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RESOLUTION DES PROBLEMES POUR
LES UTILISATEURS D’EAU PURE

Bienvenue

Selon les estimations, un laboratoire moyen utilise 35 millions de
litres d’eau par an. Ce guide permet de mettre en ceuvre les bonnes
pratiques et d’éviter que I'eau ne compromette vos résultats.

Il existe un certain nombre de raisons
pour lesquelles les choses peuvent ne
pas se dérouler comme prévu pendant
vos recherches. Outre les facteurs
comme les pannes d’équipements,
les problémes d’approvisionnement
en réactif et (méme) 'erreur
humaine, vous devrez également
gérer de nombreuses sources de
contamination.

Dans ce document, nous nous
concentrons sur les contaminants
que I'on retrouve dans I'alimentation
en eau de votre laboratoire et nous
proposons des idées afin d’empécher
ces contaminants de compromettre
les procédures expérimentales, les
analyses des données et les
applications en aval.

Leau est probablement le réactif le
plus utilisé dans un laboratoire: en
effet, selon les estimations, un
laboratoire moyen utilise 35 millions
de litres d’eau par an. C’est presque
cinq fois plus qu’un batiment de
bureaux de taille similaire I'* [l est
donc important de contrdler,
d’entretenir et de surveiller tres

soigneusement la pureté de I'eau
dans votre laboratoire.

La contamination de I'eau peut créer
un certain nombre de problémes
entrainant la perte de vos échantillons,
voire lendommagement des produits,
tandis que la détection inopportune
d’une contamination pourrait
remettre en question la précision et
la validité de vos données. Comme si
cela ne suffisait pas, le temps, les
ressources et I'argent nécessaires
pour remédier a ces problemes
peuvent atteindre des niveaux
significatifs, vous écartant, vous et
d’autres membres de votre
laboratoire, de I'objectif de votre
véritable objectif: la recherche
scientifique.

Plusieurs facteurs différents peuvent
contaminer I'alimentation en eau de
votre laboratoire. Ce sont les
bactéries et leurs sous-produits
(comme les endotoxines), ainsi que
d’autres micro-organismes et
biomolécules, les ions, les gaz
dissous, les composés inorganiques
et organiques, les particules et les

enzymes de restriction (comme les
nucléases et les protéases).

Dans ce document, nous proposons
une vue d'ensemble des meilleures
méthodes visant a empécher la
contamination dans les applications
de laboratoire courantes. Elle
comprend un résumé des bonnes
pratiques de laboratoire (BPL), ainsi
que les différents procédés impliqués
dans la purification de I'eau.

Nous nous concentrons sur la
résolution des problémes liés a I'eau
dans les applications
particulierement sensibles, comme la
culture de cellules, la biologie
moléculaire et la chromatographie en
phase liquide, pour lesquelles la
pureté de I'eau revét une importance
toute particuliére. Dans chaque cas,
nous proposons un résumé des
causes, des problémes et des astuces
de dépannage pour chaque
probléme. ©
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Astuces

CONSIGNES GENERALES POUR EVITER
LA CONTAMINATION DE L’EAU

BONNES
PRATIQUES DE
LABORATOIRE

COMMENT L’EAU
DE LABORATOIRE
EST-ELLE
HABITUELLEMENT
PURIFIEE?
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Astuces

SUITE...

Qualité de I'eau | Résistivité, MQ.cm | COT (ppb) | Bactéries (UFC/ml) | Endotoxines (UE/ml)

\ \ \<003
<10 <10 <003

>10
\<50 \<1oo \s/o
<200 <1000 5/o

CHOIX DE LA PURETE DE
L’EAU ADAPTEE A VOTRE
APPLICATION
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DEPANNAGE LIE A I’EAU POUR...

Les applications
sensibles

Sivous respectez les directives des BPL, que vous utilisez
la pureté adéquate de I'eau pour votre application

et que vous effectuez une maintenance fréquente

de votre systeme de purification, vous réduisez
considérablement les risques de contamination.
Toutefois, certaines applications sont plus sensibles
(Figure 3, page suivante) et nécessitent un niveau de
vigilance accru.

Pour vous aider, nous avons crée un guide de dépannage
pour trois applications de laboratoires courantes:

la culture cellulaire, la biologie moléculaire et la
chromatographie en phase liquide. || comprend des
suggestions quant a la maniere d’identifier les types
d'impuretés présentes dans I'eau et pouvant étre
responsables de la contamination, mais aussi pour
résoudre les problemes courants lorsque vous effectuez
VoS expériences.



https://www.veoliawatertechnologies.fr/fr/savoir-plus-nos-solutions-labos?utm_source=site-vwt-fbs&utm_medium=livre-blanc&utm_campaign=trouble-shooting
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Adaptez le type d'eau a votre application

ET LAISSEZ PARLER VOS DONNEES

RESISTIVITE | 18,2 MQ.cm 18 MQ.cm 1MQ.cm >0,05 MQ.cmw
OBJECTIFS | Applications Techniques Recherche Applications Appareils de
sensibles d’analyse générale moins sensibles || laboratoire
annexes
APPLICATIONS BIOLOGIE MOLECULAIRE Spectrométrie : Electrochimie Histologie Alimentations
SPECIFIQUES Arrllpliﬁcatio?PEg)chaine par ICP-AES, GFAAS, ICP-MS Test de dissolution Titrages d'autoclaves
polymerase Chromatographie en phase - ira Culture hydroponique
Electrophorése de TADN liquide- D omet pd Experiences Tests de stabilité - veropontd
iquide-Spectrométrie de | lat G t d
Transfert d’ADN et d’ARN ) lees a la tension Chimie générale enerateurs de
> de 'ADN masse (LC-MS) superficielle vapeur
PECIUEVJGZS:I € Chromatographie : Spectrophotométri Alimentation de Chambres de stabilité
AXAcflsjla-ToF HPLC, CPG. IC pectrophotométrie systemes de Type | Vam resv e stabilité
p N . . . Analyseurs de Autoclaves en acier Al[rr)cfntatwn de
Electrophorese des protéines Test des composés organiques particules inoxvdabl stérilisateur
APPLICATIONS CLINIQUES volatils (COV) i noweane i i
Q p N e Analyse Kjeldahl Anal te- Alimentation de
Culture de cellules Electrophoreése capillaire (EC) nalyseurs azote systemes de Type |
) . > ) phosphore (AP), Y yp
Préparation de milieux Test du carbone organique solutions pH
microbiologiques total (COT) Anal dpl
Immunohistochimie (IHC) i ) nalyse de la
e P Spectrométrie d’absorption e
roctatynedaenent S demandeiociriqe
Fécondation in vitro (FIV) demande chimique en
Analyse des perturbateurs oxygene
endocriniens
Electrophysiologie
Travaux apyrogénes
TYPE I+ TYPEI TYPE III
e ULTRAPURE ULTRAPURE QUALITE GENERALE
LY
RNy
e
IMPURETE
ELIMINEE
Composés organiques v v v v
Composés inorganiques v v v v
Toxines V4
Particules + MICRO « 202um " 99%de>02pum « 99%de>0,2 um
Traces d'ions v
Nucléases v
Bactéries k " <OTUFC/mI « <TUFC/ml " <5UFC/ml  <5UFC/ml
I |
LEGENDE

COMPOSES ORGANIQUES : par exemple,
élimination de la plupart des pesticides,
des herbicides, du tissu végétal/animal
COMPOSES INORGANIQUES : par exemple,
élimination de la majeure partie du fer, du

plomb et du cuivre

TOXINES : endotoxines bactériennes et

pyrogénes

PARTICULES : taille indiquée
TRACES D'IONS : par exemple, silice et bore
NUCLEASES : ribonucléase/

désoxyribonucléase

BACTERIES : échelle indiquée

CHORUS1I

Figure 3: diverses techniques de laboratoire et niveaux de pureté de I'eau requis pour éviter la contamination et recueillir des données d’excellente qualité.

CHORUS I1

CHORUS III
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Preoccupations liées a l'ultrapurete

Vos préoccupations liées a une eau ultrapure dépendent de votre contexte : une eau ultrapure de Type 1+ et
de Type 1 nécessite une alimentation en eau prétraitée. Ce guide vous permet de savoir comment vous assurer
que vous disposez de la bonne installation, et ne vous inquiétez pas si vous n’avez pas encore l'infrastructure

nécessaire : notre solution Chorus lll est la pour vous aider.

ALIMENTATION EN EAU PRETRAITEE ? NN

Le Type I+ et le Type | nécessitent une alimentation en eau prétraitée

Vous pouvez
utiliser une
solution

<30 pS/cm
alimentation a
osmose inverse (Ol)

<1pS/cm

CHORUSI

CHORUSII

Chorus Il comme
alimentation de

eau déminéralisée votre solution
filtrée (SDI) ou Chorus |
distillée

RESERVOIRS POUR )
LABORATOIRES ACTIFS

Grace aux réservoirs de 15, 30, 60 et 100 litres,
vous pouvez disposer a tout moment d’une
alimentation en eau, méme dans le plus occupé
des laboratoires, tandis que des systéemes
avancés empéchent la contamination de I'eau
pure et vous permettent d’avoir toute confiance
dans la qualité de 'eau.

kTSL 30L eOL 100L

CHORUSI

CHOIX DU DISTRIBUTEUR

Nous vous proposons trois options différentes de distributeurs pour les adapter au
mieux a vos besoins : distributeurs fixes avec fonctions de commande de base ou

avancées, ou distributeur manuel pour une flexibilité optimale.

HALO

Distributeur fixe pour vos
besoins de base

HALO ADVANCED

Distributeur fixe avec
fonctions de commande
avancées

HALO FLEXIBLE

Distributeur manuel qui vous
apporte des fonctions de commande
avancées et une flexibilité optimale
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La chromatographie en phase liquide est une technique qui
permet de séparer et d’'identifier les composants d’'un échantillon.
Léchantillon traité est élué avec la phase mobile (qui contient
souvent de I'eau, du méthanol et/ou de I'acétonitrile), puis il passe
au travers d'une colonne analytique. Chaque composant de cet
échantillon va interagir via différents types d’interactions avec

la phase stationnaire de celle-ci; permettant ainsi d'obtenir des
informations telles que la composition et la concentration.

Les différents types de systémes de
chromatographie utilisés en laboratoire
incluent la chromatographie en phase
liquide a ultra haute performance
(UHPLC) et la chromatographie en
phase liquide a haute performance
(HPLC), qui font passer une phase
mobile sous pression dans la colonne.

Ces systémes peuvent également
étre associés a un spectrométre de
masse pour I'analyse moléculaire en
aval des facteurs des composants.

La chromatographie est tres sensible.
De ce fait, elle est capable de faire la
différence entre les formes chargées
ou neutres du méme analyte. Toutefois,
cette sensibilité peut colter cher: il est
essentiel de s’assurer que la phase
mobile est exempte de contaminants,
ce qui risquerait sans cela de
compromettre vos résultats et
d’endommager votre équipement.

Des problemes analytiques peuvent
influencer les résultats et 'avancement
de votre projet comme: des artefacts
électriques, de régulation de la
température, de pompage ou méme
d'injecteur, de phases mobiles.

Dans ce document, nous nous
concentrons sur les problémes
pouvant survenir en cas d’utilisation
d’une eau de mauvaise qualité, avec
notamment des temps de rétention
variables, une perte de résolution,
des trainées de pics, une dérive, un
bruit de ligne de base excessif, des
crétes négatives, des pics « fantomes »,
des pics d’adduit et une contre-
pression. Pour chaque cas, nous
proposons des exemples illustrant ce
a quoi pourraient ressembler vos
données, pour vous permettre de
résoudre les problémes liés a I'eau
lors de vos expériences en
chromatographie.
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Problemes

TEMPS DE RETENTION VARIABLE

De subtiles modifications de la phase mobile dues aux contaminants de I'eau ou une phase mobile non
homogéne peuvent induire une dérive des temps de rétention (Figure 4).

T T

Normal Probléme Comparaison chromatogramme
illustrant des
temps de rétention
variables.

PERTE DE RESOLUTION

Si votre phase mobile est contaminée ou dégradée, elle peut conduire a la modification des temps de
rétention ou de la sélectivité et, en fin de compte, a une perte de résolution (Figure 5). Vous risquez
alors d’avoir du mal a identifier les composants de I'échantillon.

Normal Probléme Comparaison chromatogramme
illustrant une perte

de résolution.

TRAINEES DE PICS

Si votre phase mobile est contaminée ou dégradée, elle peut induire des trainées de pics (Figure 6).

Normal Probléme Comparaison chromatogramme

illustrant des
trainées de pics
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DERIVE DE LA LIGNE DE BASE

La ligne de base peut donner I'impression de monter ou descendre (Figure 7) si votre phase mobile n’est
pas totalement homogénéisée.

Cela peut également se produire si vous I'avez stockée pendant une période prolongée ou si vous avez
utilisé une eau de mauvaise qualité et/ou des réactifs de qualité non-HPLC pour la préparer.

i

ke ittt etta itk s

Figure 7 :

Normal Probléme Comparaison chromatogramme
illustrant une ligne

de base qui dérive.

i

LIGNE DE BASE BRUYANTE

Des lignes de base bruyantes (Figure 8) peuvent apparaitre sur le chromatogramme si I'eau ou les
réactifs utilisés pour préparer votre phase mobile ne sont pas de qualité HPLC ou n'ont pas été
renouvelées. Par conséquent, votre phase mobile est peut-étre contaminée, générant un bruit de fond
plus important.

Normal Probléme Comparaison chromatogramme

illustrant une ligne
de base bruyante.

PICS NEGATIFS

Si votre phase mobile ou un contaminant est plus absorbante que les composants de I’échantillon,
cela peut se présenter comme des pics négatifs (Figure 9).

N . Figure 9:
Normal Probléme Comparaison chromatogramme

illustrant des pics
négatifs.
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PICS « FANTOMES »

De faux pics peuvent se développer si des contaminants sont absorbés dans la colonne. Afin de
différentier les pics échantillons des pics fantdmes (Figure 10), vous devez simuler une injection sans
pour autant injecter dans la colonne, et comparer avec un blanc matrice.

e —

Normal Probléme Comparaison Eihgrl(‘)rrfl;fc)o:gramme
illustrant des pics
«fantomes ».
PICS D’ADDUIT

Les pics d’adduit (Figure 11) posent principalement probleme lors de la réalisation d’'une spectrométrie
de masse et ils se produisent lorsque des ions contaminants modifient la concentration ionique des
composants de I'échantillon.

l l

Normal Probléme Comparaison Figure 11:
chromatogramme
illustrant des pics
d’adduit.

CONTRE-PRESSION

La contre-pression peut résulter d'une accumulation de contaminants dans le systeme. Si cette
situation persiste, elle peut entrainer une fuite sur le systéme analytique, ou au niveau de la colonne,
pour dans le temps raccourcir la durée de vie de la colonne et conduire a I'arrét du systéme.




causes

En chromatographie en phase liquide, I'eau
est utilisée pour préparer la phase mobile,
les échantillons, les étalons et les essais a blanc,

13

RESOLUTION DES PROBLEMES POUR
LES UTILISATEURS D’EAU PURE

mais aussi pour nettoyer les récipients.

Des contaminants dans I'eau, comme des
composes organiques, des ions, des particules
et des bactéries, peuvent entrainer des données
de mauvaise qualité.

COMPOSES
ORGANIQUES

Si des contaminants organiques
sont présents dans votre phase
mobile, ils peuvent s'accumuler
dans la téte de colonne. Ils
peuvent ensuite étre élués et
apparaitre comme des pics
«fantdmes » dans le chroma-
togramme. Les composés
organiques peuvent également
agir comme la phase stationnaire,
entrainant ainsi une dérive des
temps de rétention et une
trainée des pics.

De plus, les composants du
systéme peuvent étre enrobés
d’impuretés et entrainer
I'introduction de particules

par le biais des filtres. Vous
trouverez ci-contre une liste des
contaminants dont vous devez
vous méfier (et des types de
problémes qu'’ils peuvent poser).

Une réduction de la résolution
et de la sensibilité, ainsi que
le bruit et la dérive de la ligne
de base, sont également

des preuves de la présence

d’'impuretés organiques

dans votre systéme de
chromatographie. Qui plus est,
des accumulations organiques
peuvent entrainer une contre-
pression de la colonne et
conduire a 'endommagement
de la colonne.

IONS

Des ions comme le sodium (Na),
le potassium (K), 'aluminium
(Al), le calcium (Ca), le fer (Fe),
le magnésium (Mg), le cuivre
(Cu) et le platine (Pt) peuvent
modifier la concentration
ionique de I'analyte dans
votre phase mobile. Ceci est
principalement un probléme
pour les systémes de
chromatographie associés a la
spectrométrie de masse.

BACTERIES

La phase mobile aqueuse est
sensible a la prolifération
microbienne. Si des sous-
produits bactériens (comme
des parois cellulaires) entrent
dans le systéme, ils vont

se comporter comme des

particules, en colmatant Ia
pompe et en conduisant a
une accumulation de pression
dans la colonne. Cela peut
non seulement endommager
votre équipement de
chromatographie, mais
également induire des
données de mauvaise qualité
du fait d’'une augmentation du
bruit de fond.

PARTICULES

Sivous utilisez une eau de
mauvaise qualité ou des
réactifs non HPLC pour
préparer la phase mobile,
vous risquez d’introduire

des particules qui, en retour,
apparaitront sous forme

de ligne de base bruyante
sur le chromatogramme.
Laccumulation de particules
peut également conduire a une
augmentation de la contre-
pression du systéme du fait
du colmatage de la colonne.
Par conséquent, cela pourrait
endommager la colonne et le
systéme HPLC.




Pour prolonger la durée de vie de
vos systémes de chromatographie et
garantir une précision optimale des
données, vous devez utiliser de I'eau
ultrapure de Type I+ tout au long du
procédé.

Ceci est tout particuliérement
important lors de la préparation de
la phase mobile, qui ne doit jamais
inclure que des réactifs de qualité
HPLC (comme de 'acétonitrile) et de
I'eau. Si un réactif est contaminé a
un moment ou a un autre, ou s’il est
périmé, vous devez éliminer le lot. Il
est également important de veiller a
homogénéiser soigneusement votre
phase mobile.

Lutilisation d’une eau fraichement
préparée dans un appareil de
laboratoire réduit les risques de
contamination, car celle-ci a plus

de chances de se produire en cas
d’utilisation d’une eau qui a été
stockée pendant une période
prolongée. Cela dit, vous devez
remplacer réguliérement les
consommables pour éviter que

les contaminants ne s’accumulent

et ne soient libérés. Nous vous
recommandons également d’éliminer
les deux premiers litres d’eau lorsque
vous prélevez de I'eau ultrapure
fraichement préparée pour la
chromatographie, car cela réduit le
risque de pénétration dans le systéme
de contaminants provenant des filtres.

Leau ultrapure est un excellent
solvant, elle extrait les contaminants
des récipients. C’est pour cette raison
que vous devez également éviter
d’utiliser des tuyaux et des récipients
de stockage en plastique, car les
phtalates peuvent étre relargués dans
I'eau purifiée.

Nous conseillons de toujours
utiliser des récipients en verre
pour stocker votre eau. Méme s’ils
peuvent malgré tout libérer des
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Dépannage

ions avec la solution, vous pouvez
limiter le risque de contamination
en nettoyant correctement vos
récipients en verre. Cela signifie

que vous devez uniquement laver

et rincer les récipients en verre avec
des solvants de phase mobile et de
I'eau ultrapure. Si un nettoyage plus
rigoureux est nécessaire, utilisez des
ultrasons avec 10 % d’acide formique
ou d’acide nitrique, puis de 'eau,
puis du méthanol ou de I'acétonitrile,
puis a nouveau de I'eau (en répétant
ce procédé deux ou trois fois si
nécessaire).

N’utilisez pas de détergents, car

les résidus (comme le polyéthyléne
glycol) pourraient contaminer la
verrerie et 'HPLC. Aprés le nettoyage,
aucun autre élément que du solvant
ne doit entrer en contact avec la
surface interne : ne laissez pas
sécher les récipients en verre sur des
égouttoirs et assurez-vous qu'ils sont
lavés et stockés a I'écart des récipients
en verre utilisés pour d’autres
procédures expérimentales.

Leau ultrapure absorbe également
les contaminants de I'atmospheére.
Par conséquent, pour empécher les
bactéries de pénétrer dans le systeme,
vous devez préparer, dégazer et filtrer
(0,2 pm ou 0,45 pm) votre phase
mobile quotidiennement. Apres les
longues périodes d’arrét, vous devez
rincer 'ensemble du systéme avec

de 'eau et du solvant organique
adapté (comme de 'acétonitrile ou du
méthanol). Le stockage du systéeme
en eau peut également entrainer

une contamination microbienne. Si
votre systéme de chromatographie
est contaminé par des bactéries,
vous devez passer tous les récipients
a lautoclave et remplacer les filtres
et tuyaux. Nous vous suggérons
également de purger le systéme dans
du méthanol ou de 'acétonitrile
pendant une nuit. ©

™

NOUS
CONTACTER

Découvrez comment
ELGA peut vous
permettre de mieux
controler les
contaminants dans
votre eau pure et
ultrapure.

LISTE DE CONTROLE POUR
LA CHROMATOGRAPHIE
EN PHASE LIQUIDE

 Utilisez de I'eau ultrapure de
Type I+

« Evitez toute pénétration
de contaminants
atmosphériques

» Ne stockez pas les réactifs
pendant de longues périodes

+ Utilisez des réactifs de qualité
HPLC

« Homogénéisez la phase
mobile

« Assurez-vous que la phase
mobile n’est pas absorbée

+ Utilisez des méthodes de
nettoyage appropriées pour
les récipients en verre

« Changez réguliérement

les filtres du systeme de
chromatographie

« Utilisez de I'eau filtrée sur
place plutét que de I'eau en
bouteille/stockée

« Remplacez les consommables


https://www.veoliawatertechnologies.fr/fr/savoir-plus-nos-solutions-labos?utm_source=site-vwt-fbs&utm_medium=livre-blanc&utm_campaign=trouble-shooting
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La culture de cellules implique de cultiver des cellules en
dehors de leur environnement naturel, selon un ensemble
de conditions contrélees. De plus, tous les travaux sont
réalisés en utilisant des techniques aseptiques sous une
hotte a flux laminaire stérile. Si des impuretes parviennent
a s'introduire dans vos cultures, cela peut induire un
certain nombre d’effets secondaires indésirables, dont une
faible croissance cellulaire ou une mortalité cellulaire, et
potentiellement conduire a des données imprécises.

Leau est utilisée lors de nombreuses dans des bains-marie, et elle peut
étapes tout au long du procédé de également se retrouver dans le
culture. Cela inclut la préparation des  réservoir de I'incubateur.

milieux et des solutions de lavage,
ainsi que le nettoyage des récipients
en verre. Leau est également
impliquée moins directement, par
exemple, lorsque des solutions sont
portées a la bonne température

Voici quelques problemes pouvant
survenir dans un laboratoire de
culture de cellules si votre eau est
contaminée, ainsi que certaines
étapes a suivre pour limiter le risque
que cela ne se produise.



Problemes et causes

FAIBLE
CROISSANCE
CELLULAIRE
OU MORTALITE
CELLULAIRE

Les problémes les plus
fréquents dans la culture

de cellules sont la faible
croissance cellulaire ou la
mortalité cellulaire. Cela peut
ruiner des mois de travail et
retarder votre avancement,
mais également conduire

a la génération de données
erronées. Cela peut constituer
un défi spécifique si votre
expérience implique de
déclencher et de mesurer un
déclin de la viabilité. Il existe
un certain nombre d'impuretés
couramment détectées dans
I'eau, qui peuvent entraver

la croissance cellulaire,
comme les endotoxines, les
ions métalliques et d’autres
impuretés.

IONS
METALLIQUES ET
IMPURETES

Les ions métalliques peuvent
se retrouver dans 'eau utilisée
pour créer les milieux et

laver les récipients en verre.
Leau hautement purifiée est
également un solvant agressif,
qui peut libérer des ions
métalliques toxiques issus
des récipients en verre et des
pipettes/embouts, ou encore
des plastifiants provenant

des tuyaux ou des cuves en
plastique. De plus, la vapeur
dans les autoclaves contient
souvent des additifs visant

a limiter 'accumulation de
tartre (qui pourrait a terme se
déposer sur vos récipients en
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verre, avant de se retrouver
dans votre culture).

ENDOTOXINES

Les endotoxines sont des
pyrogenes présents dans

la membrane externe des
bactéries a Gram négatif.
Elles peuvent pénétrer dans
les cultures de cellules par le
biais de I'eau, des sérums ou
d’autres additifs de culture.
Les endotoxines peuvent
susciter une puissante réponse
immunitaire et elles affichent
une réactivité biologique
élevée. Par conséquent,

elles peuvent influencer

la croissance de la culture

et conduire a la variabilité
expérimentale ; si vous
suspectez une contamination,
vous devez donc, effectuer un
test du lysat d'amibocyte de
limule (LAL).

CULTURES _
CONTAMINEES

Des contaminants comme des
bactéries, des moisissures, des
levures et des champignons
peuvent tous pénétrer dans
les cultures de cellules par le
biais de I'eau. Certains d’entre
eux sont faciles a repérer

a P'ceil nu. Mais certains
peuvent ne pas étre détectés,
méme par un examen sous
un microscope. Nous vous
recommandons donc de
surveiller réguliérement vos
cultures.

BACTERIES,
MOISISSURES ET
LEVURES

Les contaminants biologiques
se retrouvent partout, méme
dans 'eau. Une fois qu’ils ont

pénétré dans votre culture
de cellules, ils disposent de
conditions de prolifération
optimales et les problémes
qu'ils peuvent causer risquent
de gagner rapidement en
intensité. Ils conduisent
souvent a des modifications
de la turbidité ou du pH.
Cette deuxieme modification
altere la couleur de la

culture en la faisant passer
du rouge au jaune (si votre
milieu contient un indicateur
rouge de phénol). Toutefois,
toutes les modifications

ne sont pas facilement
détectables. Certaines,
comme la contamination par
mycoplasme, peuvent étre
difficiles a déceler, surtout si
les organismes contaminants
ont une croissance lente.

CHAMPIGNONS
GENERANT DES
SPORES

Dans bon nombre de
laboratoires, les bains-marie
servent a décongeler des
réactifs pour culture de
cellules, comme les sérums, ou
a porter le milieu a la bonne
température avant de I'ajouter
aux cellules. Leau présente
dans le plateau de I'incubateur
permet de maintenir un
environnement humide dans
I'incubateur. Si 'eau que

vous utilisez pour remplir les
bains-marie et les plateaux
est contaminée, cela pourrait
alors conduire a la dispersion
de champignons générant

des spores par le biais des
ventilateurs de I'incubateur et
des hottes a flux laminaire.

o
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Solutions

Culture cellulaire

Les contaminants biologiques
peuvent persister pendant
de longues périodes. Par
conséquent, une bonne
pratique consiste a surveiller
régulieérement votre eau

et vos cellules, pour éviter
que ces contaminants

ne compromettent

vos expériences. Vous
pouvez détecter des
contaminants biologiques
al'aide de méthodes

comme |'établissement du
caryotype, I'électrophoreése,
le test de la turbidité, des
tests immunologiques ou
I'identification génétique.

Une bonne idée est également
de garder des registres
corrects des équipements, des
solutions, des milieux et des
fournitures, car ils peuvent
vous permettre d’identifier

la source du probléme si les
choses devaient mal tourner.
De plus, il est important que
vous testiez I'intégralité des
nouveaux réactifs, milieux,
sérums et eaux en plus de la
réalisation des controles de
maintenance de routine sur
les incubateurs, les hottes, les
bains-marie et les systémes de
purification de I'eau.

Le respect de bonnes pratiques
aseptiques et un programme
de nettoyage régulier peuvent
considérablement limiter les
risques de contamination

de vos cultures de cellules.
Vous devez vous assurer

que seule de 'eau stérile est
utilisée lors du remplissage

du réservoir de l'incubateur
et, si possible, essayez d’éviter
d’utiliser les bains-marie
complétement. Lutilisation
d’autoclaves et d’antibiotiques
peut également permettre de
résoudre une contamination,
méme si cela peut avoir
d’autres effets indésirables sur
votre dispositif expérimental.

La pureté de I'eau est
essentielle pour garantir la
réussite dans un laboratoire de
culture de cellules, nous vous
recommandons donc d’utiliser
de l'eau ultrapure Type I+. Il est
également important que les
systémes de purification de
I'eau soient bien entretenus et
que les consommables soient
remplacés régulierement

pour garantir la qualité
permanente de I'eau. Ceci tout
particuliérement important
pour les résines échangeuses
d’ions, car elles peuvent abriter
des bactéries qui produisent
des endotoxines. ©
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La biologie moleculaire inclut généralement la synthese,

la modulation et I'étude des molécules comme 'ARN,

I’ADN et les protéines. Par conséquent, vous devrez extraire
des moléecules avant de pouvoir les analyser en utilisant
des techniques comme la PCR quantitative (qPCR),

la PCR en point final, la transcription in vitro, la ligature,

la précipitation de la chromatine, I'électrophorese,

le western blot, etc.

Des facteurs comme une mauvaise Tandis que la biologie moléculaire
conception d’amorce, des conditions  fait appel a un nombre considérable
de cycle thermique sous-optimales de techniques, nombreuses sont

et une mauvaise utilisation des celles qui reposent sur la détection
tampons peuvent influencer le d’un produit traité sur un gel

résultat de bon nombre de ces d’agarose ou de polyacrylamide.
procédures. De plus, une mauvaise Ainsi, nous avons concentré notre
qualité de I'eau peut introduire propos sur I'extraction de produits ou
un certain nombre d’impuretés de molécules matrices, I'amplification
potentiellement dangereuses, des produits issus de 'ARN/ADN
notamment des enzymes de et 'analyse des produits par
dégradation, des ions, du MgCl, électrophorése sur gel ou gPCR.

et de '’ADN étranger. Cela peut
induire I'échec des extractions,
une amplification non spécifique
ou ratée, et des dommages pour
'équipement.
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Problemes et causes

AUCUNE MATRICE
EXTRAITE

La plupart des expériences

de biologie moléculaire se
concentrent sur les molécules
d’ARN, d’ADN ou de protéines.
Leau est utilisée tout au long
du procédé d’extraction de
ces facteurs des tissus, cellules
et systémes in vitro. Par
conséquent, il est important
que votre eau soit exempte de
contaminants pour garantir la
poursuite sans probléeme de
vos procédés expérimentaux.

ENZYMES DE
DEGRADATION

Les enzymes de dégradation
incluent les nucléases
(ribonucléases et
désoxyribonucléases) et

les protéases, qui ciblent et
détruisent respectivement
I'ARN, 'ADN et les protéines.
Si votre eau contient ces
enzymes, elle peut empécher
le processus d’extraction et
détruire la matrice, surtout
si vous utilisez 'eau comme
éluant ou comme élément
d’un tampon de remise en
suspension.

PROBLEMES
D’ELECTROPHO-
RESE SUR GEL

[l est courant de traiter les
produits PCR sur un gel avant
de réaliser des expériences
comme le séquencage ou

le clonage. De méme, les
protéines sont souvent
présentées sur un gel pour un

transfert Western, avant d’étre
transférées sur une membrane
pour la coloration des anticorps.

Lélectrophorese sur gel
fonctionne en appliquant un
courant électrique dans un
réservoir rempli de tampon,
pour encourager I'échantillon
chargé négativement a aller
vers I'électrode positive et a se
séparer en fonction de la taille
moléculaire.

Les tampons de préparation et
de transfert sont réalisés avec
de I'eau, il est donc important
de vous assurer que celle-ci est
exempte d'impuretés, comme
des ions, qui pourraient sans
cela interrompre le processus
d’électrophorése dans votre
réservoir de gel.

IONS

Les ions, souvent présents dans
I'eau de pureté médiocre, peuvent
interrompre le débit du courant
électrique. S'ils sont présents en
grandes concentrations dans un
tampon, votre gel ne fonctionnera
pas correctement et cela
pourrait en retour entrainer le
brilage du réservoir de gel et
de mauvais résultats.

AUCUNE
AMPLIFICATION
EN EFFECTUANT
UNE PCR

Il est souvent nécessaire
d’amplifier 'ADN et 'ARN au
moyen d’'une PCR et d’'une
transcription inverse pour
analyse. Ces procédés reposent
sur une matrice intacte et
l'utilisation d’'une enzyme de
polymérase, comme la Tagq,
pour une amplification réussie.
Ainsi, il est important que

I'eau que vous utilisez lors

de la préparation du tampon
de réaction soit exempte de
contaminants.

ENZYMES DE
DEGRADATION

Sil'eau que vous utilisez

dans le mélange réactionnel
contient des enzymes comme
des nucléases, celles-ci vont
dégrader la matrice. De plus,
des protéases pourraient
détruire la polymérase,
détériorant alors sa capacité a
amplifier la matrice (Figure 12).

Figure 12: illustration d’un gel d’agarose
montrant différents types d’erreur qui se
produisent en cas d’utilisation d’une eau de
mauvaise qualité pour la PCR.

Marqueur
Taille de bande correcte
Aucune amplification

Taille de bande incorrecte

Trainée de gel

Controle contaminé




TAILLES DE
PRODUITS
INCORRECTES
ET TRAINEES DE
GEL LORS DE LA
REALISATION
D’UNE PCR

Les erreurs d’amplification
peuvent étre nuisibles

et compromettre votre
recherche en aval. Elles se
présentent souvent sous la
forme de dimeéres d’amorce et
proviennent d’'une mauvaise
conception de I'expérience.

Dans ce document, nous
évoquons la maniére dont les
impuretés de I'eau, comme

le MgCl, et les nucléases,
peuvent générer des tailles

de bande incorrectes et des
trainées de gel (voir la Figure 12
par exemple).

MgCL,

Le MgCl, est un cofacteur
essentiel pour la fonction de
polymérase. Toutefois, méme
s'il peut vous aider a booster
l'activité de la polymérase dans
votre PCR, c’est souvent aux

0,15

0,1

Fluorescence

0,05
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dépens de la spécificité. Par
conséquent, si vous ajoutez
par inadvertance trop de MgClz
au mélange réactionnel par
le biais d’une alimentation en
eau contaminée, vous risquez
d’obtenir une amplification
non spécifique, qui apparaitra
comme des trainées ou des
produits inattendus dans
votre gel.

NUCLEASES

La dégradation de la matrice
peut induire 'amplification

de 'ADN fragmenté dans
certains cas. Dans d’autres cas,
le produit est généré, mais

il commence a se dégrader.
Dans les deux cas, une trainée
apparait quand vous réalisez
une électrophorése sur gel.

CONTAMINATION
DU CONTROLE

DU REACTIF
D’AMPLIFICATION
LORS DELA
REALISATION
D'UNE PCR

Des expériences bien concues
incluent un contrdle négatif

ou « vide ». Cela garantit que
vos résultats sont valables

et que ce ne sont pas un
événement d’amplification
imprévu, déclenché par des
facteurs inattendus comme la
contamination de 'ADN.

Un contréle habituel ne
contient aucun réactif
d’amplification et il implique
souvent le remplacement de
I’échantillon (ou du réactif
d’amplification) par de I'eau
dans le mélange réactionnel.
Vous risquez de rencontrer des
difficultés si I'eau que vous
utilisez est contaminée par un
ADN étranger, comme celui de
bactéries.

Aprés un nombre suffisant

de cycles, le probleme va
s'amplifier et apparaitre

dans vos échantillons et vos
controles (cf. Figure 12 et
Figure 13). Il risque également
d’entrer en concurrence avec le
réactif d’amplification de votre
choix, de limiter la précision
de vos données et diminuer
I'efficacité générale de votre
équipement.

Figure 13 : illustration
d’un graphique qPCR
classique montrant
I'amplification du
contréle du réactif

Cycle

d’amplification (NTC,
rouge).
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Solutions

Biologie moléculaire

Les applications de biologie
moléculaire sont sensibles a

un certain nombre d'impuretés
de I'eau. Par conséquent, il
vaut mieux utiliser de I'eau
ultrapure de Type I+, stérile,
sans nucléase et traitée

par DEPC, pour toutes vos
applications impliquant

de I'’ARN, de '’ADN et des
protéines. Cela doit inclure

la préparation des tampons

de réaction, des blancs et

de I’élution de matrice. Il est
également vital que vous
conserviez toutes vos solutions
dans la plage de pH adéquate
afin de préserver échantillon.

En ayant pris des mesures pour
vous assurer d’utiliser I'eau de
la meilleure qualité possible,
vous devez aliquoter votre
eau pour la protéger contre

l'utilisation répétée d’'une
source d’eau contaminée. Vous
pouvez également limiter
considérablement le risque de
contamination si vous utilisez
des embouts avec filtre, car
ceux-ci agissent comme une
barriére physique pour les
contaminants en aérosol. De
plus, le travail sous une hotte
ou dans une zone dédiée

peut permettre de prévenir
davantage la contamination
croisée.

Enfin, vous devez utiliser de
I'eau purifiée de Type | pour

la préparation de tampons
d’électrophorese, car sa qualité
est suffisante pour garantir le
débit ininterrompu du courant
électrique dans le réservoir et
la réaction homogene

de votre gel. ©




Comme nous l'avons mentionné,
les impuretés de I'eau peuvent
compromettre votre recherche,
notamment pour les applications
sensibles. Par conséquent, une
meilleure compréhension des
problémes potentiels permet

de résoudre les difficultés qui

se présentent, mais également
d’empécher au préalable qu’elles ne
se produisent. Porter une attention
toute particuliere a la qualité de
votre eau lors de la préparation

et de la réalisation d’expériences,
mais aussi respecter les BPL vous
permettra de réaliser des expériences
positives.

Outre la garantie de sélectionner la
pureté de 'eau adéquate pour votre
application et d’entretenir votre
systeme de purification de I'eau, vous
devez conserver un registre a jour
des lots de réactifs de laboratoire et
de leur utilisation, mais également
surveiller les niveaux de pureté

de I'eau et le remplacement des
filtres. Vous pouvez alors étre assuré
que les données que vous générez
sont précises et vous éviterez une
multitude de problémes par la suite.

« Porter une attention
toute particuliere a la

qualité de votre eau vous
permettra de réaliser des

expériences positives. »
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Une eau pure adaptée a
avec tous vos besoins

Pour vous garantir d’obtenir le
niveau correct de pureté de I'eau
pour votre application, nous
avons développé une gamme
configurable : PURELAB® Chorus.
Elle vous permet de concevoir un
systéme parfaitement adapté

a vos besoins actuels, mais

elle offre également 'atout
supplémentaire de la flexibilité
si vos besoins devaient évoluer

a l'avenir. Peu importe que

vous ayez besoin d’eau pour

une expérience HPLC sensible
ou pour laver vos récipients

en verre, une solution est
disponible.

PURELAB® Chorus 1distribue

la pureté ultime de I'eau pour
les applications critiques
nécessitant une eau ultrapure
de Type | et Type I+. PURELAB®
Chorus 2 distribue une eau
pure de Type |l et de Type II+
Ol/déionisée de base a partir
d’une alimentation en eau
potable du robinet. Pour une
utilisation générale, PURELAB®
Chorus 3 distribue une eau

de niveau Ol primaire a la
demande. Ces systemes peuvent
distribuer différentes qualités
d’eau a partir de différents
points de distribution dans
tout le laboratoire. Un systeme
configurable va non seulement
garantir que votre eau est
adaptée a votre application,

mais il pourrait également vous
faire économiser de I'argent en
veillant a ce que vous n'utilisiez
pas de I'eau ultrapure onéreuse
lorsque ce n’est pas nécessaire.

De plus, les systémes Chorus
sont évolutifs et disposent

de solutions de stockage
modulables si vos futures
exigences en termes de
réservoir vont au-dela de vos
besoins actuels. Outre le gain
d’argent, ces systémes ne
compromettront pas I'espace
disponible sur votre paillasse.
En effet, les réservoirs peuvent
étre installés dans un placard
ou montés au mur, et le
distributeur Halo propose trois
solutions de distribution et de
surveillance a distance.

Assurez-vous que les solutions
de purification de I'eau de votre
laboratoire correspondent sur
vos besoins. ©

Cliquez ici pour en savoir plus
sur notre gamme Chorus de
systémes de purification de
I'eau.



https://www.veoliawatertechnologies.fr/fr/produits/purelab-chorus?utm_source=site-vwt-fbs&utm_medium=livre-blanc&utm_campaign=trouble-shooting
https://www.veoliawatertechnologies.fr/fr/produits/purelab-chorus?utm_source=site-vwt-fbs&utm_medium=livre-blanc&utm_campaign=trouble-shooting
https://www.veoliawatertechnologies.fr/fr/produits/purelab-chorus?utm_source=site-vwt-fbs&utm_medium=livre-blanc&utm_campaign=trouble-shooting
https://www.veoliawatertechnologies.fr/fr/produits/purelab-chorus?utm_source=site-vwt-fbs&utm_medium=livre-blanc&utm_campaign=trouble-shooting
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Note: ce tableau sert a souligner les situations dans lesquelles les impuretés de I'eau peuvent conduire a une erreur expérimentale. Toutefois, ces problémes ne se limitent pas a I'eau et peuvent
potentiellement provenir d’autres sources.
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https://www.veoliawatertechnologies.fr/fr/savoir-plus-nos-solutions-labos?utm_source=site-vwt-fbs&utm_medium=livre-blanc&utm_campaign=trouble-shooting
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