita da saparsr un typs callulsise, Cala ast raaliza:
= parmethode de clonage (comms sn microbiclogis):
L=z callulss sont diluss: da fagon & o2 gue chaouns prolifsre an formant
un clopa loczgqu'alles adharont 8 1a surfaca. I1 suffit sloss d'izolarla clona.
= parmethodes deséparation physiguoe
« centrifiigation differantislls en radisnt da Eigpl]
chromatoeraphia & affinita
c¥tomatis de fux
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E .1 La dissection :

E.1.1. Mathods ds CARFEL :
Eﬂlecnmif.teﬁ: . .
¥ pralever un mogcesn de tizsu reduit en un tres petit rectangls (1 splant)
* dapossrala surfacs de ' axplant deux govttes da plasma da coqus = deux gouttes
o ewtrait embrronnaisa.
# Incubation pd 24 k.

E.1.2. Lamathoda da dizzaction propremant dita
Dianz o2 cas letizsn ==t goupd on fazments da 14 mm® de surface, o2p demiers sont sncors
raduits da manisea plus patita 31" sida da pinca, peis placss dans vn flacon da culters contanemt
12 milisn putritif
Las callulas vont migrer 3 partic dos difforents framments.
hlattre 12z explants dans un racipiant da cultere ne contenant guiun tres faible volumea da

1

E.1.3. Lamathoda dajanean
Ella 2=t plus rarement utilizaa qua loz autrss, 1oz framments da tizsws sont radwits an axplants da 1
mm* da surfaca placss sur un disgus da papder filtra repoeant lni-mama survm support
matalliguas dans vma bodita da patria.
E.1 Les mbthodes enrvmatioues -
On chodzd 1oz envememas protaplytiquss commea la trypeina,
Laprotocols
- Effectuerune dizsaction du tizsu qui dodt Stre chedzis sous forma de pulpes
apaizses dont oatta pulpa dodt beignor dane una solution salina additionnas
o antibiotigues.
- Om fzit une pratorpeinatinn oui dodt avodrs 15 min.
-  Tropsination proprement dits : affactes sous asitation lenta,
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Apras quealques minutes d’action, les callules vont s'individualizer, La trypsine ne doit pas Stre lajzsas
plus dz 30 min.

-Inactivation da la trypseine ; 22 50t 20d par dilution da 13 concentration swivie d'une cantrifuzation ;
Sod par addition d'un inhibitaer : 1 inhibditer qud sst tre vtiliza ast inkdbitaer trypeigus dasoja
- Onfzit la dizpersion das diferants culots callulsires obtenus dans du milisu da culturs,
Femangps | Pour cartains tizses riches en cpllassnes (o : fibroblasts) on n'otilizs pas latrypeine, maizla
collazsmans.
D' gutrss ensymes sont sussd utilizss | malmes d'sminopentidass ot da carbomypaptidasas,

II. Methodes de cultwre cellulaire :

A. Methode de suspension :

Comme la plupart das callulss ont besodin d'un support powr croltea, {1 fart done trowverun artifica powr
maintanir la plupart de calls:-ci en suspension.

Exn 1933, Monsisur (oy arrive 4 fairs croitrs dans des fubss en verrss, des callulss sm suspemsion
towmant 4 grands vitszza,

L'asitation pout Stea raalizsa par diffsrents movens
+  Ella paut dtre antratenne par das bemess masnatiques siliconés appalés "SPINNER”
+ 1l smists dzslemenmt dez sppareils damitstion pefoctionndr mpalds dar ootz qui
permattent de maintenir uns densita callulsits, un environnement gk constant sinsi guitm
spport continu de milisux fizis ot s rAcupération da milisw: nsds.

Femarqua ;T culters en sespension sst tr3s ptila dans 1o domaina da virologia ot labistachnologia on vis
da produies dos subetances biologigues tal qua : 1intarfaren, 1 hormons da copdzsanca. . ate

Chargé du cours [culture cellulaire) ; Mme MOSTEFA SARIF.

E. Methode de culinre stationnaire

Lz principa ganars] da catta matheda st 1ia a I'affinita dos callulas an support carla plupsart appartisnt 3
L= zuppodt paut Stre du verre ou du plastique traite poer la culters, Le plastiqes peut Stre racouvert da
support phyzsiclosiqes © collaséma fihonmactins ow duns membrans bassls raconstituds pu anoprs
l'utilization d= géls d'azaross, de gils de collagéns pour uns orisntation vars la culters 3D

L=z callulas zont placass dans das bodtes quistnpuits do dismatres diffrents ou surdes [LiCMDOOSuE.
{pyicanhillas an plastiqus) racowvarts ow non da support phyriclegiqua.

L=z qisnporisyrs sont ensvite placss dans des racipisnts puis sowmis 4 une apitation modsss ot
continue pemettant s callules de demersr dane 12 milisw de colfurs. La rendsment da catts
tachnigue et important. Cela atant &0 3 uns swerfacs dadhsrancs plus granda.

E.1.LES SYSTEME CLOS :

Tl zont comstituss par de: flacoms placs: dams des Stuves cClassigues. Dams o2 ca@ on nots um
appauvrissement progressif de facteurs puthtifs qui conduit 2 une diminution du PH {gui st nafasta pour
lzz callules, car il permst sux germes contsminsmts acidophila de croitrs) dioi la pacessits d'un
renouvallsmant du milisu de culturs d'uns manisrs plus fraguants.
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E.2LES SYSTEME SEMT CTO5

Om utiliz= das boites pétria, das microplagues, das boitas flacons non farméss hemmétiquemant.
Caz boitss ot microplacees sont sowmises dans das Strves spacialss ob atmosphas da 1'stuva
est ragulaa avac una amivaa constante d un malsnes sare composs da 05% dair, 5% da CO2
at de la vapswer dean

B.3.LES SYESTEME OUVERTS :

Caz zystémass zont appelss sgalemant syvstsms: de perfision. Il sont comstitoss par das
chambres da coltere qui comportent un systima d'asration. . .afg

Caz gvstdmas sont utilizas 2enlament powr das Shedas napassitant unse phesrvation parmanonta an

m Methodes d’entretien des cellnles @

En ¢e qui concems les callule: adhorsmtes, la chansement du milisw ws2 s'effactoe par
azpiration. Las callules en suspension sont tant qu'a swx, soumis 3 uns centrifiszation 2 800
jotz. Logzgua la population callulsire szt confluents, on rince 1a milisn avac uns zolution
EESS {zolutions zalines aquilibeies 42 Earls) ot on utilize da la trypeine afin de datacher las
callulas cultivass sur bolts de Dot powr ensuits les repartic sur antres facons,
Mathodas da rapiquas

Opération qui consists & transférer |2 populstion callulsise d'un flacon da culters dont touts la
surface callulsire est cowverts 3 d'autrss flacons 3 surfacs libes.

Protocole de la fypsinatom -
- Eliminer l= milisu de culture appawvrit ot le remplacer par une solution de
Topeina-EDTA : I'snzyme o5t préparss dans un tsmpon physiclogiges sslin
{TPE) qui n= doit pas contenir 1= Cal+ o hgl+.
- Incubation a 37°C.

- Aprés la libaration des callules, effactuer un denombrement.
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IV. Les besoins nuiritifs des cellules en culture :

Milisu de culture = milisn de base synthitiques Sémm.
Oibjactif: imiter |"snvitonnement chimigus naturs] towt on marimisant 1a orodzzamce ou 1a
production.
les composss mindrmrs offent gémdrslement des propristés de tampon afin de
minimizar lez flucteation: pH an cowr: da culturs
* contrsitsment 3 o2 guee lon pemssrsit il est naceszsirs do fowmdr les diffsrents
composss salon vn docara (concantratione) pracis.
* una glimentation en exods pout avedr des affats inhibiteers e les callulss,
* pemarslamant il ast primordial da pouvedr fixer la composa qui sera limitant poor las
oallulas.
Synthetiques : la composition chimigua 2st bisn dafinda
Complexes : la composition chimiges n'sst pas entisrement dafinis o oxtraitz da
levieems, sirem fta] bovin, lsit, sitop da maiz.

1. Souscas d'dlments majeen: C, H, O, 1

2. Spwces d'slaments minewrs: P, K, 5, Mz

3. Vitsminas 2t hommonas, stc.

« fact=urs da croizssmcs: nutriments orEsmigues essentisls tal: gue des acide: aminas
incorporss dans la strocturs callulairs

4. Bowoas £'alamants tracss

Un milisu minimsl ne contisnt gue les nutriments eszentisl: powr la orodzsancs. Un
milizy richs st vn milion minimal contanant on ples &' autres putriments reprasantant das
souroas altematives d'Elamants:

" vitamines.

* praqeresrre dCacides nucligues,
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* intermadizires das ractions da synthasa callulaira.

Eléments Formes Utilisation
CHON organique énergie, synthéses diverses
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H InOrg./organique régulation du pH intracellulaire, signalisation cellulaire

N inorg./organique synthése de protéines, acides nucléiques et polyméres des
parois cellulares

P morg. (1) ATP, phosphorylation de protéines, acides nucléiques,
sucres phosphatés, phospholipides, coenzymes
5 morg.  compose de plusieurs acides aminés, acides nucléiques et
protéines, coenzyme A
Mg morg.  complexe ATP, stabilise les nbosomes et les membranes
Mn inorg.  requis pour des enzymes impliqués dans le transport du Pi,
autres enzymes (ex. kinases)
Ca inorg.  cofacteur d'enzymes impliqués dans I'hydrolyse d'ATP et
_ de phospholipides, signalisation cellulaire
K morg.  cofacteur de plusieurs enzymes, régulation osmotique,
régulation du potentie]l membranaire
Cl morg.  régulation osmotique, régulation du potentiel membranaire
Mo inorg.  constituant de la nitrogénase, nitrate réductase et autres

CoFeCu, Zn mmorg.  cofacteur d'enzymes

acides  lévo.dexirogyre  synthése de protéines
aminds

Na+ morg. Maintisnt d=s potantisls membranairas.

Example de solution physiclogique : solutions d= Higks ot las solutions des Eagla.

LaCal+at Wezd= zontdes cofactsrs da nombrapsas réactions snmematiqras ot intsnsnment
danz 1'artachement =t 1'&talsmant das czllulss.

Lz D glucoss © Dans certsine cas, la glucoes peut Stre rsmplacs par sss isomarss tal
gqua 1z galactoss,

-Las acides catoniques : 1"aride wostorlutariqus ot 1 acida prrrviqua, les acides aminss,

12 Ag =minés sont indispenssblas - Las § AA sssantisllas { Trp, Ly, Mat, Bha Th Vil
Law, T, Ty, Lys 205 ot His.

Ovaun AA gui ast utiliza dans tovs las milisux da celteres ot on le fajouts an tant
quadditif {nécaszaing) ; ezt la L-glutamina,

-Laz bezoins an vitzminss

B witsminss sont naceszairs sux csllules en coltwrs @ La choline, 1'acida foliges la
idomal, la riboflavins, la thismi Vinpsitel D'acide micotizi Vacid
mathimi

» Lz PH: I doit &tr= identique s PH sanguin {7.2- 7.4), mais Voptimom dépond das
lizndes callulsisss.
Dour isoudss o2 panklmads varistions 42 DH, on sgjouts dans 12 milisu da culturs das
indicstaurs da DH,
Dionc cast 12 colosant qui va orisnter la manipulatees : o2 demisr doit contrélar Uorigine
da I'acidita am microscops.
Femargus © tous les milisux synthatiques contiennent des systémes tampon © contenant da

1'acids cartbonigus : HOO3- ou PO4—, ou das tsmpons ofzandigus tal gue ]2 fris guon appells
tzmpon HEPES.

# L'environmement gazeux : il contient le CO2, azpte, O, Vapsurd'ean... .

Dians 1'stuve, 1atmosphare ast constiteas de 95% dair ot 3% da CO2.

La CO2 : interviont dans 1"aguilibes du PH par las HCO3- ot dans 1a biceynthsa das basas
puriguss ot prrimidiguss.

La zamm : il contient lez factenrs nocesssires an daclanchement da la divizsion
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L'origine du s2rem : humaine ov animala. 11 provient de donneurs jeumss, caron &
montra gua Uaffat go-stimulant a5t inverssmant proportionnal 4 1'3s2 du donner,

Laz zarpms 1o plus fraguemment wtilizas sont ©

- Bemm ds vaan

- Bemm ds powvesu nes de vasn,

- Sarm ds vaan foetal,

- Sémm da cheval ou de poulats.
Laz zarems d"andiman pawvent Stra contamings par dos vims, des chempisnons .. gui pewvant
parturber la mataholizmea des callulss en culters ot les conoentrations & hormonss ot da factaurs
da oooiszance sont instables dans s sdmm.
Om L2z appalla : Las milis dafinis = milisy sans sémm synthatigess
Exampls d2 milizux d5finis :

- MMlisu HAM F12

- Mili=u MCED 104.

L=z hormonss =t factenrs de ooodzsamos

Dianz 1= samm on toowve

- D= linsulina, da I'hydrocortizons, 1a prostaslandina aypziradia], homons: da
Crodssamos,

- D fact=prs da orodssamos
EGEF : Epidaomal smewth factor.
FGE : Fibroblasta siooeth factor.
WGF : Wepea proaith factor.
PDGE : Rlstalat deived gromth factor.

- Facteurs da transport qui jouent un role dans 1a crodzzance, differentistion ot survia
des callules. Ex : 1a trsmeferming, 1albumins,

- Fact=wers d'attachement tal gus : Eijbrpnactine.

- Fact=prs notritionnals tal gue 1'acids ascorbigue.
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V. Contrale fonctionnel des cellules en culture :

Do caractaniztiquas s0nt 4 considarar :
+ Laprolifsration des callulss,
+ Lapraservation des fonctions spacislisass.

Salon quel'on dabits nma culture ou gu'on ast en culturs da routins, les paramatres da controle
different.

Le= controles reslises lors de | mise =n route d'une culture
O varifia les conditions d'asapsia lors da la dizsaction ot augmenta la dosa 4 antibiotiqua ot
fongique i pacsszaira, Om varifia'atat das callules racesilliss par lablau 42 fopan.

Lablau da frypan ast vn colorant qui 2 tendance 3 entrer dans les callules gu'il sencontra. Una
foiz dams 1a callula, la melaculs en question entraine un macanizma 4 =xclusion qui va Sjacter
catta melacula dams 12 milise extarizer, C2macanizme nacessitant da I'anarpia, sovlas las
callulss possadant vne sovrca " ATP pawvent la mattrs en place. Ainsd, uns callela vivants
axpulzara la molaouls ot rastera blanche au microecops, su contraiss une calluls mosten’aera
pas 1oz movens dalarsjatar ot restara blevs, Capendant, cetts molacnls stant tomiqus, olla finit
par e 2z callulas qui devisnnant slogs towtas blewas,

O varifia la morphologia des callules an microscops ot 1a présanca d'un mangqusur
biochimiqus spacifigue du type callulsisa,

L=s contrdles de routine
Varifiar la morphologsia das callules au microscops sinsd gua'adharames dacallas-ci. La
manqgus & adharence paut dévoilar I'sheance da place pour la orodzzance des callules,
linadagration du suppert, wn milisr "w=d". La emplacsment du milien o'affactua tows e 283
jousz. La milize doit str2 nautes (pH 7,22 7,47, Inflriznr 3 6, 5 a vishilits das callules ast
memacas, 11 ast donc important & utilizer vn indicatens powr varifier]'acidita du milisy comma
1z rouge da phénol dont 12 pH & 1'aguivalencs 22 sites dans 23 zons de virasa (antrz &, 62t B 4.
En daszpus da 6,6 la souga da phénol vis o jama.

L'&volution des cellules en cultture
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L'svolution des cellules =n culturs

Lz callulss in-vitro prassntent 2 propristss fondsmentalss qui sont : lacapacits prolifsrative ot lau
fonction diffsrentias. Cas propristas ont tendanca & evolusr da manisra trée diffsrenta gualls quasoitla
méthoda da cultire emplovas, Las callules consarvent laplupart du temps leur potantial de divizion,
poUvant stz stimula au dabut da la culturs per des factawrs da coeissances. Mema s au covrs du temps,
0D p2ut notsr un ralantizzemant da alui-ci. A linversa 1z callulss en culturs vodent spweent lour
fonction diffrantis 12 modifier 2t mima dizparsites. C2 phéinoméns da dadifermtistion paut &
vizibls meqphologiquemant

Notons qus cartains types callulsires sevalant leur fonction spacifiges que lorsqu/ils sont cultives an vis
galantia Pour cala, on propads 4 un appavrizssmant progressifdn milisu ou on utilisa tna substanca
inhibitrica da la divizion callulsirs.

. L
Lacontsminstion 2st un probléma natera] dans una culties primsite, carl'organizmea dont provisnnent
las callulss o'atait pas starils, Tl faut done dacontaminer les pralavemants, o2 qui induit tm strass
supplemantsia pour las callules, ot gjoutar das antibiotiquas.

La contaminant callulsire principal dans uns culturs primsise fssoe dun animal sst las fbroblastes, qui
sont lzs callules cicatricialles. Ellss proliferent facilement an ' stendant on tapis da calluls en fissam, ot
cultiers ot affament las callules d'intarst. 1 2st difficils do 2'an debarrassar,

Remargue : Lavacsolization ez callulss ot la prazenca da sranulss s tonr du novan sont des indicas

da spuifrancs callulais

VI, La coliure cellolaire et les conditions de sterilite :

Toutes les procédures nécessaires ala culture cellulaire nécessitent un
travail en milieu stérile, c'est-a-dire un milieu exempt de tout micro-
organisme vivant. Pour ce faire, de nombreux traitements existent pour
gteriliser le matériel utile au travail,
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Traitement et description

Traitement 4 la flamme
L& matérial est chauffé au-dessus dune flamme. Les micro-organismes
meurent & cause de ka chaleur.

Traitement au four & chaleur séche
Le matériel est chauffé a Intérieur dun four qui tue les micro-organismes.

Traitement chimique
L matériel est trempé dans une solution ou exposé o un gaz, ce qui tue les
MICro-0rganismes,

Traitement & la vapeur d'eou
Ce troitement se foit généralement dans un outoclove, ciest-g-gire un

appareil qui posséde une chambre hermétique dans loguelie on dépose e
matenel d stériiser. Lo pression elevee et lo chaleur font mounr les micro
Organismes.

Traitement par rayonnements
Le matériel est exposé 0 des royonnements (royons X, rayons UV, rayons
gamma, etc.) qui tuent les micro-organismes.

PSM ou Posta da sacurita en Microbiologia

Schéma de principe du P5SM

Inconvénient passible

Le matenel peut fondre sous lo
chaleur de ko flamme.

Le matenel qui ne résste pasalo
thaleur peut casser.

Les substances utiksess sont
souvent nocives pour lo santé
humaine et difficlies o manipuler en
toute séounte.

e materiel qui ne résste pas 4
Thumidite ne peut pos etre stenlise
@ b vapeur deou

Lexposition qux royonnements peut
étre nocive pour la santé humdaine,

Lafiltra shaolw ssure 1'amét da tovts particelada plus da 0,3 pm datailla. 1'sir filtd st donc dabarasss
da touta particuls ou poussise, v compris bacterisnna, D nombrausss applications industrisllas, =n

particulisr dams I'slactromiqua, utilizent das PERL
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e d
fearte e 1'nir

1/ Manipulation.

+  Puizguil 'azit dun flux vertical en provenancs du haut dalahotts on contamine oo passant au
dessus du material manipula ; las poussisre: ont tandanca a tomber, 1l a5t donc pecesssire dabisn
odZamizaf |a hotts pous ne pas passer 1es mains au dassns das tubss, bodtes, flacons, pipsttas
oivats

» Ilestnacesssirs d'stra an moins 2 10 om da L2 grills potr 8tr2 dans la zopade stanilita,

v Tout la matérie] introduit doit 2 pares 3 'hane] 20,05 (on &un malmps Javel Sthangl 0, 70).

+ DPasseral'athano] los mains ou les gants {5 travail avac gants non starilas) ot da fapon ganarsla
faspactar une bonns hygisns corporslls.

1 de prowcTan » Travailleravac des blowses reearvass 3 cat usagast surtout pas s blousas da bactariolosia.

Poamangus ;

+ Cartains utilizent un bac Bunsan 2 1'intarizur da 1a botta pour flamber 1 owvarturs des tubses
at daz flacons avant leur farmaturs por parfsine lewr starilita. Maisz la flammes parturbala

[ i T flu 2t risqua toujours dabriler les filtrss. La Bec Bunsan DOIT DONC ETRE
VA f PROSCRIT
— « 5ilas pipattes utilizass ont s2rvi pour un produit pathogans il faut prandrs 1a pracaution
i -~ 1 lorzqua la pipatts ast miza dans labac 2 daterzant da bien la remplir avac 1= datergant pour

bism datrita |'azant pathogans.
3: Nettoyage apres manipwotion :

« Nattoyerle plan de travail ot les parois avec un désinfactant spécial ou tn mélange Javel Ethanol
o avantuallsment Javel diluss,
Pour assursr un bon pettoyazs snlaver le fond.

+ DPaszer i possible, aux UV I'intaerisur da la hotte potr datrrire las microofganismas prasants dans
122 r2coins ot qui surzisnt pune pas Strz attsints parls dasinfactant lors da 1'staps pracadants.

Femanguaz

»  Laz hottes a flux horizontal p2u cottersss maiz sncombrantes of surtout pan satisfaizantas car
1'zir extorizur antra dans 12 hotts ot fisqes da contaminer la maniprlation | un bac Bunsan 5'imposes
gt rizqua &' endommasar Jas filtrss sbeolus qui empachent la contamination dal'axtarisur, Ellas
sont donc & proecrire sheolument an virolesis, sn microbiologis pour gamea: pathogama:, &
tomicologiz
Ca zont halas ancors 1oz plus fraguentss dams lss labosatoirss, o2 qui nacessits un remplacemeant
dans les cas citas @ dessus,

s Il exiztadez PEN plus perfactionnas ou 1 operateur ne rentre pas ses mains.
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Etuve a dioxyde de carbone

Schéma de l'etuve

o N
i Srindrabide of Boulle adtiende SAZe 0 rdsisbancar
S (= WIibe, Dactirdoade of fongicade)

B g fonchionnsmert J un M uLalter 3 Jryde g Cabons

ATTENTION A LA PORTE QUI DOIT £TRE BIEN FERMEE : dans la cas contrzire de 1a buds 22 forma surla
porta at 1 CO2 risqua da na pas &trs injacts.

Pipetdid
Ca zystema parmet 1'utilization da touts pipatts classique : la pompa assurs 12 fonction habituslladala
poira d'aspiration. Son filtrs Svits uns contamination du liquida praleva parl'air déplacs lors du

pralavement. Las pipattas utilizass doivent svidemment Stes starilas,

Microscope inverse

La microzcops utilizé pour ragardar 12z boites ne paut pas les "voir” par dessus : 1'objectif daveait
obligatoirement panstrer dans la boite pour Strs suffizamment pras das callules situde: surle fond ot
racouvertas da liguida.

Tl a donc fallu inverser la microzcops : 1os objactifs razardent la boite par dessous. L'aclsirazs ost r2aliza
par dassus. L2 contrasta da phaze 'imposs.

Sur catt2 imags on verra clairement la position das objactifz.




