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RESUME

L’apparition de maladies chez les occupants d’@emviements « moisis » a été trés largement décrite
dans la littérature. Les effets sur la santé desigsures et métabolites associés sont nombreux :
infections, allergies, toxi-infections, irritationsa prévalence et la sévérité des maladies dédaré
chez I'enfant et I'adulte semblent corrélées avee augmentation des surfaces contaminées dans
I'habitat. Cependant, la caractérisation de I'exjams des personnes reste méconnue.

L’objet du travail de thése a essentiellement psutéle développement de méthodes d’analyse de la
qualité microbiologique des milieux, la définiti@t la validation d’indicateurs de surveillance de
cette qualité.

Ainsi, cette recherche a porté a la fois sur leettypement et I'amélioration des techniques de
prélevement mais également sur la mise au poifta@aptation de méthodes de dosage et de
reconnaissance indirecte, basées en particulielaswcherche des produits du métabolisme (COV
spécifiques) ou de constituants cellulaires spoEs(Ergostérol, mycotoxines).

Ainsi, I'étude des COV d’origine fongique a perndis définir une liste de 18 traceurs chimiques
pertinents associés a un développement fongique.

A partir de I'étude de ces composés, nous avoridi éta indice de contamination fongique des
locaux. Des prélevemenis situ réalisés dans 12 habitations ont permis la vatidate cet indice.

Par ailleurs, une méthodologie originale de quemation de I'exposition aux moisissures par
I'évaluation de la biomasse et des mycotoxinespdtées a été proposée.
Le taux de transfert matériau-air d’'une mycotoxiaestérigmatocystine) a également éte étudié.

Mots clés. Aspergillus niger, Aspergillus versicolor, COV, déoxynivalénol, développement
fongique, ergostérol, moisissures, mycotoxinesratoltine,Penicilliumbrevicompactumqualité de
I'air intérieur, Stachybotrygshartarum stérigmatocystine.



ABSTRACT

Disease occurrence in mouldy environments is vadghy described in the literature. Health effects
of moulds and associated metabolites are numeiotexction, allergy, toxi-infection, irritations.
Prevalence and severity of declared diseases ichilds and adults seem correlated with an increase
of indoor contaminated surfaces. However, the charaation of occupant exposure remains
underestimated.

The object of this work is essentially focused loa development of analytical methods to determine
microbiological indoor quality, the definition andlidation of survey indicators.

This research is thus both aimed at the developremtimprovement of sampling techniques and
also on the conception and adaptation of directiadolect measurements methods of metabolism
products ( Specific VOC) or of specific cellulameponents (Ergosterol, mycotoxins).

The study of VOC of fungus origin enabled the débn of relevant chemical tracers associated
with fungus development. From these compounds, stabbshed an index of fungus contamination
in the indoor environments. Samplings realizeddrh@uses allowed the validation of this index.

Besides, an original methodology of quantificatisihmould exposure was proposed taking into
account the evaluation of biomass and airborne toyats.
The transfer rate of material-air of a mycotoxime(sterigmatocystin) was also studied.

Keywords: Aspergillus niger Aspergillus versicolgr VOC, deoxynivalenol, moulds, ergosterol,
mycotoxins, ochratoxin, Penicillium brevicompactum indoor air, Stachybotrys chartarum
sterigmatocystin.
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DNPH 2,4-dinitrophenylhydrazine
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Introduction

NTRODUCTION

Depuis les années 70 et le premier choc pétrddigrolitique d’économie d’énergie mise en ceuvre a
entrainé un confinement des habitations avec no@mdisolation accrue des batiments. Cette
politique associée a la généralisation d’équipememénagers géenérateurs de vapeur (lave linge,
séche linge, ...), a eu pour conséquence une augioantie I'humidité relative favorable a la
prolifération des microorganismes, notamment desissures, sur la plupart des supports tels que
les matériaux de construction.

Les locaux sont alors susceptibles de constitugrdeches écologiques » pour le développement de
ce type de microorganismes. Ce phénomeéne s’estteadsit par une augmentation du nombre de
locaux contaminés par les moisissures depuis leeBleres années.

La présence de moisissures dans les environnenei@seurs n’'est pas sans conséquences
sanitaires. En effet, de nombreuses études ont ménizur réle a la fois dans la dégradation des
matériaux et des ouvrages qu’elles colonisent, igadement dans I'apparition de symptdomes chez
les occupants de locaux moaisis.

Au cours des 2 dernieres décennies, de nombretisgsséréalisées en Ameérique du Nord et en
Europe ont mis en évidence que, dans certainesnsitances d’exposition, ces microorganismes
pouvaient étre responsables de I'apparition de diedanotamment respiratoires telles que des
allergies, infections ou toxi-infections (Kuhn eb&noum, 2003).

Actuellement, les méthodes les plus couramment@épbk pour réaliser I'analyse microbiologique
de I'air et évaluer le niveau d’exposition des parges sont principalement basées sur la culture des
microorganismes.

Outre de sous-estimer la concentration des micemisgies dans la mesure ou seuls ceux capables
de se développer sur les milieux utilisés peuvast @mptabilisés, ces technigques peuvent s’avérer
inadaptées pour évaluer I'exposition des persommese tenant compte ni de I'exposition sur de
longues périodes, ni de la toxicité des aérosols.

Les moisissures produisent, en continu, des métabadt produits de dégradation (mycotoxines,

composeés organiques volatils - COV,...) inhalablesusceptibles d’étre responsables de maladies
(effets cancérigénes de certaines mycotoxines pampe). Il apparait donc nécessaire de

développer de nouvelles techniques qui, combinées raéthodes classiques, permettraient de
caractériser au mieux la contamination fongique degironnements intérieurs et les niveaux

d’exposition des personnes.

Dans ce contexte, I'objet de ce travail de thesssentiellement porté sur le développement de
méthodes d'analyse de la qualité microbiologique deilieux, la définition et la validation
d’indicateurs de surveillance de cette qualité.

Ainsi, cette recherche a porté a la fois sur leettippement et I'amélioration des techniques de
prélevement mais également sur la mise au poifta@aptation de méthodes de dosage et de
reconnaissance indirecte, basées en particulielastacherche des produits du métabolisme ou de
constituants cellulaires spécifiqugsOV spécifiques, ergostérol, mycotoxines).

Un état de I'art fera d’abord le point sur les atpenoisissures, métabolites secondaires et santé a

sein des batiments. Cette étude bibliographigues peumettra de définir les espéces fongiques, les
mycotoxines et les méthodes analytiques les plspates pour notre recherche.
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Dans une seconde partie, nous détaillerons lesitpeds d’étude et bancs expérimentaux mis en
place pour réaliser ce travail de recherche.

Ces outils seront mis en ceuvre dans une troisi@rte gour étudier I'émission des COV lors d’un
développement fongique sur divers matériaux detoactson.

Apres avoir proposé un protocole de détection dlémeloppement fongique dans I'habitat par la
mesure de ces traceurs chimiques, nous développemm méthodologie originale permettant de
caractériser I'exposition aux bioaérosols fongiqyem I'évaluation de la biomasse et des
mycotoxines aéroportées.
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CHAPITRE |
SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

Cette synthése bibliographique présente brieveilaemiture, le développement et I'impact sanitaire
des moisissures rencontrées dans les environnenietdiseurs ainsi que les méthodologies
d’évaluation de la contamination fongique danddeaux.

La mesure et la production de métabolites fongicgexondaires dans I'habitat seront également
développées dans ce chapitre.

I MOISISSURES DES ENVIRONNEMENTS INTERIEURS :
DEVELOPPEMENT, BIODEGRADATION ET IMPACT SANITAIRE

Les champignons microscopiques, ou micromycétgsaripnnent au regneéungi habituellement
divisé en trois groupes au sein desquels on disting

- les champignons « primitifs Myxomycetes, Oomycetes

- les vrais champignondesEumyceétes.

La classification simplifiee de ce regne est présmrdans la Figure I-1. L'identification et la
classification des champignons sont a ce jour d¢sflement basées sur des caracteres
morphologiques et chimiques, les Eumycétes ou endmmpignons « vrais » étant subdivisés selon
leur mode de reproduction, sexuée ou asexuée.

Figure I-1 : Classification simplifiée du regne GufChasseur et Nolard., 2003)

Notre problématique traitant des contaminationsgiques des environnements intérieurs, notre
intérét se portera sur les Deutéromyceétes aussilégipungi imperfecti qui constituent la majeure
partie de la flore fongique de ces milieux (Presedtal, 1995 ; Cahagnier 1998 ; Chasseur et
Nolard, 2003 ).

Les moisissures sont des organismes filamenteuargotes porteurs de spores et dépourvus de
chlorophylle. Contrairement aux végétaux, ces naigganismes sont incapables de synthétiser la
matiere organique a partir du gaz carbonique athwggue et utilisent celle puisée dans le substrat
comme source d'énergie, de carbone et délectronces microorganismes sont dits
chimiohétérotrophes. Les nutriments, apres aveéirdééres par les nombreuses enzymes excrétées,
sont absorbés au travers de la paroi de leur appégetatif (Prescottt al, 1995).
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Ces microorganismes sont constitués de filamenmnigslofins et ramifiés, a structure cellulaire,
dénommés hyphes. Ceux-ci forment une masse emnaggelée mycélium ou thalle. La
reproduction des myceétes, dont plus de 200 00QcesoNt connues a ce jour (Chasseur et Nolard,
2003), peut étre sexuée ou asexuée, pour ces ermés deutéromycetes, leur multiplication est
assurée par des particules microscopiques app=iéeties. Leur diameétre est compris entre 3 et 30
um (Graveseeet al, 1994 ; Madelin, 1994).

.1 CROISSANCE ET NUTRITION

I.L1.A  Etapes de multiplication

Le développement d’une moisissure comporte 3 phagesnination, croissance, sporulation (puis

dissémination). La phase végétative de croissahda phase reproductive se produisent presque
simultanément. Durant cette phase de croissanceidm-organisme dégrade les constituants du
substrat nécessaires a son développement par $i@mid’enzymes et d’acides, pouvant induire la

détérioration des supports.

En 2001, Osherov et May décrivent les difféerentbasps du cycle de vie asexuehsbergillus
nidulans (Figure 1-2) Les conidies sont produites par une structure apigée, le conidiophore.
Apres dispersion et contact avec un milieu adédestconidies germent et donnent naissance a un
hyphe. Le développement de cette structure formayaelium ramifié dont émerge un hyphe aérien
porteur de conidiophores.

Figure I-2 : Cycle de vie asexuelidpergillus nidulangd’aprés Osherov et May, 2001)

La colonisation du substrat est réalisée par exiaret ramification des hyphes. L'accroissement de
ceux-ci s'effectue par le sommet, ou apex, ou seutke 'essentiel des réactions de synthéese et de
dégradation du métabolisme dit « primaire », ingiis@able a la construction de la cellule du
champignon. Les produits du métabolisme dits «rsdmioes », dans la mesure ou ils ne sont pas
indispensables au fonctionnement de la cellule gausurvie, sont généralement stockés en région
subapicale. Les métabolites secondaires les plagusosont les mycotoxines, les pigments, et
certains composés organiques volatils (Prestadl, 1995 ; Yang et Johanning, 1997 ; Roquebert,
1998).

Les champignons sont des organismes généralemmattie® La quantité d’'oxygene disponible est
donc un facteur influent de la croissance. Le na@isime des champignons peut étre modifié selon
la teneur en oxygéne environnemental; par exerapgbedduction de mycotoxines (acide penicillique
produit par Penicillium brevicompactumpar exemple) décroit considérablement en condition
d’oxygénation faible (Roquebert, 1998).
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.L1.B Besoins nutritionnels

Les moisissures sont susceptibles de se dévelppp®ut ou de la matiere organique est disponible.
Les micromycétes sont capables de sécréter uneflexbcellulaire, contenant des enzymes
hydrolytiques qui décomposent les substrats (presipolysaccharides, lipides, acides nucléiques,
lignine ...) en monomeres facilement assimilablesi@anicroorganisme.

Les besoins nutritionnels requis sont divisés emx dmtégories : les nutriments constitutifs, et les
oligonutriments.

Les premiers, parmi lesquels figurent le carbohgdfogéne, I'oxygéne, le phosphore, le potassium,
l'azote, le soufre et le magnésium, sont nécessairdes concentrations d’environifol/L. Le
carbone, combiné a I'hydrogene, I'oxygene et I'azefst I'élément structural majeur de I'organisme.
L’hydrogene provient de I'eau contenue dans le supd’oxygéne est puisé dans I'ambiance
(Janinska, 2000).

Concernant les oligonutriments, parmi lesquelsrégtile fer, le cuivre, le manganése, le zinc et le
molybdéne, ils sont nécessaires a des concensali®ri® mol/L au maximum (18 mol/L pour le

fer & 10° mol/L pour le molybdéne). Certains sont des cefarst essentiels au bon fonctionnement
enzymatique de la cellule. Des vitamines, telles tpthiamine (B1), la biotine (B7), l'inositol
(C16H1206), sont également requises par ces microorgani§Brédfin, 1994).

.1.C Besoins en eau

Les moisissures, comme tous les organismes onirbd&au comme solvant. Les substrats et les
enzymes sont tous en solution ou en suspensiooidalé, et aucune activité enzymatique n’existe
en absence d’eau.

Le mouvement de 'eau, au travers des parois semigmbles des cellules et des hyphes, se fait par
osmose. Parmi les différents termes utilisés p@arick les forces impliquées dans ce phénomene
figurent : la pression osmotique, le potentiel oBque, le potentiel hydrique et I'activité de I'eau
(aw). L'activité de I'eau est assimilable a I'humiditélative, exprimée en pourcentage, lorsque
I'équilibre entre le substrat et l'air adjacent a#teint. Elle correspond au rapport de la tensien
vapeur d'eau du produit sur la tension de vapeliede pure a la méme température. Elle varie de 0
(absence d’eau) a 1 (eau pure).

Adan, en 1994, assimile la teneur en eau des sibsif’activité de I'eau ou a I'hnumidité relatide
leur environnement, dans la mesure ou le développefaongique est initialement un phénomeéne de
surface et ou l'existence d’hystérésis lieé a Itigjue du support ne permet pas de définir
précisément, a partir des isothermes de sorptofgateur.

Les limites théoriques du développement fongiqueespondent, pour la valeur supérieure a yne a
égale a 1 et pour la valeur inférieure a upetgale a 0,55, ou 'ADN est probablement dénaturé
(distorsion de la structure hélicoidale de la maléc Toutefois, a ce jour, aucun développement
fongique n'a été constaté pour des valeurs, did#érieures a 0,62 (germination Edirotium
echinulatunm (Scott, 1957).

La nature de la flore fongique varie selon la teresueau du support. Une humidité croissante du
substrat entraine l'apparition successive de gefoagiques dits de premiéreAgpergillus,
Penicillium), deuxieme Cladosporium,Ulocladium) et de troisieme colonisatiorStachybotrys
(Grantet al, 1989).
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Essentiellement liée au bati (erreurs de conceptimauvaise isolation, ventilation insuffisante ou
inadaptée) et aux occupants (vapeur générée parétabolisme et les activités quotidiennes :
cuisson, nettoyage,...), la teneur en humidité dagall peut également résulter de dégats des eaux
(Déoux, 2001). Quelques unes des sources d’humildités le batiment sont représentées sur la
Figure I-3.

Figure I-3 : Quelques sources d'humidité dans tiene@t (Singh, 1994).
[.1.D  Roéle des différents facteurs de I'environnement

Impact de la température

La croissance des moisissures est possible sulatge gamme de température. La plage minimale
requise se situe entre 0 et 10°C, les basses tatapEs (inférieures a la minimale) affectent
essentiellement leur croissance et non leur viabilia température maximale tolérée par les espéeces
isolées dans les locaux est comprise entre 35°€ BRyerst, 1966 ; Panasenko, 1967), tandis que
I'optimale s’observe généralement a 25°C (Tablea) |
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. , Température . . Température

Espéce fongique av °C) Espéce fongique av °C)
Absidia corymbifera | 0,88 25 Mucor circinelloides 0,90 25
Alternaria citri 0,84 25 Paecilomyces variotii 0,84 25
Aspergillus candidus | 0,75 25 Penicillium brevicompactum | 0,81 23
A. flavus 0,78 33 P. chrysogenum 0,79 25
A. fumigatus 0,82 25 P. citrinum 0,80 25
A. niger 0,77 35 P. expansum 0,83 23
A. ochraceus 0,77 25 P. frequentans 0,81 23
A. restrictus 0,75 25 P. griseofulvum 0,81 23
A. sydowii 0,78 25 P. spinulosum 0,80 25
A. terreus 0,78 37 Rhizopus microsporus 0,90 25
A. versicolor 0,78 37 R. stolonifer 0,84 25
A. wentii 0,84 25 R. oryzae 0,88 25
Eurotium amstelodami 0,70 25 Stachybotrys chartarum 0,97 5-30
E. chevalieri 0,71 33 Syncephalastrum racemosum 0,84 25
Emericella nidulans | 0,78 37 Wallemia sebi | 0,7 25

Tableau I-1: Activités hydriques minimales et tenappdres de croissance optimales de quelques
especes fongiques isolées dans les environnenmeéiteurs (Yang et Johanning, 1997 ; Claeke
al., 1999)

Effet du pH

La vitesse de croissance est maximum pour desratsbste pH acides a neutres (entre 4 et 7). La
gamme de pH permettant la croissance est toutéfeis plus étendue avec des valeurs limites
comprises entre 2,2 et 9,6 pour les espéces les qaonmunesPenicillium variabile possédant
méme des valeurs limites égales a 1,6 et 11,1 (Atlah 1994).

L'impact du pH sur la viabilité fongique est mécanrtoutefois il serait susceptible de limiter
I'activité enzymatique ou encore les systémes dasport membranaire (Prescett al, 1995 ;
Multon, 1998 ; Lesage-Meessen et Cahagnier, 198&idenbérner, 2001).

Roéle des radiations lumineuses

L'impact de la lumiere sur le comportement fongigast un phénoméne complexe, qui conduit
Hawker a établir, en 1966, une classification dessissures selon leur comportement vis-a-vis des
radiations lumineuses. Cette répartition consisté groupes :

- les moisissures sporulant uniqguement dans I'oligguri

- celles sporulant aussi bien dans I'obscurité gutaniere,

- celles ne formant pas de spores dans l'obscurité,

- celles dont la sporulation est inhibée par la lum&certaines étapes de leur développement.

Les rayonnements lumineux peuvent donc avoir wet effmulant ou inhibiteur sur la germination et
la croissance fongique selon la longueur d'ondegbtece considérée. Cette propriété est d'ailleurs
utilisée comme une technique potentielle de ssatithn. Ainsi, Nakamura (1987), a démontré que
79 % des spores Aspergillus nigesoumises, durant 1 seconde a une irradiation dgiéar d’onde
égale a 254 nm, sont inactivées.

.2 MECANISMES DE BIODEGRADATION

La colonisation des matériaux par les moisissurdsii généralement leur biodégradation et résulte
de deux types d’action, une premiére, physique,di¢ développement des hyphes dans le matériau,
conduisant a la rupture de la structure du supfartire, chimique, imputable a la production de
divers métabolites agissant par assimilation osimigation.
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Concernant le processus physique ou mécaniqueffets étudiés sur la pierre se traduisent par un
arrachement des particules de matériaux qui sdraieer par le mycélium au travers de la surface,
les structures fongiques envahissent alors lesspairesi crées et déstabilisent la structure migéral
du matériau (Gomez-Alarcon et de la Torre, 1994).

Concernant l'action chimique, lors des processasdiimilation, les constituants du matériau sont
utilisés comme nutriments apres avoir été rédutsdprerses enzymes extracellulaires qui facilitent
la pénétration des hyphes dans le matériau.

Les processus de dissimilation sont liés a la ptioin d'acides organiques et de pigments. Les
acides organiques, tels que les acides gluconigiteéque, oxalique, malique, succinique,
itaconique..., produits en quantités variables dutactivité métabolique sont capables de réagir
avec le substrat par dissolution des cations owlpélation des ions métalliques présents dans les
peintures, par exemple. Cette derniére réaction pauduire a la formation de sels. Ainsi, I'acide
oxalique réagissant avec le calcium donne naissades oxalates de calcium.

Le dioxyde de carbone produit par tous les orgaessagrobies et notamment les moisissures lors de
la respiration joue également un réle dans la diegien des supports. En effet, a partir d’'un cartai
taux d’humidité, ce gaz peut se transformer eneacatbonique, capable de dissoudre le calcium et
le magnésium pour former des bicarbonates de caleiude magnésium hydrosolubles.

Outre l'action directe de ces acides, leur productiavorise la croissance d’especes fongiques
acidophiles qui pourront poursuivre la dégradationsupport (Singh, 1994 ; Gasg al, 1995 ;
Sand, 1997).

Les moisissures produisent également des pigmegasigues, résultant de I'activité métabolique, a
I'origine de l'apparition de taches sur les matéxiaolonisés tels que les papiers peints (Gargani,
1968 ; lonita, 1973 ; Agrawadt al, 1988 ; Bassi et Giacobini, 2003), quasiment igsiddes a
éliminer sur des surfaces peintes, par exemple.

[.3 IMPACT SANITAIRE

Les effets induits par la présence de moisissuaes thabitat sont généralement répartis en quatre
catégories : les infections, les maladies immurtergijues, les toxi-infections, et les effets atiis.

I.3.A  L’aspergillose invasive nosocomiale

Comme toute infection, I'aspergillose invasive masuiale résulte de I'entrée et de la multiplication
d’agents biologiques chez un héte. Cette maladiel'apgpareil respiratoire est provoquee par
'inhalation de spores de moisissureSspergillus microorganismes ubiquitaires présents
couramment dans le sol et les débris végétaux emnagosition.

La survenue d’épidémies d’aspergillose invasiveit d® pronostic est tres sévere avec 50 a 100% de
déces, au sein d’établissements hospitaliers, gleméent chez des patients immunodéprimés
(malades du SIDA, personnes sous immunodépressesirsdouvent associée a des travaux de
rénovation durant lesquels la concentratioAsgergillusdans I'air et sur les surfaces augmente de
facon considérable (Aisnet al, 1976 ; Arnowet al, 1978 ; Guide de I'AP-HP, 1993).

Lors d’'une enquéte épidémiologique réalisée el 1999 sur les hopitaux parisiens, le Réseau

Aspergillose de 'AP-HP a recensé 621 cas d’asflesgi invasive nosocomiale (AIN) dont 115
certaines et 506 probables (Coraeal, 2002).
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[.3.B  Les maladies immuno-allergiques

Elles sont induites par des allergenes fongiquesadjit de protéines de poids moléculaire compris
entre 10 et 80 kilodaltons. Les principaux alleggfongiques sont répertoriés dans le Tableau I-2.

Source d’allergéne Allergéne PM (kD) (SDS-Page)
Alternaria alternata Alt a (ALT-I, Ag I) 8
. . Asp fl (Ag 3, PI8)b 18
Aspergillus fumigatus Asp f Il (P 40)b 40
. Clahl(Ag 32) 13
Cladosporium herbarum Cla h Il (Ag 54) 19
Component 10 (P40%) 40

Candida albicans p 73* 71-73

P 69** 69

* antigene de surface, ** antigéne cytoplasmifuantigéne recombinant disponible
Tableau I-2 : Principaux allergenes de moisisscaeactérisés ou admis comme référence
(Gumowski, 1997)

Halewynet al (2003), indiquent que 5% des enfants d’age seol&@iagissaient positivement aux
tests d’extraits de moisissures, ce taux pouvdeinaire 10% de la population voire 21 a 27% chez
les personnes souffrant d’asthme.

Parmi les quatre types d'hypersensibilités défiris Gell et Coombs, en 1963, trois peuvent étre
provoqueées par I'exposition a des spores isoléean®s ou encore des hyphes (Yang et Johanning,
1997):

- I'hypersensibilité de type 1 caractérisée par une réaction survenant imméaeteapres le
contact avec l'allergene. Cette hypersensibilitét @dre la cause de réactions pathologiques
aigués telles qu'un asthme ou une rhinite (Raital, 1985 ; Yang et Johanning, 1997). Le
développement de cette allergie impliqgue dansupant des cas une prédisposition génétique.

- I'hypersensibilité de type 3qui apparait lorsque de grandes quantités de exaplimmuns
(formés par les anticorps a la rencontre des amg)esont formées, ou lorsqu'ils ne peuvent
pas étre éliminés. Les complexes immuns peuverforseer dans les poumons apres une
inhalation répétée d'allergénes d'origine fongiqDette situation est observée dans les cas
d'alvéolites allergiques extrinseques (maladie pesmons de fermiers due a I'exposition
prolongée au foin moisi). Les symptomes apparaissar8 heures aprées I'exposition entrainant
un certain nombre de malaises de type grippal,batures, fievre, perte de poids, avec une
évolution vers une fibrose du parenchyme pulmonaizecessation de I'exposition, si le stade
fibrose n'est pas encore atteint, permet de re¢odrnin statut antérieur (Gravestral, 1994).

- L'hypersensibilit¢ de type 4 ou hypersensibilité retardée, se manifeste lons decond
contact des lymphocytes T avec lantigéne. Celletniduit une série de réactions
inflammatoires.

.3.C Les toxi-infections

La toxicité d’'une moisissure est essentiellemerd dula production de métabolites secondaires
appelés mycotoxines (du grecycos(champignon) et du latitoxicum (poison)). Ces substances
chimiques induisent une réponse toxique chez leglwes. C’est seulement depuis les années 60,
quand le caractere cancérigéne des aflatoxineg aé¥hontré, que le caractére pathologique des
mycotoxines a été pose, notamment par la présemcaydotoxines dans les aliments (Frayssinet,
1998 ; Bertinchampst al, 2000).
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Plusieurs de ces toxines sont stables et leuritéxieut persister longtemps y compris lorsque les
éléments fongiques ne sont plus viables. Il fautdimis préciser qu'’il n’existe actuellement pas de
données sur la persistance de cette toxicité (Haletval, 2003).

Les voies de contamination sont I'ingestion d’alimsecontaminés par des champignons (Cahagnier ,
1998 ; Weidenborner, 2001), le contact cutané/imhalation de particules aérosolisées, ces

métabolites étant suspectés de s’adsorber surolessigres ou d’étre contenus dans la paroi des
spores et des fragments mycéliens (Weidenbdrn8d, 2Bung et Hughson, 2002). La pénétration de

ces composeés dans l'organisme est facilitée patipasolubilité.

Parmi les 3000 métabolites secondaires fongiquesusoet les 432 molécules toxiques répertoriées
en 1985, plus de 100 étaient expérimentalemengtesi pour les mammiféres (Scetial, 1989).

On distingue deux types d’intoxication aux mycoteed, I'intoxication aigué, qui est la conséquence
d’'une ingestion massive de la toxine, et 'intoxica chronique, qui se produit a long terme soit pa
inhalation, soit par ingestion (Gervaiseal, 1999).

Les effets nocifs induits par les mycotoxines ldsspfréquemment isolées dans I'habitat sont

résumés dans le Tableau I-3.

Mycéte Mycotoxines Effet sur la santé
Patuline Hémorragie du poumon et du cerveau
Citrinine Dommages rénaux, vasodilatation, constriction bnane, augmentation du
tonus musculaire
Penicillium Ochratoxine A Néphrotoxique, hépatotoxique, tératogene, neurqtmxet cancérigene
(classé 2B)
Citroviridine Neurotoxique
>150 especes . . . N . .
( P ) Emodine Réduction de I'oxygéne cellulaire capturé
Gliotoxine Maladies pulmonaires, infection des @ati$ atteints du SIDA

Verruculogéne

Neurotoxique, tremblements chez itexhi

Acide sécalonique O

Pneumotoxique, tératogéne lehemgeur

Aspergillus

Patuline

Hémorragie du poumon et du cerveau

Aspergillus flavus
et A. parasiticus

Aflatoxine B1

Cancer du foie (démontré pour 'homp@ancer respiratoire

Aspergillus L . s . . .
versicolor Stérigmatocystine Cancérigéne par ingestion (2@atoxique
Aspergillus Ochratoxine A Néphrotoxique, hépatotoxique
ochraceus
Trichothécénes (>
170 mycotoxines) :
Toxine-T2 Suppression immunitaire et dysfonctionnement cyigiece
Stachybotrys | Njyalénol (NIV)
chartarum ) o
Déoxynivalénol Saignement, nécrose dermique
. Mortel & haute dose ou a faibles doses chronidéestpgéne, abortif chez
Satratoxine H o
I'animal
Fusarium Zéaralénone Altération possible des fonctions imtaines

Tableau I-3 : Quelques moisissures toxiques, ledtabolites secondaires et les effets sanitaires
associés toutes voies de contamination confon@lreshnamachari, 1975 ; Yang et Johanning,

1997 ; Hurset al, 1998 ; Alvarezt al, 2004 ; Blumenthal, 2004)
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Parmi ces mycotoxines, les trichothécenes présetdsreffets toxiques les plus aigus. Hormis le
trichodermol et la trichodermine, tous les triclémt@nes sont cytotoxiques (Sorensoral, 1987).
La toxine T2 et la DAS sont les plus toxiques (Tr@m et al.,1986).

Mais si, pour des raisons historiques et éconorsiglze plupart des études de toxicité ont trait a
I'ingestion d’aliments contaminés, linhalation des toxines peut également étre a l'origine de
troubles toxiques (Charmlegt al, 2000 ; Fung et Hughson, 2002). Des études récamitainsi
montré que des doses identiques de ces mycotop@eent étre plus toxiques inhalées qu’ingérées
et que lintroduction de ces toxines dans I'appaespiratoire peut entrainer des allergies graxes
des symptdbmes non spécifiques tels que maux deditgorge, alopécie, grippe, diarrhée, fievre...
(Miller, 1990 ; Daviest al, 1995 ; Yang et Johanning, 1997 ; Truckssssd, 2001).

Sorenson montre quéy vitro, des micro concentrations de certaines mycotoxinastivent les
cellules macrophages pulmonaires alvéolaires. Alagbatuline et I'acide pénicillinique inhibent la
phagocytose dans les macrophages alvéolaires tesmeent & 10 mol/L et 10° mol/L (Sorenson

et al, 1987).

Les conséquences de linhalation de mycotoxines sompconnées d’étre particulierement graves
chez certaines catégories de personnes telle®lggssons. AinsBtachybotrys chartarupreconnu
pour causer diverses mycotoxicoses, a été assalgé @as d'hémorragie pulmonaire chez les jeunes
enfants lors d'une éclosion survenue a Clevelamioj@n 1993-1994 causant la mort de plusieurs
patients (Montanat al, 1997).

La révision des études sur cette éclosion a fagamir que le lien étiologique n'était pas claieen
établi. Toutefois, des signalements de cas siragatontinuent d'étre publiés et les lignes direesri
sur I'évaluation et I'élimination de la contamioatfongique en milieu intérieur publiées par ldevil
de New York (Service d’hygiéne de la ville de Newrk, 2000) recommandent que les nourrissons
souffrant d’hémorragie pulmonaire venant d'un ddenicontaminé n’y retournent qu'une fois les
mesures correctives apportées.

Outre les mycotoxines, les conidies contiennent sutestance biologiquement active : HélL-3)
glucane. Ce polymére de glucose contenu dans lsbna@m cellulaire de la majorité des moisissures
peut étre associés a des molécules de chitine guam@ane. Tout comme les mycotoxines, cette
molécule serait impliquée dans l'apparition du sgnie toxigue ODTS (Syndrome Toxique des
Poussieres Organiques - Organic Dust Toxicity Symd) (Wanet al, 1998 ; ACGIH, 1999 ;
Thorne et Heederick, 1999). b€¢1-3) glucane entraine une réduction du nombre @erophages et
inhibe la phagocytose pulmonaire (Rylander et Gdi891). Ces sucres complexes peuvent
également, dans certains cas, avoir des effets imgamnes et stimuler la fonction des macrophages
et des neutrophiles. lls pourraient étre impligdé@ss le processus inflammatoire lié a la pneumonite
en déclenchant la production d’lgG spécifiques.

[.3.D  Effets irritatifs : rOle des composés organiques \atils (COV)

Potentiellement dues a [lactivité bactérienne, cstances sont principalement liées au
développement de moisissures (Kagpal, 1997 ; Pasanest al, 1997).

Les réactions a l'inhalation de ces composés swmergks, mais certains peuvent étre la cause de
problemes sanitaires dans I'habitat (Daweesl, 1995). Plusieurs études imputent au COV un réle
important dans I'apparition du Syndrome des Batiimémalsains ou SBS (Sick Building Syndrome)
bien qu'une multitude de facteurs puissent en ltreause (Wesséet al, 1995, Willkins, 1995 ;
Bjurman, 1999).

Le SBS se définit par I'association de symptdmen Bpécifiques ressentis par les occupants
d’habitations dites « malsaines » tels que fatiguéation des muqueuses oculaires et buccales,
céphalées, gene respiratoire... (Lyles al, 1991 ; Davies, 1995; Godish, 1995 ; Vincent et
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Pradalier, 1997). De nombreux cas de SBS ont gtéalgis dans les locaux equipés d’'un systeme de
ventilation et de traitement d’air (SchleibingerRéiden, 1999). L'organisation mondiale de la santé
estime que 30 % des bureaux neufs présententglesssile SBS, et que 10 a 30 % des occupants de
ces immeubles sont affectés (Lytgsal, 1991).

Les COV, typiguement des alcools et des aldéhydehadne courte, sont aussi responsables
« d’odeurs désagréables » et donc d’inconfort tffé8chleibingeret al, 2002). Strém, en 1994, a
ainsi référencé certaines substances responsables type de génes : géosmine, 1l-octen-3-ol, 2-
octen-1-ol, 3-octanol, 3-octanone et 2-méthyl-isobol dont I'odeur de moisi ou I'odeur terreuse
est caractéeristique (Gravesetal, 1994).

Cependant I'impact sanitaire des COV reste relhtifs d’'une étude sur la cytotoxicité de certains
COV, Kreja et Seidel ont comparé 13 COV avec latgkine (une mycotoxine). Il a été établi que le
COV le plus toxique de cette étude (le 1-décanahtda toxicité est proche de celle du
méthanesulfonate de méthyl (MMS)) a une toxiciteQlfbis moins élevée que celle de la gliotoxine
sur des cellules de poumon humain (Kreja et Sekf£l?).

Lors d'une autre étude, Pasanen a comparé les mpaitens de COV en présence d'une
contamination fongique et dans un environnementlestde développement fongique n’induisait
gu’'une augmentation de 1% de ces composés (Pastakn998).

Toutefois il n’existe pas actuellement d’informatsovalidées en matiére d’effets a court ou a long
terme de ces composes, méme en faible quantitépludela présence de certains COV comme
I'éthanol possédent un fort pouvoir synergiqueasgs d’autres substances irritantes voire toxiques
(Schmidt et Etkin, 1994).

.4 CONTAMINATION FONGIQUE DE L 'AIR ET DES SURFACES

La flore fongique des environnements intérieurs ritkicdans la littérature peut varier
considérablement selon les pays. Parmi les nombestizurs responsables des disparités constatées
figurent le climat, les matériaux, ou encore leshitéques de collecte et les difficultés
d’identification de certaines especes. Toutefoigm$&on et Hoekstra indiquent qu’il existe des
similitudes entre les résultats des études menéasers le monde et dressent une liste des especes
les plus couramment isolées dans les locaux ar phes travaux réalisés en Europe du Nord, au
Canada et au Japon (Tableau I-4). Selon différeatedes menées dans divers pays d’Europe
(Pologne, Belgique), 70 a 90% de la flore fongigies environnements intérieurs appartient aux
genresAspergillus, CladosporiunfPenicillium et Alternaria (WHO Regional Office for Europe,
2004 ; Janinska, 2000 ; Nolard, 1997).

Tableau I-4 : Moisissures les plus couramment éotians les environnements intérieurs.
* : microorganismes souvent détectés dans lesv@isgid’eau, les systémes humidificateurs...
(d’aprés Samson et Hoekstra, 1994)
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Les microorganismes présents dans les environnemaefdrieurs sont pour la plupart issus de
I'extérieur mais peuvent également provenir d’'uoerse endogene. Ainsi, la plupart des matériaux
de construction et de décoration constituent dpp@ts de choix pour la croissance des moisissures,
des lors que ces microorganismes disposent detamrglenvironnementales favorables, notamment
une teneur en eau supérieure a 0,7 (Flannigiaral, 1996), les nutriments nécessaires au
microorganisme étant fournis par le matériau lurmaé®u par son encrassement.

Matériaux colonisés Espéeces fongiques isolées
5 Murs Cladosporium cladosporioides, Aspergillus glaudeaecilomyces variotii,
g Penicillium glabrum
E Peintures Aspergillus penicillioides, Penicillium brevicomgam, P. chrysogenum, P.
2 glabrum
g Alternaria alternata, Aspergillus penicillioides, Xersicolor Cladosporium
o Papier peint cladosporioides, Paecilomyces variotii, Penicillilmmevicompactum, P.
@ chrysogenum, P. glabrum Trichoderma harzianum, @ra&im globosum
f':) Bois Penicillium brevicompactum
(5]
2 Colle Aspergillus versicolor
>
= CaoutchoucAdes cadres dg Cladosporium cladosporoides

fenétre
Filtres et conduits Aspergillus fumigatus

Réservoir d'eau,

humidificateur Exophiala jeanselmei

Systémes de
traitement
d'air

Aspergillus niger, A. sydowii, Cladosporium cladospides, sphaerospermum,
Textiles Aspergillus nidulans, glaucus Penicillium brevicaotum, P. chrysogenum,
Trichoderma harzianum, Wallemia sebi,

Aspergillus nidulans, A. glaucus Paecilomyces véyiBenicillium

.§ Tapis chrysogenum
g Cuir Aspergillus niger, A. penicillioide_s, A. sydowi_la@osporium sphaerospermum,
R Paecilomyces variotii
9 Archives Aspergillus glaucus Chaetomium globosum
% Matériaux cellulosiques Aspergillus sydowii, Stachybotrys chartarum
g Caoutchouc vulcanisé Cladosporium sphaerospermum, Penicillium brevicoctya
o Produits céramiques Aspergillus versicolor
Papier Penicillium glabrum, Wallemia sebi
Plastiques Penicillium glabrum

Polyuréthanne, tapisserie
renfermant de I'arsenic
Tableau I-5 : Synthese de quelques espéces forgjispiées a partir de divers matériaux (d’apres

Bottonet al, 1985; Samsoat al, 1994; Beguin et Nolard, 1994; Beguin, 1995)

Aspergillus niger, Cladosporium sphaerospermum

Parmi les nombreuses études réalisées sur la tiggimaimoisissures-matériaux”, les recherches
menées par Beguin et Nolard entre novembre 1981rét1992, dans 130 habitations belges, ont
montré que sur les murs et surfaces horizontaléseptant une contamination fongique visible,
Aspergillus versicolor, Cladosporium sphaerosperm@anicillium chrysogenunet Stachybotrys
chartarumsont les especes fongiques les plus courammermgBes (Beguin et Nolard, 1994). Le
Tableau I-5 présente la flore fongique associéeersisubstrats.
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Plus récemment, Hyvarinen, définit et quantifie psnres fongiques isolés au sein de 1140
échantillons de matériaux de construction récupgréstu. L'auteur répartit ces matériaux dans 8
catégories : papier, produits céramiques, matérdiisolation d’origine minérale, peintures, colle,
plastiques, bois, et panneaux de construction @segyHyvarineret al, 2002). Parmi les genres
observés au sein de ces produRgnicillium est le plus frequemment isolé. Papiers et isolants
minéraux apparaissent favorables a la croissanc€ladéosporiumtandis queStachybotrysest
observé le plus souvent dans les panneaux en gipgergillis etAcremoniunme semblent, quant a
eux, pas spécifiqgues d’un substrat et sont idéstiur des produits en céramique, peinture, calle o
encore produits a base de bois.

Les spores se retrouvent également a l'intériearsystemes de ventilation. Elles peuvent alors soit
circuler dans I'air, soit se déposer sur les sadadu systéme de ventilation pour s’y développer.
Dans ce cas la ventilation devient une source deaaanants (Tulis et Thomann, 1998). Lors de ces
traitements d’air, certaines conidies peuvent @wtenues dans les filtres des systemes de
climatisation. En utilisant ces filtres comme supga@t nutriments, les spores se développent en
mycélium susceptible d’émettre des substances dezigdans I'environnement. Les occupants

peuvent alors présenter un certain nombre de pagiesl sans qu’une contamination fongique n’ait

pu étre observée dans les locaux (Elixmann, 1989).

I METHODOLOGIE D’EVALUATION DE LA CONTAMINATION FONGI  QUE
DANS LES ENVIRONNEMENTS INTERIEURS

[I.L1 EXAMEN VISUEL DES LOCAUX

L’examen visuel est la premiére étape dans la mh@tetion de la présence de moisissure au sein
d’'un local. Il consiste a rechercher tout indicersd contamination fongique : taches d’humidité,
signes de dégats des eaux (papier décollé, peioaguée), odeur suspecte, développement
fongique visible... La détermination de la superfidies surfaces visiblement contaminées par les
moisissures est utilisée par certains auteurs @@inlir le niveau de risque sanitaire encouru esr |
personnes exposées (Tableau I-6).

Surfaces . . -
o Evaluation Risques sanitaires
contaminées
< 0,3 m? Contamination faible Risques faibles npais exclus
Entre 0,3 et 3 Contamination Risques a évaluer en fonction des espéces préstras
m2 moyenne contexte environnemental
>3 m2 Contamination élevég Risques élevés quellesqgient les espéces présentes

Tableau I-6 : Echelle d’évaluation des surfacegamimées par des moisissures visibles a I'ceil nu,
proposeée par le laboratoire Microbial (Québec)Ba Chasseur et Nolard, 2003)

De maniére plus pratique cette information condit® le type de travaux d’élimination de ces
microorganismes et les personnes habilitées &etdis opérations de nettoyage et de réfection des
locaux contaminés. Ainsi concernant cet aspecseteice d’hygiene de la ville de New York, au
travers de son document présentant les lignestdaes applicables a I'évaluation et I'éliminatida

la contamination fongique en milieu intérieur, oligie 5 niveaux de travaux et de confinement
selon la superficie mais également la localisatienla prolifération fongique, le dernier niveau
concernant ainsi la colonisation des systemes deffage, ventilation et conditionnement d’air.
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[I.2 ECHANTILLONNAGE DES MOISISSURES
[I.2.A  Collecte des aérosols fongiques

On désigne par aérosol, des particules solidesidkg ou les deux, en suspension dans un milieu
gazeux, dont la vitesse limite de chute est néghitee€25 cm/s). Leur taille est comprise entré®10
et 100 um (Renoux et Boulaud, 1998). Un bioaéraaplique que l'aérosol ainsi désigné est de
nature biologique et possede des propriéetés speesi : viabilité, caractere allergénique voire
infectieux.

Les méthodes de prélevement mises en ceuvre sadshasr 'inertie des particules (sédimentation,
impaction) et la filtration (interception, impaatip

La méthode de collecte la plus ancienne et longsentiisée est basée surda@dimentation Cette
technique consiste a récupérer les particules sar aurface adhésive (scotch ou boite de Pétri
contenant un milieu nutritif). Il s’agit d’'un prélement passif, non volumétrique, qui limite la
collecte aux particules sédimentables et, par digim n'est pas adaptée a la collecte des aérosols
Aussi, 'usage de cette méthode est aujourd’hundbané.

Les propriétés d’inertie des particules sont sotiuélisées pour les extraire d’un flux d’air. Efied
dans le cas d’'un écoulement curvilinéaire, I'ireeggrovoque la déviation des particules des ligmes d
courant du fluide. Ce mécanisme est mis en ceustaptment dans les impacteurs au sein desquels
I'air est brusquement accéléré par passage aursraigne section réduite et brutalement dévié par
une surface de collection solide (gélose ou surfattedsive) ou liquide. Les particules selon leur
inertie vont, soit suivre les lignes de courant sbimpacter sur la surface de collection poure=ll
possédant l'inertie la plus importante.

L'impaction dépend de plusieurs facteurs tels cpdallle, la densité et la vélocité initiale des
particules ainsi que des parametres physiques sposliif de collecte (dimension de la buse, débit
du gaz porteur, distance entre la buse et la udacollection).

L’efficacité physique de ces biocollecteurs peut dtgurée par le diamétre de coupury qui
correspond au diametre aérodynamique des particul@artir duquel toutes les particules de
diametre supérieur sont théoriguement collectées.

Ainsi pour un impacteur, le diametre de coupuredégni par :

_ |9pmD>Stk
* "\ 4r,QCu

AN

ou
W : viscosité dynamique du gaz porteur (kg/m.s)
D : diametre des orifices du crible de I'impactém)
Q : débit volumique & travers l'orifice (¥s)
Stk : le nombre de Stokes
Cu : le coefficient de Cunningham

» - masse volumique de la particule (kdym
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En pratigue, des particules de diameétre infériedg aont également recueillies (Figure 1-4).

Figure I-4: Courbes d'efficacité de collection

L’impaction sur gélose permet d’estimer la concentration de microorgaesntultivables
aérosolisés (UFC/ind’air prélevé). L'air est aspiré et accéléré pasgage au travers de trous
(impacteurs a crible type Andersen). Les particel@sainées par le flux d’air peuvent, suivant leur
inertie, dévier des lignes de courant et venir pacter sur une surface placée sous la plaque
perforée. L'avantage majeur de cette techniqgusasimplicité d’utilisation. En revanche, le stress
potentiel occasionné lors du prélevement (vitessapdction, dessechement de la gélose) peut
altérer la viabilité des microorganismes et corglaiune sous-estimation de leurs concentrations.

L’'impaction sur support adhésif consiste a collecter au travers d’'une fente («&ptrap ») les
particules aéroportées sur une surface adhésieégkur un tambour rotatif. La vitesse du tambour
conditionne la durée du prélevement ainsi que febre de particules collectées.

L’identification des microorganismes se fait pasetvation microscopique directe des surfaces de
collecte.

Lors delimpaction en milieu liquide, I'air, aspiré au travers d’'un tube capillaire psbjeté a la
surface d’'un milieu liquide. Cette technique présdiavantage du choix du milieu de récupération
(eau, tampons, bouillon de culture), de la miseegivre de différentes méthodes d’analyses (culture,
microscopie, tests biochimiques et immunologig@ts)e pouvoir travailler en ambiances fortement
contaminées. L'inconvénient est I'évaporation ddieui liquide, et le réentrainement des fines
particules lors du prélevement, ceci étant paitceiment vrai pour les spores de moisissures
généralement hydrophobes qui restent a la surfaceilieu de collecte.

La filtration est largement utilisée pour mesurer les aérokalollecte des particules repose sur
I'action simultanée de plusieurs mécanismes : iripacinertielle, interception, diffusion, dont
I'importance relative dépend de la dimension detiquaes et de la vitesse de I'écoulement. Ainsi,
dans le cas d'une particule de 5 um, les deux phénes intervenant sont l'interception et
I'impaction.

L’air est aspiré au travers d’'un média filtrant gesure la séparation des aérosols du fluide wecteu
Le choix du média filtrant (porosité, matériau) €eg@ de la nature des particules échantillonnées
(formes, taille) et des analyses ultérieures. Gédegrent, pour I'échantillonnage des bioaérosols, le
support filtrant consiste en une membrane de pdbgcete dont les pores ont un diametre de 0,2 ou
0,45 pm.
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En 2002, Willeke développe urmprécipitateur électrostatique adapté a la collecte des
microorganismes aéroportés. La collecte des péatictepose alors sur leurs charges électriques,
gu'elles soient produites naturellement ou aréfiement. Dans un précipitateur électrostatique
conventionnel, l'aérosol, une fois chargé gracenaianiseur d'air, est soumis a un champ
électrostatique. Les particules, par passage aergal'un champ électrostatique, vont, selon leur
charge, suivre ou quitter le flux d'air porteurehir s'impacter sur une surface de collection.

Nous avons répertorié, dans le Tableau I-7 lesnigales de prélevement les plus couramment
utilisées dans le cadre de la collecte des aérémuigques.

I1.2.B Prélevements de surfaces

Adhésif

Un ruban adhésif est appliqué sur les surfaceseplanspectes. Les spores ainsi collectées peuvent
étre soit transférées sur un milieu de culturet 8be dénombrées et identifiées directement au
microscope. Dans le cas d’'une lecture directe atrastope, seules les spores de morphologie
caractéristique peuvent étre identifiées sans équie Alternaria, Cladosporium, Stachybotryg,

alors que la grande masse des spores de faiblesetiés et présentant des ornementations
sommaires ne peuvent étre différenciéBenfcillium, Aspergillus, Trichoderma(Chasseur et
Nolard, 2003).

Boites et lames « contact »

Le milieu nutritif est contenu dans une boite d&iR@rticuliere qui permet de couler le milieu sou
forme d’'une surface en léger ménisque, afin quie-célpuisse étre en contact avec la surface a
prélever. Aprés échantillonnage, la surface desgetst protégée par un couvercle qui ne vient pas
en contact avec la gélose. Le préléevement est atdisdble en durée et en terme de pression
appliguée. Les valeurs communément utilisées somfpuession de 259 sur une surface de gélose de
20 cnf, pendant 10 secondes. Seules les surfaces halespeuvent étre ainsi prélevées. Certaines
lames gélosées peuvent étre utilisées avec ungasthsation moins importante (Chasseur et Nolard,
2003).

Ecouvillonnage

Cette technique consiste a collecter les microasgags par frottement de la surface a étudier par un
ecouvillon généralement humide. Les microorganisaiesi collectés sont déposés sur un milieu de
culture adapté. Ce systeme peu colteux permet aserédes échantillonnages dans toutes les
circonstances et aboutit apres culture au minimwm @sultat semi-quantitatif.
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Echantillonneur

Principe

Exemple de dispositif

Capacité d’échantillonnage

Analyses possibles

Impacteurs a cribl

ou a fente

gdmpaction sur :

- lame de verre

- milieux de culture
- surface adhésive,

- Burkard,

- Rotorod,

- Andersen (de 1 a 6
étages),

- SAS,

- Casella,

- May,

- Sierra Marple,

- Hirst spore trap

Débit d’air : 2 — 180 L/min
Durée déchantillonnage : ¢
guelques minutes a plusiel
heures, voire plus d’'une sema
(Spore trap).

Mise en culture
JAnalyses microscopiques
Irs
ne

Echantillonneurs | Centrifugation des- Reuter Centrifugal Débit d’air : 40 — 1000 L/min Mise en culture
centrifuges particules Sampler Durée déchantillonnage : dAnalyses microscopiques
conduisant a leur Cyclone Aerojet guelques minutes a plusieurs heurssalyses biochimiques
impaction sur une Tests immunologiques
surface de collection
ou directement sur
les parois de
I'appareil
Impinger Combinaison de Echantillonneur Shipe | Débit d’air : 0.1 — 55 L/min Mise en culture

limpaction sur une(l'air entre dans la chambr

eDurée  d’échantillonnage  : ¢

lAnalyses microscopiques

surface et de Iavec un certain angle) guelques minutes a plusieurs heursalyses biochimiques
dispersion qui- AGI-30 Tests immunologiques
s’ensuit dans un Micro et mini-impingers
milieu liquide - Impingers a multi-étages

Echantillonneur aDiffusion, Filtres de gélatine, PTFHEDébit d’air : 1-1000 L/min. Mise en culture

filtre interception, etPVC, ester de cellulose, pDurée d’échantillonnage : plusieuinalyses microscopiques
impaction inertielle | polycarbonate heures Analyses biochimiques

Tests immunologiques

Tableau I-7 : Echantillonneurs d’aérosols fongig{@®ok, 1995 ; Pasanen, 2000 ; NF EN 13098, 2000)

35







Chapitre | : Synthese Bibliographique

1.3 ANALYSES
I1.3.A Méthode culturale

Cette technique permet de quantifier la fractiohivable des microorganismes collectés. Si
les mesures de micro-organismes viables sont pési| depuis plusieurs décennies, les
consensus sont récents en Europe (CEN, 2000) ccmmé&tats Unis (Jensen et Schaefer,
1998) et des travaux se poursuivent pour optimiégsegproductibilité et la représentativité des
résultats. Ces méthodes restent indispensableséralg lourdeur et leurs insuffisances, car
elles sont pour l'instant les seules qui permettantidentification des micro-organismes.
Cependant, il est clairement établi que la fractialiivable des micro-organismes de l'air ne
représente qu'une partie de leur pathogéniciténetfaible partie de leur nombre (0,1 a 10%
selon les auteurs) (Eduard, 1997 ; Russtedil, 1999).

Il existe plusieurs milieux de culture pour une neéiamille de champignons. Certains genres
ont des besoins nutritifs spécifiques (cellulotsjueosmophiles) ou des conditions
d’incubations spécifiques (thermophiles, psychrigs)i

Les milieux les plus utilisés sont :

- Milieu a l'extrait de malt (Malt Extract Agar ou M, considéré comme le plus
adapté aux moisissures de l'environnement étval, 2000 ; CEN, 2000 ; Jensen et
Schaefer, 1998 ; Trudeau et Fernandez-Caldas, 1994) pour inconvénient de
faciliter I'envahissement par des souches a crussaapide(Rhizopus, Mua,
risquant de masquer les autres colonies et deé&alser le nombre de colonies réel
(Changet al,, 1995).

- Le milieu Rose Bengale inhibe la croissance deespgces a croissance rapide et les
colonies restent plus petites donc plus facilema#gtombrables. Cependant il se
décompose a la lumiére et peut devenir toxique pettaines especes fongiques. De
plus la pigmentation des colonies complique l'ideition.

- Milieu DG18 (dichloran glycerol 18) : ce milieu guté a tous les champignons, est de
plus en plus utilisé et donnerait des résultats psoables ou supérieurs au MEA
(inhibition partielle des espéces a croissancadeapt dénombrement et identification
plus faciles) (Russedt al, 1999 ; Wwet al, 2000).

- Milieu Sabouraud : classiquement utilisé pour lahexche de champignons en
clinique, ce milieu reste utilisé dans certaineslés environnementales.

Des antibiotiques (chloramphénicol et / ou gentangjcdestinés a inhiber la croissance
bactérienne sont ajoutés a tous ces milieux.

Les températures d'incubation trés variables skdsréquipes par le passé, sont maintenant
plus homogenes, entre 25 et 30°C pour les floragifme globales (CEN, 2000 ; Jensen et
Schaefer, 1998), 35-42°C pour le geAspergills.

La durée d'incubation est comprise entre 7 et iMsjavec une lecture a 3 jours puis une
surveillance réguliere de la croissance pour éVieggivahissement des boites par certaines
especes.

Le dénombrement et l'identification des champignep®se sur un examen macroscopique et
microscopique des colonies par des mycologues ie@fral'examen macroscopique des
colonies et I'observation microscopique de la motpbie des spores et du mycélium
permettent d’'identifier les moisissures collecté8s.I'identification du genre ne pose en
général pas de probleme a un mycologue, l'ideatibtcy de I'espece pose des problemes
délicats. Ainsi, certaines especes aussi communesegPenicillium restent d’identification
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difficile et nécessite une batterie de milieux e¢ grande expertise. Le recours au séquencage
de I’ADN, lorsque la séquence a déja été décraat p'avérer une aide précieuse.

[1.3.B L’observation microscopique

Microscopie photonique

Des filtres ou lames peuvent étre observés au saope photonique. Cette méthode couplée
éventuellement a un systéme d’analyse d'imagesqtean principe, de dénombrer les spores
totales (viables et non viables). Toutefois, uneuvagse répartition des spores sur le filtre
peut induire des erreurs de comptage et nécedssiteetvation de nombreux champs. Le
pouvoir de différenciation de cette technique exsblé, les spores 'Aspergillus et de
Penicilliumne peuvent par exemple pas étre distinguées.

Microscopie a épifluorescence

Le principe de ce dispositif repose sur |'excitatfmar une source de rayons ultraviolets d’'un
composé (diacétate de fluorescéine ou acridine gerampar exemple) fixé aux
microorganismes qui, dans ces conditions, devidnfheorescents et donc observables. En
pratique, les particules collectées sur des filt@st mises en suspension, colorées puis re-
filtrées. Les filtres ainsi obtenus sont observésracroscope a fluorescence qui permet de
distinguer, grace a ce marquage, les micro-orgassdes autres particules, et ainsi de
dénombrer les micro-organismes totaux (viableoatuiables).

Cette méthode présente l'avantage d'un dénombrerapitte (pas de délai d'incubation
nécessaire). En revanche, elle ne permet pastifidation des especes recueillies (Palmgren
et al, 1986 ; Hyseket al, 1991). Par ailleurs, certaines spores fongiguessstent au
marquage (Eduard et Heederick, 1998). Des errauohptage dues a des amas importants
de micro-organismes ont également été décritesiéHet al, 1996).

La microscopie électronique a balayage (Scanningé&ton Microscopy ou SEM)

La microscopie électronique a balayage utilise amsckau d'électrons et permet un
grossissement allant de 50 a 300 000, ce qui patendistinguer des structures inférieures a
0,2 um. Les images apparaissent en 3 dimensioperetettent de visualiser les micro-
organismes et leur structure. Cette méthode dgéatipour I'étude des spores fongiques et
d'actinomycetes (Eduard, 1993 ; Eduard et Heedet298) prélevés par filtration.
L’identification de certaines espéces est possipr la visualisation de détails
morphologiques, mais des spores d'especes difésr@eiuvent avoir le méme aspect (Eduard
et Heederick, 1998). Une identification de toutes kspeces présentes nécessite donc
I'association d’'une méthode par culture.

Pour linstant cette technique reste peu utilisée malgré sa fiabilité, elle nécessite un
eéquipement codteux et un personnel trés spéciabseinterpréter les images (Salmi, 2000).

I1.3.C Mesure des éléments constitutifs

[1.3.C.1 L’Ergostérol

Les moisissures contiennent dans leur membrangaied un ester d’ergostérol dont 'alcool
associé est commun a la majorité des Champignonsoseopiques. Il s'agit d'un stérol
cristallin de formule gH430H (Figure I-5), transformé en vitamine D2 soudfdtedes
rayonnements ultraviolets (Windaus) et dont le pdenfusion est 163°C.
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HO
Figure I-5: Formule développée de I'ergostérol

Le dosage de l'ergostérol est couramment utilisér pdéterminer la contamination de
substrats solides : céréales (Saitzal, 1979), sols (Grant et West, 1986), matériaux de
construction (Pasanest al, 1999), poussieres de maisons (Axelssbal, 1995), ce dosage
commence également a étre utilisé pour estimeofaeantration fongique aéroportée des
environnements intérieurs (Miller et Young, 1997).

Cette technique de dosage est plus sensible qlee amisistant a mesurer la quantité de
laccase extracellulaire (enzyme) ou de chitine (@osant de la paroi cellulaire) (Matchan

al., 1985).

Le dosage de I'ergostérol nécessite, au préalabigdction de I'ester d’ergostérol contenu
dans la membrane cellulaire fongique et de la nubdéd’ergostérol associée a I'ester.

Les techniques de dosage de I'ergostérol s’appsigniine caractéristique de ce composé qui
est son absorbance UV a 282 nm (Figure 1-6).

Figure I-6 : Spectre de I'ergostérol dans du méthan
- - --:ergostérol commercial (pureté>98%yY; : extrait de moisissures colonisant
I’'humus d’un ruisseau (Gessner et Newell, 1999).

La littérature fait état de différentes techniquemlytiques, plus ou moins adaptées, pour
doser I'ergostérol :
- La chromatographie en phase liquide (HPLC) quigstchnique la plus couramment

utilisée (Seitzt al, 1979 ; Zillet al.,1988 ; Gessner et Newell, 1996)
La chromatographie en phase gazeuse (GC) assodies@ectrométrie de masse
(Axelssonet al.,1995)
La spectrométrie UV (Zilet al., 1988) qui se révele difficilement exploitable daas
cas de la contamination de céréales, compte tenspdatre d’absorbance UV des
autres substances présentes (Matcbaah, 1985).
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Concernant les concentrations d’ergostérol mesumé@esavers de quelques études menées
sur ce sujet, en 1986, Grant indique des valeurspases entre 4 et 7 ng d’ergostérol/ug de
myceélium dans son étude portant sur la mesure etgostérol dans les sols. En 1995,
Axelsson a déterminé gispergillus fumigatugen contenait 14,3 pg/mg. Pour les autres
especes, la quantité d’ergostérol est comprise éhfr et 8,8 pg/mg. Des mesures réalisées
dans une maison fortement contaminée avaient desrgaallant de 6 a 45 pg d’ergostérol/g
de poussiére et de 0 & 0,3 ng /L d’air.

Les résultats obtenus par Pasanen, en 199%Aspargillus versicolopermettent d’établir,
pour cette espéce, une relation entre le nombrepdees et la quantité d’ergostérol. Ainsi,
l'auteur a déterminé qu’une sporéddversicolorcontenait 1,3+0.2 pg d’ergostérol/spore.

Lors d’'une autre étude Miller et Young (1997) omjaément établi les concentrations
d’ergostérol par spore en fonction de differentsgseees fongiques (Tableau 1-8).

Espe . e s Concentration d’ergostérol
spéce fongique étudiée

(pg/spore)
Cladosporium cladosporioides 3,11+ 13,5
Aspergillus niger 1,71+ 19,9
A. sydowii 1,71+£15,9
A. ustus 1,88+ 145
A. versicolor 254+75
Eurotium herbariorum 2,17 +£13,6
Penicillium brevicompactum 255+47
P. chrysogenum 511+ 26,6
P. commune 3,34+ 14,2
P. olsonii 2,12+6,4
P. viridicatum 221+84

Tableau I-8 : Concentration d’ergostérol par sgmmer différentes especes fongiques (Miller
et Young, 1997).

La quantité d’ergostérol par spore ou par masskeesde mycélium peut varier jusqu’a 25%
d’une espece a l'autre (Miller et Young, 1997 ;d&heset al, 1999).

En 1979, Seitz a déterminé linfluence de la duddacubation sur la concentration
d’ergostérol pour une soucheAdpergillus mettant en évidence linfluence de I'age de la
culture sur la production de ce composé (Tabledu |-

Durée d’incubation (jours) Masse de champignons) (mgconc(errr:g/zt'do,gi(rj se(;g;) sterol
2,1 65 2,3
7 110 3,3

Tableau I-9 : Impact de I'age de la culture swdacentration d’ergostérol

11.3.C.2 Chitine

Polyb-1,4-N-acétyl glucosamine, la chitine (Figure I-1€8t présente dans la paroi des
micromycetes et est absente du matériel végétal.
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Le principe du dosage de cette molécule, mis aotgar Donald et Mirocha, en 1977 pour
évaluer I'importance de la contamination fongiques djrains, repose sur I'hydrolyse de la
chitine en glucosamine, dosée par colorimétrielooroatographie.

CH,OH CH,OH

NHCOCH; NHCOCH;4

Figure I-7 : formule développée de la chitine

Les résultats obtenus en 5-6 heures rendent caedtechitine du mycélium vivant ou mort,
mais peuvent étre biaisés dans la mesure ou lesigmies ont des teneurs en chitine variable
(de 1 & 25% du poids sec du mycélium) selon lescesy I'age du mycélium et la nature du
substrat. La présence de certaines substanceshbdtragu tels que des hexosamines, peut
eégalement fausser le résultat (Matchetral, 1985).

11.3.C.3 b-glucanes

Lesb-glucanes sont des constituants spécifiques despongiques, présents dans la plupart
des especes fongiques. Leur dosage est fait parlLfds (Limulus Amebocyte Lysate)
modifié ou test immunochimique (Enzyme immunoasdald) (Pasanen, 2001).

Leur dosage est d'autant plus informatif que cestdoants ont probablement un réle direct
dans la réponse inflammatoire des personnes expos@ependamment d'une réaction
immunologique (Rylander, 1997 ; Dillogt al, 1999 ; Douwe®t al, 2000; Wouterst al,
2000 ; Walinderet al, 2001 ). D'autre part, la méthode ne dépend pala deabilité des
cellules.

La méthode par LAL est assez simple (commerciglisésensible, mais peu spécifique. La
méthode par EIA est plus reproductible et plus §ijpée mais n'est pas assez sensible pour
les recherches dans l'air (Douvegsal, 1996).

Ce dosage présente deux principaux inconvénieihtse donne pas d'information sur les
especes et il n'y a pas de données de référenoefpant I'interprétation.

11.3.C.4 Polysaccharides extracellulaires (EPS)

Les EPS sont des polyméres hydrocarbonés excratda plupart des moisissures. Ils sont
considérés uniguement comme marqueurs d’exposgans effets propres sur la santé (Chew
et al, 2001).

Les EPS peuvent étre utilisés pour caractérisesiguus genres tel qu€ladosporium
Alternaria, Aspergillus Penicillium. lls sont détectés par des méthodes immunochimiques
(ELISA) (Parat, 2002). Cette méthode est rapideeet spécifique a une espéce, cependant il
existe des réactions croisées entre les gekspergilluset Penicillium qui rendent difficile
I'interprétation des résultats (Edouard et Heedtei®98).

11.3.C.5 Détection par réaction Antigénes-allergenes

Les antigénes sont des molécules qui peuvent mduime réponse immunologique
(production d’'immunoglobines sériques) chez les mé#ares. Les allergénes sont des
antigénes qui peuvent causer une réaction alleegeuse liant a un anticorps spécifique.

Les méthodes immuno-chimiques utilisent cette péspren détectant les antigenes au moyen
de leurs anticorps associés. Un marquage préatisieanticorps (isotopique, enzymatique,
fluorescent ou luminescent) permet de détecter uaintifier la présence de complexes
antigene-anticorps.
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La technique ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent &gs qui combine un marquage
enzymatique et l'utilisation de substrat chromogées, ne permet de rechercher qu’'une
seule espéce a la fois (Parat, 2002) et possedsenséilité faible (Pasanen, 2001).

[l COMPOSES ORGANIQUES VOLATILS

Bouscaren (1998) définit les composés organiquéstilso (COV) commedes substances
dont la tension de vapeur a la température ambiasiesuffisamment élevée pour estimer
justifiée I'affirmation selon laquelle ces composést presque totalement a I'état de vapeur.
La définition de la tension de vapeur seuil a padé laquelle un composé organique est
considére étre volatil est purement arbitraire.

Depuis le milieu des années 90, le nom de COVm (fs@s Organiques Volatils d’origine
microbienne) est donné aux composés organiquesilsdksus d’'une activité microbienne
(fongique et bactérienne) (Pasamtml, 1996 ; Korpiet al, 1997 ; Kivirantaet al, 1998).

1.1 ECHANTILLONNAGE ET ANALYSE DES COV D’'ORIGINE FONGIQUE :
APPLICATION AUX ENVIRONNEMENTS INTERIEURS

La plupart des études appliqguées a I'habitat ctergiss mesurer en laboratoire I'émission a
partir de matériaux de construction contaminés ypg moisissure. Quelques auteurs ont
cependant réalisé des étudessitu dans des habitats contaminés : Wesseal, 1995 ;
Fedoruket al, 2001 ; Kelleret al, 2001.

Dans tous les cas les techniques employées powdéédes COV engendrés par une
croissance fongique sont identiques a celles nmse@vre pour mesurer les COV en général.

Le plus souvent les échantillons d’air sont réalisgite a un prélevement actif. Ce type de
préléevement consiste a faire passer un débit dantrdlé, a I'aide d’'une pompe, sur une
phase solide (I'adsorbant) ou liquide (I'absorbai) fonction de leur affinité avec cette
phase, une partie des COV est plus ou moins retenue

En 2002, Wady a échantillonné des COV issus d'uweld@pement fongique sur des
matériaux de construction en utilisant un prélévenpassif. Le protocole opératoire de ce
type de prélévement consiste a déposer une filESBolid Phase Microextraction) dans le
lieu de prélevement (chambre d’essai dans ce tas)molécules sont alors adsorbées et le
gradient de diffusion créé permet I'adsorption tfasi molécules.

Dans le cas de prélevements actifs, le choix dhsogant ou d’'un adsorbant est déterminé
en fonction la nature des COV a mesurer : I'absompgera parfois préférée pour I'étude des
aldéhydes, et I'adsorption pour le reste des COV.

Dans le cas d'aldéhydes, certains auteurs utiliser@ phase liquide pour absorber ces
molécules. Il s’agit d’'une solution de 2,4-dinithegmylhydrazine (DNPH) (Pasanen al,
1996 ; Korpiet al, 1996, 1998 ; Schleibinger et Riden, 1997). Leghaldes sont ensuite
élués avec de I'acétronitrile puis analysés en @hatographie Liquide Haute Performance
(HPLC). Cette technique a l'avantage de permetredtection de tous les aldéhydes. En
revanche, elle reste spécifique a ce groupe deculel&

Les autres COV sont piégés sur une phase solideadsorbants utilisés sont le TENAX TA
(Pasaneret al, 1996 ; Korpiet al, 1996, 1998 ; Wilkingt al, 2000 ; Kelleret al, 2001), le
TENAX GR (Fischer, 1999), 'Anasorb 747 (Wessnal, 1995 ; Fedorulet al, 2001), le
charbon actif (Ezeonet al, 1994) et le Chromosorb 102 (Bérjessdral, 1990).
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Les COV piégés sur adsorbant solide sont désoheésiquement. La séparation se fait par
chromatographie en phase gazeuse (GC) couplée spastrométre de masse (MS) pour
I'identification.

Notons que lI'analyse des COV par GC/MS permet égaté I'analyse d’'un grand nombre
d’aldéhydes. Seuls ceux a petites chaines carboeésmnt pas séparés par GC.

1.2 BIOSYNTHESE DES COV D’ ORIGINE FONGIQUE

D’apres Wesséet al. (1995), I'émission de COV d’origine fongique intemt des le début
du développement de la moisissure. Ces moléculdsssues soit du métabolisme fongique,
soit de la dégradation des supports de croissaarcaction mécanique ou chimique (enzymes,
acides organiques)

En 1997, Korpi compare I'évolution du G@t I'émission de COV dans des chambres
d’essais contenant des matériaux contaminés pamesissures. Par cette étude, Korpi
confirme que la croissance fongique (associé aaugenentation de C{)s’accompagne de
I'émission de plusieurs COV dont les principauxtsole 2-pentanone, le 2-hexanone, le 2-
heptanone, le limonene, le 2-méthylfurane, le fddélayde, I'acroléine, le nonanal, le 3-
octanone, le 2-éthyl-1-hexanol, le 1-octen-3-oB4méthyl-1-butanol, le 3-méthyl-2-butanol,
le camphéne etd-pinene.

Wilkins, en 2002, différencie les COV issus d’uneigsance fongique en fonction de leurs
origines synthétiques. D’aprés cet auteur, les C@¥us de la biosynthése des
microorganismes sont des molécules comportantad2®atomes de carbones.

Ainsi, l'auteur indique que les groupes fonctiosniglcluant des molécules de & G, sont
synthétisés lors de processus fondamentaux tel$aguigcolyse ou le cycle de Krebs. Tous
les micro-organismes sont susceptibles de prodigréype de molécules, a des quantités
dépendantes des conditions de croissance.

D’autres groupes, constitués de molécules complex&scarbones ou plus, seraient plus
spécifique d’une contamination fongique. Ces grsupeluent le 3-octanol, le 3-octanone, et
le 1-octen-3-ol, résultent de la dégradation désesqras.

Les composés les plus fréquemment rencontrés |aFgudds sur des matériaux de
construction contaminés par des moisissures som-rfethylpropan-1-ol, le 2-méthyl-1-

butanol, le 3-méthyl-1-butanol, 'onctan-3-ol, leodten-3-ol, le butan-2-one, I'hexan-2-one,
le 2-heptanone, le 3-octanone, le 2-méthylsiobdriéogéosmine, le limonene, , le 2,5-
diméthylfurane, le 3-méthylfurane, le diméthyldfila, ainsi que plusieurs sesquiterpénes
généralement pas identifiés avec certitude.

Pasanen, en 1996, démontre que la production deirerCOV concorderait avec la

formation d'autres métabolites secondaires (mydo&®). A partir de plusieurs études

portant sur la production de COV, Pasanen décriiidaynthese des principaux composeés
rencontrés (Figure [-8) :
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Figure [-8 : Chemin métabolique de la biosynthésemtincipaux COV et mycotoxines
associées (ce schéma a été codé de la facon suiMastCOV sont soulignés, les
mycotoxines produites sont surlignées en orangapi@s Pasanest al, 1996)

La production de COV et de certaines mycotoxineprante donc les mémes chemins
métaboliques. Par exemple, Pasanen montre quesbémi de sesquiterpénes volatils est
associée a la production de trichothécenes (Pasaran1996).

1.3 NATURE DES COV EMIS A PARTIR DE MATERIAUX DE CONSTRUCTION
CONTAMINES

Depuis ces dix derniéres années, plusieurs égei@esont intéressées a l'impact sanitaire
potentiel lié a I'inhalation des composés volatisis lors d’'une croissance fongique. Dans ce
contexte, des études menées pour identifier cegéamels ont consisté a analyser les COV
émis par différentes especes fongiques, isolées Haabitat et se développant sur divers
matériaux de construction. Les composés émis aifa de ce développement sont analysés
en laboratoire (Ezeonet al, 1994 ; Wessént al, 1995 ; Pasaneet al, 1996 ; Korpiet al,
1998 ; Wilkinset al, 2000 ; Schleibingeet al, 2002 ; Wadyet al, 2002) Les matériaux et
les especes utilisés par ces études sont référdanéde Tableau I-10.
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Référence Support de croissance Moisissures étudiées
Ezeonu et| _. Acremonium obclavatum, Aspergillus
Fibre de verre .
al., 1994 versicolor
Penicillium corymbifera, Aspergillus
Wessen et Fibre de verre et agaloméré versicolor, Aureobasidium sp.,
al., 1995 99 Cladosporium sp., Chaetomium globosum,
Stachybotrys chartarum
Pasanen et Bois et Papier peint Penicillium verrucosunet Fusarium
al., 1996 PIerp sporotrichioides
: Penicillium spp., Fusarium spp., Aspergillus
Korpi et al, L . R i
1997 Poussieres ménageres spp., Monascus sp., Cladosporium sp.,
Rhizopus sp.
Acremoniumfurcatum, Aspergillus
fumigatus, A. versicolor, Aureobasidium
A pullulans, Chaetomium globosum, Eurotium
. Panneau de platre, . . "
Korpi et al, s herbariorum, Exophila dermatitis,
agglomeére, fibre de verre et : : I
1998 7 . Fusarium culmorum, Paecilomyces variotii,
céramique o )
Penicillium brevicompactum,
Scopulariopsis brumptii, Sporotrichioides
noseus, Stachybotrys chartarum
Wilkins, Panneau de olatre. carton Aspergillus versicolor, Penicillium
1998 P ' chrysogenum, Stachybotrys chartarum,
Panneau de platre, laine Aspergillus penicillioides, Stachybotrys
Wady, 2002| . . . .
minérale, masonite chartarum, Chaetomium globosum
Panneau de platre avec
Schleibinger fongicide, 2 sortes de bois,

et al, 2002

aggloméré avec papier pein
aggloméré avec papier pein
et colle

t,Aspergillus versicolor
t

Tableau I-10 : Principales études traitant de I&=i0in des COV fongiques et appliquées a

I’habitat

Les composés les plus fréquemment identifiés lersces études sont répertoriés dans le

Tableau I-11 :
Famille chimique Composés
1-octen-3-ol, 2-méthyl-1-butanol, 3-méthyl-1-
AlCools butanol, 2-méthyl-1-propanol, 1-pentanol, 2-
heptanol, 2-nonanol, 1-hexanol, 2-éthyl-1-hexanol,
3-octanol
Cétones 2-pentanone, 2-haxanone, 2-heptanoneaBemet
Aldéhydes Formaldéhyde, acétaldéhyde, acétone
Acides Acide acétique
Terpénes Iimonéne,a}-pin(‘?ne, camphre‘, camphene,
géosmine, germacréne
Composés divers 2-méthylfurane, diméthyldisulfide

Tableau I-11 : COV fréequemment détectés lors deneessance fongique sur matériaux de

construction.
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[11.3.A.1 Impact du substrat et de I'espece fongique

Schleibinger, en 2002, étudie I'émission de COV Apapergillusversicolor sur différents
matériaux de construction en laboratoire. Cettelétmet en évidence que I'émission de
certains COV dépend du support de croissance (dathi&?2).

Matériaux L Aggloméreé +
Bois Bois Agglome_re " papier peint +
cov (épicéa) | (pin) | Paplerpeint+ colle spéciale a
colle usage intensif
gein
3-méthylfurane ++ + +
2-méthylfurane +
2-pentanol ++ ++ +
3-méthylbutan-2-ol + +
3-méthylbutan-1-ol +
Pyrazine ++ + +
2-méthylbutan-1-ol ++ + +
2-butanonoxim +
1-octen-3-ol ++
3-octanone +
3-octen-2-ol ++
3-octanol
2-octanol ++
2-n-pentylfuran ++
2-éthyl-1-hexanol ++ ++ ++++ ++
Cis-3-octen-1-ol ++

+:1-10 ng/Semaine ; ++ :10-100 ng/Semaine ; ++400-1000 ng/Semaine
Tableau I-12: Emission de COVm paspergillus versicolosur différent substrats utilisés
frequemment dans I'habitat (Schleibingeml, 2002)

Lors de cette étude, seul le 2-éthylhexanol a étécté sur 'ensemble des matériaux.

En 2000, Wilkins réalise une étude en contamin#férdnts matériaux de construction avec
trois especes fongique®dnicillium chrysogenum, Aspergillus versicolor et Stachybotrys
chartarunj. Cette étude met en évidence que I'émission daine COV dépend de I'espéce
fongique. Ainsi, le 1-butanol, le méthyl 2-méthylpronate, I'anisole et le o-méthylanisole
n'ont été détectés qu’en présenceSdachybotrys chartarunDans ces conditions d’essais,
Penicillium chrysogenumétait I'espece la plus émissive Aspergillus versicolor celle
émettant le moins de COV.

[11.4 OCCURRENCE DESCOV D’ ORIGINE FONGIQUE DANS L "HABITAT

En 1994, Strom a mesuré les concentrations de 18, G@Qpposés par l'auteur spécifiques
d’'une contamination fongique ou bactérienne, aimpa® prélevements atmosphériques
réalisés dans deux habitations contaminées. Lesentmnations relevées variaient de 2 a
15600 ng/m selon les composés (Tableau 1-13) :
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Composés Habitation A| Habitation B
(ng/n) (ng/n)
3-méthyl furane 24 7
2-méthyl-1-propanol 1740 -
1-butanol 1557 2480
3-méthanol-1-butanol 377 175
3-méthanol-2-butanol 1187 190
2-pentanol 1331 12
2-hexanone 4160 498
2-heptanone 320 243
3-octanone 92 3020
3-octanol 7460 8860
1-octen-3-ol 3380 10020
2-octen-1-ol 1560 15600
2-méthyl-isoborneol 2800 410
Géosmine 6 551
2-isopropyl-3-méthoxy-pyrazine 600 9500

Tableau 1-13 : Mesure de la concentration de COMsdieux maisons présentant des signes
de contamination fongique (Stréehal, 1994).
Les concentrations sont exprimées en fig/m

Dans cette étude, la concentration de la majoe& @OV retenus était de I'ordre du pg/m
En comparant la somme des concentrations émises c@8 deux habitations avec une
habitation ne comportant pas de signe visible dgaroination, I'auteur montre également
que la croissance fongique s’accompagne d’'une auigitnen sensible de la concentration
globale de COV (26,5 et 51,6 pgmpour les habitations « moisies » contre 7,9 [iglans
I'habitation « saine »).

Lors d’'un préléevemenin situ dans une maison contaminée réalisé par Wessér9@s 1
l'auteur mesure des concentrations de COV compeirgs 0,1 et 17,4 pghen fonction du
composé (généralement 1,0 pdym

D’autres concentrations ont également été mesuoéesle prélevements situ menéspar
Fedoruk en 2001 (de 2 & 31,7 pd)rt par Keller en 2001 (de 0,1 & 740 pd/m

1.5 UTILISATION DES COV COMME TRACEURS

Dans leur discussion, plusieurs auteurs ont suggiuéliser ces composés en tant
gu’indicateurs d’'une croissance fongique dans ddsnlents qui présenteraient un niveau
élevé de contamination (Milleet al, 1988 ; Sunnessoet al, 1996 ; Korpiet al, 1998 ;
Bjurmanet al, 1999)

C’est dans cette problématique que Keller, en 20€dljse une étude afin de détecter des
COV responsables de l'odeur de moisi (le 1-octe;3le 2-méthyl-1-propanol, le
diméthylsulphide, le diméthyldisulfide, le diméthylphoxide, le 2-heptanone et la
géosmine). Il réalise ainsi plusieurs prélevemeasosphériques dans 131 habitations. Les
COV incriminés ont été détectés dans I'ensemble rdsglences présentant un signe de
contamination fongique (odeur ou visible) (n=96).

Cependant, la multitude des sources autres queqgioeg) pouvant émettre des COV dans un
environnement intérieur (matériaux, revétementsyoorganismes divers...) et le manque de
connaissances a propos de la production par lesisaoies de ces métabolites sur des
produits de construction expliquent qu'a I'heurguatie I'utilisation des COV comme
traceurs n’est pas été développée.
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IV  LES MYCOTOXINES

Les mycotoxines sont des métabolites secondairéguiEs produits par les moisissures. Une
fonction reconnue de ces toxines est de limiteddeeloppement d'autres microorganismes
présents sur le méme support de croissance (Weidsar) 2001).

IV.1 PRELEVEMENT ET PREPARATION DE L 'ECHANTILLON : APPLICATION AUX
ENVIRONNEMENTS INTERIEURS

Les prélévements de mycotoxines sont réalisésasqiartir de matériaux de construction
prélevésin situ ou contaminés artificiellement en laboratoire,t stans des poussiéres

échantillonnées sur le terrain a partir de diffesesupports (moquettes, conduits de
ventilation) ou directement dans I'air a I'aidefd&es.

Dans tous les cas, les mycotoxines sont extraieed'éhantillon a l'aide d’'un solvant
organique. Le choix de ce solvant d’extraction aépprincipalement du caractére polaire
(telles que déoxynivalénol (DON), nivalénol (NI\sterigmatocystine, trichothécenes du type
B, ochratoxine A) ou apolaire (DAS, toxine T2) denhycotoxine étudiée.

Les mycotoxines polaires sont généralement exsravec du méthanol et/ou de I'acétonitrile
(Smoragiewiczt al.,1993 ; Richarcet al, 1999 ; Tuomet al, 2000 ; Engelhart al, 2002).
Les autres toxines sont extraites avec du chloméordu dichlorométhane et/ou de I'acétate
d’éthyle (Nielseret al, 1998, 2001 ; Vespet al, 2000 ; Niemineret al, 2002).

Dans certains cas (par exemple pour I'Ochratoxine’@cidification du milieu peut étre
envisagée afin d’améliorer l'efficacité de I'exttian (Frisvadet al, 1987 ; Smoragiewicet

al., 1993).

Par conséquent, du fait de la diversité des carsiitities physico-chimique de ces molécules,
il n'est pas possible d’extraire la totalité descmtpxines a partir d’'une extraction unique.

De plus, la détection des mycotoxines a partir ele €chantillons est difficile pour trois
raisons principales :

- les concentrations de mycotoxines dans I'’habitat sopposées faibles (de I'ordre
du ppm dans des poussiéres d'apres une étudeér@alisRichard en 1999 sur
I'ochratoxine A)

- les composants de la matrice de I'échantillon swmrhbreux et interférent dans
'analyse (matériaux, peintures, colles, poussjergs

- les moisissures générent de nombreux meétabolitesndaires susceptibles de
géner l'analyse.

Par conséquent, afin d’améliorer I'analyse chrompaphique, plusieurs auteurs effectuent
une purification préalable de I'échantillon. Treéehniques de purification sont décrites dans
la littérature pour ce type d’analyse :
- l'extraction en phase solide (SPEpormale (gel de silice, florisil, alumine de chamb
de bois, colonnes MycoSep) ou inverse (Tuetral, 2000)
I'extraction a I'aide d’une colonne d'immunoaffinité dans le cas d’études spécifiques
a un groupe ou une mycotoxine donnée (par exentulelchratoxine A) (Richaret
al., 1999)
I'utilisation de solvant organique (hexane, cyclohexane ou éther de pétrole) pour une
extraction chimique et I'élimination de polluanédstque des corps gras (Smoragiewicz
et al, 1993).
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IV.2 METHODES CHROMATOGRAPHIQUES UTILISEES POUR LA DETECT ION DES
MYCOTOXINES DANS LES ENVIRONNEMENTS INTERIEURS

La chromatographie liquide

Depuis les années 90 la chromatographie liquidéehaerformance (HPLC) est la technique
la plus utilisée pour la mesure des mycotoxinese Beut étre couplée soit a un a un
spectrometre de masse (MS), soit a un détectewmvidlet (UV), pour la détection et
I'identification des mycotoxines.

Le couplage entre 'HPLC et la spectrométrie desedkC-MS) est une technique spécifique
et semble donc étre appropriée a la mesure de pymes dans les environnements intérieurs
(Nielsenet al, 2003). Cependant, I'analyse des trichothécéned §aMS ou MS/MS peut
étre difficile du fait de leur labilité et leur t@ance a former des adducts (produits d'une
réaction entre plusieurs molécules) (Razzazi-Faaetil, 2002). Ainsi, comme le souligne
Nielsen (2003), le rapport de Tuowii al. (2000) pourrait contenir des faux-positifs liékaa
technique analytique (GC-MS) puisque les échansllcontenant le T2-tetraol ne contenaient
pas de T2-toxine (molécules pourtant issue du mé&meenin réactionnel), et ceux avec la 3-
acétyl-DON n’étaient pas associés a la présen@ié.

Comme la plupart des composés aromatiques ou coampoun systéme électronique
conjugué, les mycotoxines fluorescent sous rayoenerdV, cette propriété peut alors étre
utilisée pour leur détection. L'utilisation d’'unePHC couplée a une détection UV peut alors
étre utilisée. Cependant, seules les mycotoxingspodant un spectre d’absorption UV
caractéristique peuvent étre identifiées par dettenique (Vespeet al, 2000).

La chromatographie sur couche mince

La chromatographie sur couche mince (TLC) est lahode chromatographique la plus
ancienne. Elle requiert peu d’équipement et eativement rapide.

Apres seéparation et traitement par un colorant, negcotoxines sont révelées sous
rayonnement UV.

Cette technigue est principalement utilisée pourfiomer I'identification de mycotoxines
(trichothécénes, stérigmatocystine, ochratoxinegligtoxine) (Smoragiewiczt al, 1993 ;
Johanninget al, 1999 ; Richarcet al, 1999 ; Vespeet al, 2000 ; Engelharet al, 2002 ;
Nieminenet al, 2002). Cependant, la TLC n’est pas suffisammpétifique pour permettre
une étude globale des trichothécenes par exemple.

La chromatographie en phase gazeuse

La chromatographie en phase gazeuse (GC) nécedsifajt de I'instabilité thermique des
mycotoxines, une étape de dérivation des groupen@rtet NH. Cette technique, couplée a
un MS est cependant tres sensible. Cette méthadeiesipalement utilisée pour I'analyse
des trichothécénes (Nielsenal, 1998 ; Johanningt al, 1999).

Tests biologiques

Certains auteurs testent également la cytotoxideé eéchantillons afin d’analyser les
trichothécénes. Des tests immunologiques sont igale mis au point pour identifier
certaines mycotoxines. Ces techniques ont pourtagas d'étre rapides et relativement
simples d’utilisation (Smitlet al, 1992 ; Ruotsalaineet al, 1998 ; Johanningt al., 1999).
Parmi ces méthodes, les plus couramment utilissr@sles tests RIA (Radio Immuno Assay :
méthode de dosage d’'un antigene radioactif) pauafatoxines, et ELISA (Enzyme-Linked
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Immunosorbent Assay : technique utilisée pour détetes anticorps antibactériens ou
antiviraux au moyen d’anticorps spécifiques confgga une enzyme) pour détecter la plupart
des mycotoxines. Ce type de tests reste toutetnisspnsible (limite de détection de 0,2 ppm
pour ELISA) compte tenu des quantités émises damernvironnements intérieurs (de I'ordre
du ppb) (Bertinchampst al., 2000).

Les concentrations de trichothécénes peuvent égaleéire estiméegia I'inhibition de la
traduction de protéines (Yilat al, 1999).

L’électrophorése capillaire

Depuis la fin des années 90, I'électrophorése laapil(CE) est utilisée pour la détection de
mycotoxines particulierement en raison d’'un pouwvid séparation supérieur a celui du
capillaire d'un GC (Wheagt al, 1997 ; Mc Comket al, 1998).La méthode a cependant un
certain nombre de limites : ainsi, les composants chargés ne peuvent pas étre séparés a
moins que la technique « micellar CE » ne soitsdd, ce qui réduit fortement son pouvoir de
séparation (Nielseat al, 1996). De plus, seuls de trés petits volumes (gk)lpeuvent étre
injectés dans la colonne, ce qui implique des @rmbk de limite de détection, et ce, malgré
I'existence de plusieurs méthodes de pré-concémtr@tlaylor et Tomlinson, 1998).

En conclusion, il n'existe pas de technique globpémettant I'analyse de toutes les
mycotoxines potentiellement présentes dans undtabit

IV.3 NATURE ET BIOSYNTHESE DES MYCOTOXINES

Les mycotoxines regroupent plus de 400 composésighés non volatils dont la masse
moléculaire n’excede généralement pas 1500 DaNaglidenet al, 1998 ; Johanningt al,
2002). La plupart d’entre elles sont des hétérnesysouvent insaturés, caractéristique en
rapport avec la toxicité et les propriétés canedrgs de certaines d’entre elles. L’hétéroatome
le plus rencontré est I'oxygene (stérigmatocystit@mxynivalénol, aflatoxines...).

Elles sont excrétées par les moisissures apreldsepexponentielle de croissance et durant
toute la phase stationnaire (Weidenbdrner, 2001).

Ces toxines ont trois origines biosynthétiquesqgipiales : les polyacétates, les terpénes, et les
acides aminés ce qui n'implique pas leur uniformett@cturale (Weidenbdrner, 2001).
Certaines d’entre elle peuvent toutefois étre élapar famille selon des similitudes
structurales, c’est le cas notamment des trichetigx Leur impact sanitaire en a fait la
famille de mycotoxines la plus prospectée par lesles appliquées aux environnements
intérieurs. A I'heure actuelle plus de 170 tricreat@nes ont été référenceés.

lIs peuvent étre macrocycliques ou simples (nonrow@cliques) et contiennent des anneaux
sesquiterpenes caractérisés par un noyau 12, 13~épchxothec-9-éne. lls possédent
différents constituants aux positions 3, 4, 7, 8%tle leur molécule.

Nielsen distingue quatre types de trichothécenes :

Le type A (la Toxine-T2 par exemple), sont deshmibécenes simples dont la
formule générale est représentée sur la Figura ¢@uche.

Le type B (Déoxynivalénol, nivalénol, ),.sont des trichothécenes simples

caractérisés par une fonction cétone sur le carBafegure 1-9 a droite). Ce
groupe limite la toxicité de ces trichothécenesrppport a ceux du type A.
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R3
Figure I-9 : Formules développées des trichothécdpraype A et de type B (de gauche a
droite)

Les trichothécenes du type C sont généralementeppehothécénes macrocycliques
(les satratoxines par exemple). Leur présence daatstat est spécialement associée a

la croissance de moisissures du g&texhybotrys.

Le type D : tres rares, ils sont caractérisés pagroupe €poxy sur les carbones 7 et 8
ou 9 et 10 (crotocine).

Les structures chimiques de mycotoxines fréquemméitdiées dans [I'habitat (la
stérigmatocystine, ainsi que trois types de trichoénes) sont représentées dans la Figure

[-10.
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Figure I-10 : Structure chimique de la stérigmasbitye, la T2-toxine, la déoxynivalénol et la
statratoxine H

IV.4 PRODUCTION DE MYCOTOXINES SUR DES MATERIAUX DE CONST RUCTION

Pour des raisons historiques, la plupart des étuditant des mycotoxines sont appliquées au
domaine agroalimentaire. Mais ¢s'il existe de norabes publications traitant des
mycotoxines dans I'alimentation, en revanche isexipeu d’études appliquées a la présence
de ces toxines dans les batiments.
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Dans cette problématique, certains auteurs ontétagroduction de mycotoxines lors d’'une
croissance fongique sur divers matériaux de coctsbru Les espéces fongiques ont été
isolées dans des habitats présentant des sigiiglevide contamination.

Nielsen, en 2003, a recensé les difféerentes myowexdétectées lors de ce type d’études
Tableau I-14 :

Espéces fongiques Mycotoxines détectées sur matériaux de Références
étudiées construction contaminés bibliographiques
Alternaria Alternariol, alternariol monoéthyl éther Nielsenal, 1999 ;
tenuissima Renet al, 1998
Aspergillus Gliotoxine, verruculogen, acide helvolique Niemiredral, 2002
fumigatus Renet al, 1999

Aspergillus niger | Nigragilline, orlandine, naphthgpyrones et des | Nielsenet al, 1999
composes tétracycliques

Aspergillus Ochratoxine A, acide penicilique, xanthomegniné&risvad et Thrane, 2002

ochraceus viomelleine, vioxanthine

Aspergillus ustus | Kotanine Nielsenet al, 1999

Aspergillus Stérigmatocystine, 5-méthoxy-stérigmatocystine  eamst Frisvad, 1994 ;

versicolor Nielsenet al, 1998

Tuomiet al, 2000

Chaetomium Chaetoglobosine A et C Nielsenhal, 1999

globosum

Memnoniella Griseoflulvine, dechlorogriseolfulvine, Nielsen, 2002

echinata epidechlorogriseofulvine

Penicillium Acide mycophenolique, asperphenamate. Nielsen, 1999

brevicompactum Nielsen, 2002

Penicillium Chrysogine, 2-pyrovoylaminobenzamide, Nielsen, 1999

chrysogenum méléagrine Nielsen, 2002

Stachybotrys De nombreux trichothécénes, principalement : | Anderseret al, 2002 ;

chartarum statratoxine G et H, T2-toxine, déoxynivalénol | Johanninget al, 1996 ;
(DON), acétyl-DON, T2-tetraol, verrucarol, Anderssoret al, 1997 ;
trichadernol, roridine E et L-2 Croftet al, 1986 ;

Jarviset al, 1998 ;
Nielsenet al, 1998
Vesperet al, 2000

Trichoderma viride | Trichothécénes Nielsest al, 1998

Tableau I-14 : Mycotoxines produites par les msigies de I'habitat inoculées sur des
matériaux de construction (d’aprés Nielsen, 2003)

Toutefois, toutes les souches d’'une méme especsonk pas nécessairement toxiques.
Ruotsalainen, en 1998, a isolé dans des préleventair et de surfaces d’habitations
contaminées, plusieurs souchesstechybotryshartarum Aprés croissance sur un milieu de
culture en laboratoire, seules une partie des ssush sont révélées cytotoxiques.

Outre la toxicité de la souche productrice, la Bgae de mycotoxines dépend également du
substrat de croissance, de la température, devitgctle 'eau, du pH, de la concentration
d’oxygéne et de la présence d’autres microorgariqidielseret al, 1998 ; Johanningt al,
2002). Les mycotoxines détectées lors de ces étddasnt donc étre associées aux
conditions d’essais.

De plus, la détection de ces toxines est largerdhiencée par la technique analytique
employée, par exemple, Nielsen (2001), en utilisen détection UV ne pouvait pas détecté
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de malformine qui nécessite une analyse par LC{M8rtant cette molécule était susceptible
d’étre produite par les especes fongiques présentes

Par conséquent, aucune liste de mycotoxines cpaetia de ces essais ne peut étre considérée
comme exhaustive.

IV.5 PRELEVEMENTS IN SITU

Jusqu’a la fin des années 90, I'exposition desgperss aux mycotoxines était supposée étre
principalement liée a l'inhalation de spores efrdgments mycéliens (Sorenson, 1999). Par
conséquent, I'exposition aux mycotoxines était é&alen mesurant les concentrations de
spores aéroportées et en identifiant les espéoggyites présentes dans les locaux.
Cependant, les études réalisées en laboratoiresfleéent pas forcément la production de
mycotoxines dans des cas réels puisque cette grodutepend des conditions de croissance
de la moisissure.

De plus, Gorny en 2002 a démontré que des parsiqlies petites que des spores (inférieur a
0,3 pum) pouvaient étre générées par une croissémmugique sur des matériaux de
construction. Par conséquent la corrélation ené&renbmbre de particules aéroportées
susceptibles de transporter des mycotoxines etrleentration de spores n’est pas évidente.

Les mycotoxines aéroportées ont été mesurées alineat dans des environnements en
présence de fortes concentrations de spores (fercoespost, ...) (Fischeet al, 1999 ;
Sorenson, 1999). En revanche, les concentratiamgidoes rencontrées dans I'habitat sont
plus faibles et le dosage des mycotoxines est dluscdifficile.

Dans le but d’évaluer I'exposition réelle d'occutsde locaux contaminés, quelques équipes

ont cherché a identifier des mycotoxines a parér pidélevements d’airs ou de surfaces
effectués directement dans des habitations conéasin

Tuomi, en 2000, a recensé plusieurs mycotoxinedyies sur 79 échantillons de supports
prélevés dans des habitations ayant subit un diggAtaux. Les mycotoxines détectées ont
été la stérigmatocystsine (24% des échantillons3, tdchothécénes (19% des échantillons)
(satratoxines G et H, diacétoxyscrispenol, déoxaléivol (DON), 3-acétyl-DON, verrucarol,
T2 tetraol), et la citrinine (4% des échantillons).

Toujours a partir de supports prélevés dans deobeget une habitation, Nielsen, en 1998, a
détecté de la stérigmatocystine, de la 5-méthoxgst@tocystine, ainsi que des
trichothécénes macrocycliques (probablement sairetds et H) et du trichodermol dérivé
de la molécule de trichodermine.

Depuis que l'association entre la croissanc&ehybotryshartarumdans les batiments et
'apparition de cas d’hémosidérose pulmonaire pgimi idiopathique (IPH) chez des
nourrissons a été publiée (Montagtaal, 1997 ; Jarviet al, 1998), la plupart de ces études
ont cherché a mesurer les trichothécenes aéropbdsgdrichothécenes détectés sont : la T2-
toxine, la tetreaol T2, la toxine Ht-2, la diacetsgirphenol (DAS), la déoxynivalénol
(DON), la roridine A, le scripentriol, le verrucérde trichodermol, et la satratoxine G.
(Smoragiewiczet al, 1993 ; Yikeet al, 1999 ; Vespeet al, 2000 ; Johanningt al, 2002 ;
Nielsen, 2002).

Des mycotoxines ont également été détectées dansodssieres de résidences individuelles.
Ainsi, Engelhart en 2002 a détecté de fortes camnaons de stérigmatocystine (4 ng de
stérigmatocystine par gramme de poussiere) dan$o26es échantillons de poussiéeres
prélevées dans des moquettes.
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Richard, en 1999 a isolé, pour la premiere foissddas habitats, de I'ochratoxine A dans des
poussiéres prélevées dans des conduits d'aératian.formule développée de cette
mycotoxine est représentée sur la Figure I-11

Cl
Figure I-11 : formule développée de I'ochratoxine A

Les mycotoxines les plus fréquemment détectéesderprélévemenin situ sont donc la
stérigmatocystine et plusieurs mycotoxines detailfa des trichothécénes.

Cependant, les techniques analytiques employées der ces études ne permettent pas
I'identification de la totalité des mycotoxines.rRanséquent cette liste n’est pas exhaustive
puisqu’un grand nombre d’autres métabolites n’agp@secherché.

Par exemple, en 1998 Steyn montre que la biosyathies la stérigmatocystine peut
s'accompagner de la production de plusieurs métabotels que I'acide norsolorique,
l'averatine, 1’hydroxyversicolorone, ou la versarote A. La poursuite de ces réactions peut
également conduire a la formation d’aflatoxine B&@Aspergillusflavus

La présence de stérigmatocystine est donc susteptbs’accompagner de nhombreux autres
métabolites potentiellement toxiques et non désedéds ces études.
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DEMARCHE

Naturellement présents dans l'air, les champigreorg des biocontaminants courants des
environnements intérieurs. En présence de conditiemvironnementales favorables, ils
utilisent les matériaux de construction comme seairde nutriments et se développent a
I'intérieur des locaux.

L’apparition de maladies chez les occupants d’@mviements « moisis » a été tres largement
décrite dans la littérature.

Les effets sur la santé des moisissures et métabassociés sont nombreux : infections,
allergies, toxi-infections, irritations. La prévate et la sévérité des maladies déclarées chez
I'enfant et I'adulte semblent corréler avec uneraegtation des surfaces contaminées dans
I'habitat.

Cependant, la caractérisation de l'exposition desupants de locaux contaminés reste
méconnue. A I'heure actuelle, les techniques eétls pour détecter une contamination
fongique dans une ambiance s'appuient sur la eulterparticules biologiques prélevées dans
I'air ou sur les surfaces.

Dans ces conditions, seule la fraction cultivalds garticules prélevées est alors accessible
par ces techniques. Pourtant cette fraction neésepte qu’'une partie des particules
potentiellement dangereuses pour les occupantscdax contaminés.

Par ailleurs, comme le représente la Figure I-1@Qramt toutes les phases de leur
développement, les moisissures produisent égaleamenbntinu des métabolites et produits
de dégradation inhalables et susceptibles d’ésporesables de maladies : effet irritant de
composeés organiques volatils (COV), effet cancéegde certaines mycotoxines...

-

Spores

N

Matériau de construction

Bioadhésion Germination Croissance Sporulation/dissémination

1 1 >
>

Phases du développement
fongique
Figure I-12 : Principales émissions de métabobtede particules générées a chaque étape du
développement fongique

Les COV sont émis des la germination de la moisgsstidurant toute la phase de croissance.
Ces composés volatils sont issus soit du métabeliEmgique, soit de la dégradation du
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matériau engendrée par le développement fongiqumifanécanique liée a la pénétration du
mycélium dans le matériau, action biochimique dliex@rétion d’enzymes ou d’acides).

A la fin de la phase exponentielle de croissancdueant toute la phase stationnaire, les
moisissures produisent et excretent des mycotoxi@es meétabolites contenus dans la
biomasse fongique ou sur le matériau sont susdeptibétre inhalées par l'intermédiaire de
poussieres sur lesquelles elles s’adsorbent (fratgm@mycéliens, particules de matériaux,
poussiéeres...).

Durant I'étape de sporulation de grandes quantiéésonidies sont émises dans I'atmosphére.
Cette étape s’accompagne de plusieurs métabobit@emus dans ces spores (mycotoxines,
allergenes...), ainsi que de I'émission de COV rédslissus de la dégradation du support.

L'objet de ce travail de these porte essentielldnmn le développement de méthodes
d’analyse de la qualité microbiologique de I'aa,définition et la validation d’indicateurs de
surveillance de cette qualité.

Ainsi, cette recherche porte a la fois sur le démeément et 'amélioration des techniques de
prélevement mais également sur la mise au poifdadaptation de méthodes de dosage et de
reconnaissance indirecte, basées en particuliclaswcherche des produits du métabolisme
ou de constituants cellulaires spécifiq@€®V spécifiques, ergostérol, mycotoxines).

La premiére phase de notre étude consistera arétaboe stratégie de détection d’'une
contamination fongique basée sur la mesure deursichimiques : les COV.

Classiguement les études sur les COV sont esdent@it axées sur I'impact sanitaire ou
sensoriel de ces molécules. Ces recherches deéfiisss composés émis en présence de
moisissures mais il existe peu de données surtlaedes émissions de COV et notamment
sur leur origine (dégradation, métabolisme), infatiomns essentielles pour permettre de juger
de la pertinence du choix d'un ou plusieurs de cemposés comme traceur d'un
développement fongique.

Afin de répondre a notre problématique, nous ndiaslerons d’abord a identifier la nature
des COV émis lors d’'une croissance fongique sumag®riaux de construction. D’'un point
de vue expérimental, nous travaillerons avec 5 maabé de compositions différentes,
couramment utilisés dans les batiments (toile deeva peindre, papier peint vinyl, liége,
dalle de plafond et plaque de platre) ainsi qu’'waténau de référence peu émissif sur lequel
nous ajouterons une solution de nutriments dontdesentrations seront contrélées (fibre de
verre).

Cette étude a été réalisée avec trois especesqtmsyiAspergillus niger, moisissure
rencontrée dans des batiments, a été largemememéée dans la littérature. Son utilisation
permettra donc de comparer nos résultats avec del littératureAspergillusversicolor et
Penicilliumbrevicompactunont été sélectionnés en raison de leur présengare dans les
locaux ainsi que pour leur impact sanitaire.

Cette partie de I'étude sera réalisée en labomtafin de maitriser les conditions de
croissance et ainsi de caractériser la productiééraission de ces métabolites.

Puis, nous catégoriserons ces COV en fonctionweolégine synthétique afin de définir une

liste de traceurs chimiques pertinents permettardétecter la présence d’'un développement
fongique.
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A partir de ces prélévements, nous chercherons t@rndé@er une variable globale de
contamination fongique en effectuant une analys¢istijue de I'ensemble des résultats
obtenus par la spectrométrie de masse. Afin derjulpe la présence ou non d’une
contamination fongique dans un local, nous élabmerégalement un indice chimique de
contamination construit a partir des résultats midors de nos essais.

Des mesures realiséaa situ seront utilisées afin de valider la variable glebale
contamination ainsi que lindice chimique élabor@our cela nous utiliserons des
prélevements effectués dans 12 habitations (5 miestedes signes visibles de contamination
fongique et 7 n’en présentant pas).

La seconde phase de notre recherche consisteracérsser I'exposition des personnes aux
aérosols fongiques dans les locaux.

Les techniques classiques, basées sur la culturenideorganismes en laboratoire, ne
permettent pas d’accéder a la biomasse totale ymiiseule la partie cultivable est considérée.
De plus, les valeurs d’aérobiocontamination obtemer culture permettent essentiellement
d’apprécier un instantané du niveau de contaminatians la mesure ou I'’échantillonnage
excéde rarement 2 minutes de collecte et un maximer@,2 m d'air prélevé. Pourtant, la
contamination biologique des locaux est un phénentiscontinu soumis a I'aéraulique et a
la formation momentanée de « bouffées » polluadifésilement mesurables par une collecte
de la fraction cultivable.

Pour palier ce manque, nous développerons une detthe mesure d’'un constituant de la
paroi cellulaire : I'ergostérol.

Dans un premier temps, nous mettrons en place ectenijue de collecte adaptée a des
prélevements réalisés sur de longues périodes’dddrd de la semaine). Une technique
d’analyse sera également mise au point afin de rdbeegostérol contenu dans ces

prélevements.

Dans un second temps, nous validerons ce dosagesurant les concentrations extérieures
d’ergostérol aéroporté corrélativement & la flanegique cultivable.

Nous réaliserons également des dosages d’ergost@attir de prélevements d’air effectués
dans différents locaux.

Afin d'obtenir une caractérisation compléte de pesition des personnes aux aérosols
fongiques, nous associerons au dosage de la biertzasgesure des mycotoxines aéroportées.
Par consequent, les deux dosages doivent pouvor réalisés a partir d'un méme
prélevement.

Dans ce but, nous mettrons au point une technigudodage des mycotoxines aéroportées
adaptée a la méthode de prélévement utilisée poorelsure de I'ergostérol. D’'un point de
vue expérimental, nous développerons cette technaju utilisant les solutions étalons de
trois mycotoxines identifiées autour de la littratcomme pertinentes pour notre étude :

- La stérigmatocystine: l'impact sanitaire de cette toxine a été largem&voqué
dans la littérature. De plugspergillus versicolo(moisissure fréquemment isolée
dans I'habitat) produit de grandes quantités deectixine (jusqu'a 1% de sa
biomasse totale). La stérigmatocystine est égaleragnprécurseur d’'une autre
mycotoxine, I'aflatoxine B1, incriminée dans des @& cancer du poumon aprés
inhalation.
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- La déoxynivaléenol(DON) : ce métabolite fait partie de la famille sde
trichothécénes. L'impact sanitaire lié a la présede ce groupe de mycotoxines
dans I'habitat a été largement décrit dans laréittée.Stachybotrys chartarurest le
principal producteur de trichothécenes dans leg@mvements intérieurs.

- L’ ochratoxine A : les effets immunotoxiques par inhalation deecaticotoxine ont
été démontrés chez le rat (Alvarez al, 2004). Elle est classée cancérigene 2B
(cancérigéne possible pour ’'homme) par I'agenderivationale pour la recherche
sur le cancer (IARC). Elle est produite pAspergillus niger ainsi que par
Penicillium sp.

Afin de caractériser la production de stérigmattogs par la moisissure (influence du
matériau, approche du transfert matériau-air), iudierons le développement d’'une souche
d’Aspergillus versicolosur divers matériaux frequemment rencontrés daabitat (papier
peint, papier peint vinyl, toile de verre a peirjdi@es matériaux pourront étre additionnés
d’'une solution de nutriments afin de varier les ditons de croissance pour un méme
substrat. Nous utiliserons également un matériatéffgence inerte vis-a-vis de ce type de
microorganismes (la fibre de verre).

Apres avoir sélectionné le matériau le plus favierabla production de stérigmatocystine,
nous simulerons une « bouffée » polluante sur gepat contaminé parAspergillus
versicolor Pour cela, nous adapterons une chambre envire@mtata dont le volume permet
de réaliser les prélevements avec I'appareillaijiséiin situ. Cet essai permettra de valider la
technique de dosage de cette mycotoxine.

De maniére a évaluer la quantité de stérigmataowystelon la taille des particules produites,

nous réaliserons des mesures en chambre environteeavec des préleveurs permettant de
distinguer, au sein de I'aérosol généreé, les foastinhalables, thoracique et alvéolaire.
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CHAPITRE Il
MATERIELS ET METHODES

I MONTAGES EXPERIMENTAUX

Lors de notre étude nous avons mis en place diff@teancs d’'essais :

- deux chambres destinées a I'étude d'émission de, CNé pour les prélevements
actifs et I'autre pour les prélevements passifs

- un montage d’'aérosolisation destiné a évaluer &ntig¢ de mycotoxines aéroportées
produite par un matériau contaminé de dimensiothgites selon la biomasse fongique
aéroportée

- une chambre environnementale de f, mestinée & caractériser le transfert des
mycotoxines du matériau vers l'air.

.1 CHAMBRES D’EMISSION DE COV

.1.A  Préléevement actif

Le dispositif comporte deux pieces maitresses :
- Une chambre d’émission en verre de 300 mL, ingg&-vis des COV, dans laquelle est
placé I'échantillon a analyser.
- Un adsorbant (Tenax TA) situé en sorti de chambieassure le piégeage des COV.

Une chaine de filtration composée de charbon attifun filtre anti-particulaire (HEPA) est
située en amont de la chambre d’émission et assurenouvellement d’air « propre » tandis
gu'une pompe, placée en aval de la chambre, petengirélevement a un débit de
100 mL/min. L’ensemble des connections (tubes,a@s) sont en PTFE non émissif.
L’humidité de la chambre est maintenue a saturatioant I'essai.

[.L1.B  Prélevement passif

Ce montage est constitué d’'un volume d’essai étamrh Makrolon (matériau résistant a
l'autoclave et peu émissif). Les dimensions intsrde ce volume sont 406 17 cm (11 L)
(Figure 11-1). Les composés sont piégés, par didfussur un adsorbant (Tenax TA) placé au
centre de la chambre. L’humidité dans la chambrenasntenue proche de 100%.

Figure II-1 : Photographie du volume d’essai
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Les parois verticales du volume d'essai sont reedes de matériau contaminé par
suspension liquide Aspergillus niger(IHEM 05077). La chambre est ensuite placée a
I'étuve, a une température de 25°C et a I'abriedieiniere, pour incubation.

1.2 MONTAGE D’ AEROSOLISATION

Ce montage (Figure 1I-2 et Figure 1I-3) qui compoune chaine de production de I'aérosol
fongique et un dispositif de mesure de I'aérosepdsé en aval de la chaine de production,
permet d’obtenir un aérosol fongique a partir déémaux contamineés.

Ce banc fonctionne en dynamique avec des débitdibdgs. Par mesure de sécurité,
I'ensemble du montage est placé sous un postealeitéémicrobiologique, PSM Classe |l

(BHA 72, Faste).
{t} Filwe HIFA
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Figure II-2: Schéma du montage d’aérosolisation

L’aérosol fongique est produit par le soufflagerdair filtré et sec a un débit de 5 L/min sur

une culture fongique. L’aérosol est ensuite achénagrs une sphére d’homogénéisation d'un
volume de 6 L. Sa concentration et sa granulométiie mesurées a l'aide d’'un compteur

optique de particules (GRIMM G1.108) (Figure ll-4jpnt le débit d’aspiration est égal a

1,2 L/min.

Figure II-3 : photographie du montage

Le principe du compteur optique consiste a envayerayon lumineux (laser) sur un petit
volume de mesure a travers lequel les particules aspirées a un debit d’air donné. La
guantité de lumiére diffusée par chaque partiomesurée par un photodétecteur est ensuite
rapportée a sa dimension. L’amplitude du signakastgistrée par un analyseur multicanaux,
qui I'affecte au canal approprié. La fréquence idgsulsions recues dans chacun des canaux,
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permet d’obtenir la concentration dans l'air pohague classe (taille) de particules. L’air
échantillonné traverse ensuite une membrane fidrgfiltre PTFE 47 mm de diametre,
porosité 1,2 um) ou les particules sont collectées.

Le traitement et 'analyse du filtre permettentrdker la quantité de mycotoxines dosée a la
guantité d’aérosols mesurée.

Figure II-4 : Photographie du compteur optique GRIM

Les caractéristiques de lI'appareillage utilisé goasentées dans le Tableau II-1 :

Diamétre optique des particules (u]rﬁ)3 /0,4/05/065/08/1/1,6/2/3//%/75/10/20
Limites du comptage 1 & 2particules / litre

Sensibilité 1 particule / litre

Débit d’échantillonnage 1,2 litres / minute

Reproductibilité + 2%

Limites de températures +4°C a +45°C

Tableau II-1: Caractéristiques du compteur optide@articules GRIMM 1.108

.3  CHAMBRE ENVIRONNEMENTALE

Il s’agit initialement d’un volume d’essiiVeiss Technille 1 ni destiné & la mesure des COV
émis par des matériaux soumis a différentes camditienvironnementales (température,
humidité). Les parois internes de la chambre saontager inoxydable électro-poli afin

d’éviter I'adsorption des composés volatils.

Pour I'adapter a notre problématique nous avons fike facade en makrolon sur laquelle
nous avons ajouté des gants de sécurité (Figufd. Ia chambre est ainsi fermée
hermétiguement durant toute la durée de I'essdestmanipulations peuvent étre effectuées
sans ouvrir I'enceinte.
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Figure II-5 : Photographies de la chambre enviromrgale

La température est régulée a 25°C et 'humiditétrét maintenue proche de 100 % durant
I'incubation des microorganismes.

Un ventilateur situé dans le volume permet un lagesgle I'air dans la chambre. Sa vitesse
peut étre réglée de 0 a 100 tr/min. Cette vertitaiermet d’une part ’'homogénéisation de
I'enceinte et d’autre part la génération d’aérosols

Les matériaux contaminés sont déposés sur deg&sargéblées en makrolon.

Un systéme d’arrivée d’air sec filtré et de fuitsuplée a un filtre HEPA-CAPWhatman a
aussi été installé. Celui-ci permet d’obtenir um sans microorganismes en début de
manipulation, de diminuer 'humidité relative declsambre et de décontaminer I'enceinte

1.4 MATERIEL BIOLOGIQUE

Les souches utilisées sont issues de la colled@hinstitut d’'Hygiéne et d’Epidémiologie
de Bruxelles — section mycologie :

- Aspergillus nige(IHEM 05077)

- Aspergillus versicolof{I[HEM 18884)

- Penicillium brevicompactufiHEM 04891)

- Stachybotryghartarum(IHEM 16703)

Ces souches sont conservées a 4°C sur milieu Sd@ili de Sabouraud glucosé a 2%
dilué ; MercK. Avant utilisation elles sont repiquées tous Tegours, alternativement sur
milieu nutritif pauvre S10 et riches : PDA (Agaugbsé a la pomme de terhderck) pour les
essais mycotoxines, avoine (CELNAT)- Agar (DIFC@uples essais COV.

Quel que soit le milieu nutritif, les cultures simtubées a 25°C dans I'obscurité.
Des dosages préalables de mycotoxines (stérignsioeyDON, et Ochratoxine A) que nous

avons réalisé a partir de suspensions de sporeisateine de ces souches a montré que, dans
nos conditions d’essais, seuldspergillusversicolor était productrice d’'une de ces toxines

62



Chapitre Il : Matériels et Méthodes

(la stérigmatocystine). Par conséquent, seule cmitehe sera utilisée pour I'étude des
mycotoxines aérosolisées.

Dans le Tableau II-2 nous avons présenté la osdashes utilisées en laboratoire selon le
montage mis en ceuvre.

Montage expérimental Matériel biologique utilisé
Chambres d’émissions de COV :

Aspergillus niger

=Prélevement actif Aspergillus versicolor
Penicillium brevicompactum
=Prélevement passif Aspergillus niger
Montage d’aérosolisation Aspergillus versicolor
Chambre environnementale 1 m Aspergillus versicolor

Tableau II-2 : Matériel biologique utilisé en foimet du montage expérimental

1.5 PREPARATION DES MATERIAUX

Au cours des expériences réalisées, 2 types degammnt été utilisés, un support témoin et
des matériaux du commerce couramment rencontré&slesenvironnements intérieurs.

Le support témoin est un filtre en fibres de veaas liant (fibre compressée) circulaire de 90
mm de diamétre (Whatman, VWR International). Ce émati est inerte vis-a-vis des
moisissures.

Concernant les produits du commerce, il s’agitaile de verre a peindre, de papier peint, de
liege, de dalle de plafond acoustique, de placopkitde papier peint vinyl.

Ces matériaux sont découpés et stérilisés (1215@niA, chaleur humide) avant d'y ajouter
soit de I'eau distillée soit une solution de nums dont la composition est détaillée en
annexe |.

La contamination des surfaces est réalisée paressgm liquide dont la concentration est
mesurée par turbidimétrie. Cette méthode utilispriecipe de la diffusion de la lumiere des
particules en suspension liquide. Un modéle HI @3{Hanna Instruments) a été utilisé. La
plage de mesure de cet appareil est comprise &ftteet 1 F.T.U. (Formazine Turbidity
Unit). Une corrélation entre la concentration dersp et la turbidité de la suspension (Figure
[I-6 a) a été établie. Le nombre de spores estévall'aide d’'une cellule de Thoma. Les
conidies sont comptées, par observation au micpgsaans 5 carrés représentant un volume
de 1/250 mr(Figure 11-6 b).
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Figure II-6 : (a) Relation entre turbidimétrie ehcentration d'une suspension de spores
d’Aspergillusniger. (b) observation, au microscope objectif (x10)]aleellule Thoma et des
conidies dAspergillusniger a dénombrer.

Le Tableau 1I-3 précise le ou les matériaux utdisélon le montage expérimental ainsi que
leur conditionnement.

Montage expérimental Matériau utilisé Conditionnement

Chambres d’émissions de COV :

filtres en fibres de verre, | 5 échantillons de 5 x 2 c¢cm par

toile de verre a peindre, liegechambre + 5mL de solution de

- Prélevement actif dalle de plafond acoustique, nutriments pour le matériau

placoplétre et papier peint| témoin et 5mL d'eau distillée
vinyl pour les autre matériaux

Recouvrement des parois
verticales de la chambre.

Le matériau est imbibé d'eau
distillée

- Prélevement passif toile de verre a peindre

filtres en fibres de verre, | Cercle de 90 mm de diamétre

toile de verre a peindre, | imbibé de solution de nutriments

papier peint, papier peint
vinyl

Montage d’aérosolisation

Rectangle de 0,5x 1 m

Chambre environnementale 1 m papier peint vinyl imbibé de solution de nutriments

Tableau II-3 : Nature et conditionnement des matgriutilisés en fonction du montage
expérimental

I TECHNIQUES DE PRELEVEMENT

Dans cette partie nous distinguerons les méthotlestas pour le prélevement des COV de
celles destinées a la collecte des particules giigles aéroportées a partir desquelles seront
dosées I'ergostérol et les mycotoxines.

.1 PRELEVEMENT DES COV

[I.L1.A Prélevement en laboratoire

Qu'il s’agisse de prélévement actif ou passif, B3V sont piégés dans des tubes en acier
inoxydable de 9 cm de long, 5 mm de diamétre ietetr6 mm de diametre externe contenant
un adsorbant en charbon actif, le Tenax TA (15rgudze).

Concernant les conditions de prélevement, les ditlbanages actifs sont effectués en
dynamique avec un débit de 100 mL/min durant 30 min
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Ces parametres permettent d’avoir un taux de rezilmment de 20 volumes par heure pour
les chambres d’émissions. On s’assure ainsi quredés chambres est entierement renouvelé
durant I'essai (volume renouvelé 10 fois).

Pour les prélevements passifs, les composés sagdgppar diffusion sur 'adsorbant placé au
centre de la chambre, celui-ci étant renouvelé forggsur une période de 25 jours.

I1.1.B  Prélévementin situ

Les prélevements de COV réalisés situ dans des logements ont été réalisés par
echantillonnage diffusif sur un adsorbant solideyge carbograph 4.

Le prélevement est assuré par un tube a diffusienadmarque Radiello (Fondazione
Salvatore Maugeri, Clinica del Lavoro e della Rigmione — IRCCS, Centre de Recherche
Environnementale, via Svizzerra, 16 — | 35127 PAR)PW 'échantillonneur est composé
d’'une cartouche, d’un corps diffusif et d’'un adapta.

La cartouche est cylindriqgue (40-60 mesh s.s. detdiametre externe 4,8 mm, et contenant
300 mg de charbon graphitisé (Carbograph 4). Cett®uche est placée avant le préléevement
dans un corps diffusif en polyéthylene (Figure )l-Za partie centrale ne doit pas étre
touchée. L'ensemble est ensuite vissé sur un p@ritaide d’'un support clippable.

Figure II-7 : Corps diffusif Radiello

Les tubes passifs sont exposés sur site pendarmtunée de 7 jours. Le point de prélévement
se situe entre 0,5 et 1 m de hauteur. Aprés exposiles cartouches sont conservées au
réfrigérateur avant analyse.
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.2 PRELEVEMENT PARTICULAIRE

[I.2.A Utilisation de la coupelle rotative

La collecte des particules aéroportées est effectud’aide de capteurs individuels de
particules (CIP, ARELCO). L’air est aspiré a unitléle 7 L/min pour la fraction thoracique
et 10 L/min pour les autres fractions (Figure 11-8)

SélecteL

Figure II-8 : Schéma du préleveur CIP (fractioréabaire)
Les capteurs sont munis d’'une coupelle rotativetestant une mousse en polyuréthane

surmontée d’'une téte de prélevement spécifiquedtir) permettant de sélectionner une des
fractions respirables (inhalable, thoracique e¢alaire) (Figure 11-9).
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Figure 1I-9 : Sélecteurs de particules a. fractidralable ; b. fraction thoracique ; c. fraction
alvéolaire.

1: chapeau protecteur, 2 : fente d'aspiration omnidirectionnelle, 3 : orifices d’entrée sélecteur)
(d'apres le Manuel d'utilisation, ARELCO)

La sélection des particules inhalables{3a100um) est réalisée dans le CIP 10-I (Figure I-9
a) au niveau de la fente d'aspiration omnidirectadie et des orifices d'entrée du sélecteur. Le
tube conigue guide ensuite celles-ci vers la cdepetative de prélévement des particules
sélectionnées

La sélection des particules thoraciquess(BalOum) est réalisée dans le CIP 10-T (Figure

[1-9 b) par déflexion & 90° des filets d'air enedtion de 8 orifices distribués radialement sur

la périphérie d'un tube cylindrique en acier incayl@. Les plus grosses particules présentant
des forces d'inertie importantes ne sont pas de@tsont captées a la base du sélecteur.

La sélection des particules respirables alvéoldDes, < 4,25um) est réalisée dans le CIP 10-
R (Figure 11-9 ¢) par impact sur une mousse deyehane de grade 45 (45 pores par pouce
linéaire) suivie d'une filtration sélective par uaatre mousse de méme grade. Les plus
grosses particules pénétrant dans le sélecteur ssoktées dans la mousse impacteur. La
mousse seélective proprement dite affine la sélectio

1.2.B  Echantillonnage par impaction

Un impacteur (Andersen Instruments Incorporatedgalement été utilisé pour juger de

I'aérobiocontamination fongique. L’étage n°4 a atéise, l'air y est aspiré a un débit de

28,3 L/min pendant 2 minutes, (diamétre des trqé$ thm; d50=3,3 um). Les particules sont
collectées sur un milieu de culture Sabouraud (SILE&3 colonies sont dénombrées aprés
7 jours d’incubation a I'obscurité (25 °C).

Il TRAITEMENT DES ECHANTILLONS

Dans ce travail nous nous sommes intéressés add’étes émissions chimiques des
moisissures (COV) mais également a la productiomygeotoxines par ces microorganismes
en tenant compte de la biomasse fongique, assidiléguantité d’ergostérol. Aussi, dans ce
chapitre nous présenterons :
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- Le protocole d’extraction de I'ergostérol
- Les procédures d’extraction et de purification ehggotoxines

Concernant les CQOV, ils sont désorbés thermiquelf@ét °C pendant 20 min) des tubes de
prélevement a l'aide d'un échantillonneur (ATD 4@®%rkin Elmer). Les cartouches sont

balayées par un flux d’hélium a un débit de 10 nmih/rhes COV désorbés sont séparés en
chromatographie en phase gazeuse (GC) (Varian 38@@ctés par ionisation de flamme

(FID) puis identifiés par spectrométrie de mass&)Baturn 2000varian).

1.1  EXTRACTION DE L 'ERGOSTEROL

Les champignons contiennent dans leur membraneplaegibique de I'ergostérol. Aprés
extraction des structures fongiques (spores et dg)plte composé est dosé par HPLC. Ce
dosage, qui s’appuie sur I'absorbance de cette qui@éa 281 nm dans I'UV, permet la
détection et la quantification de la biomasse fqugicollectée.

Le protocole d'extraction consiste a placer lesagtitons contaminés dans 15 mL de solvant
(eau-méthanol (50:50) si on associe cette mesudesage des mycotoxines et méthanol dans
les autres cas), puis a les soumettre aux ultra®RANSON 2510, Bransonic) durant 1
heure. L'extrait est filtré (inorganic membranéefilANOTOP, 0,2 um, Whatman) puis dosé
en Chromatographie Liquide Haute Performance ceumé un détecteur ultra violet
(HPLC/UV).

[11.2 EXTRACTION DES MYCOTOXINES

Le protocole d'extraction consiste a placer lesagthons contaminés dans 15 mL d’'un
mélange eau-méthanol (50:50, v:v), puis a les sttumaux ultrasons (BRANSON 2510,
Bransoni¢ durant 1 heure. L'extrait est filtré (inorganiembrane filter ANOTOP, 0,2 um,
Whatman.

L'extraction et la purification des mycotoxines arjir du filtrat sont réalisées en phase
solide (SPE), le protocole mis en ceuvre compoois phases :

- Percolation de la solution a travers une cartoutshsilica gel C18, en phase inversée
(Supelclean ENVI 18SUPELCQ préalablement conditionnée avec 2 mL de méthanol
(PROLABO, Chromanorm pour HPLC) et 2 mL d’eau yitree. La mycotoxine est
piégée dans la cartouche tandis que les solvantmetpartie des impuretés sont
eliminés.

- Rincage des impuretés résiduelles avec 4 mL d’&eapure.

- Elution de la mycotoxine par désorption sélectiveca2 mL de méthanol

1.3 TECHNIQUES D' ANALYSE

Nous distinguerons les méthodes appliquées a Yaaales COV et celles dédiées au dosage
de I'ergostérol et des mycotoxines

[1.3.A Analyse des COV

La chaine analytique utilisée pour analyser les C&visiste en la combinaison de trois
techniques :

- la chromatographie en phase gazeuse (GC) utiliséesgparer les COV

- lionisation de flamme (FID) qui permet la détectides diverses molécules

- la spectrométrie de masse (MS) employée pour itkanties composes
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Les caractéristiques de la chaine d’analyse s@&cigges dans le Tableau II-4.

Paramétres Conditions analytiques
Tubes tenax TubesRadiello

Thermo-désorbeur ATD 400 (Perkin Elmer) Turbomaltzrm,:\r'l)'D (Perkin
Température de désorption 260 °C 370 °C
Débit de désorption 5& 2 mL/min, Azote N50 200 mL/min Azote N50
Durée de désorption 15 min 15 min
Température du piége froid a0 o _an o
(Tenax TA) 30°C 30°C
Température d’injection R o
(40°C/s) 280 °C 300 °C
Température de la ligne de 220 °C 220 °C
transfert

Chromatographe gaz / 3800 gas chromatograph /| Autosystem XL / Turbomass

Spectrometre de masse Saturn 2000 (Varian) (Perkin Elmer)
Colonne capillaire SGE BPX5 CP-SIL PONA CB
Gaz vecteur Hélium N60 Hélium N60
Pression constante 30 psi 37,5 psi

- 40 °C pendant 1 min . ‘lo ¢ pe_ndan:[‘S min
. . - s - 3 °C/min. jusqu'a 70 °C
Cycle de température - 3 °C/min jusqu’a 200 o S s i
- 250 °C pendant 10 min - 2,7 °C/min. jusgqu’a 130 °C
- 10 °C/min jusqu’a 225 °C
Température FID 270 °C 270 °C
Parameétres du spectrometre(de  Quadripdle mode El, Quadripble mode EI, Balayage
masse Balayage (35 - 425) (33 - 400)

Tableau II-4 : Caractéristiques du GC/FID/MS

Les spectres obtenus sont comparés a une bibliehég spectres de masse (NIST, 1998),
seul le 2-methylisoborneol, absent de cette basdoteées, a été identifié a I'aide d’un
standard de pureté 98%IGMA-ALDRCHL

[11.3.B Analyse de 'ergostérol et des mycotoxines

La chaine analytique utilisée pour le dosage dgd&térol et des mycotoxines est une HPLC
de la marque Waters. Elle est composée d'un systinmentréle (Waters 600 Controller) et

d’'un détecteur UV (Waters 996 Photodiode Array Ditg, I'ensemble de I'appareillage est

piloté par le Logiciel Empower.

Une colonne LICHROSPHER RP18 de 100 A (société Meakété employée pour ces deux
dosages. Sa longueur est de 25 cm, son diamétraentle 4,6 mm, avec une granulométrie
moyenne de 5 um.

Les parametres de I'analyse 'ergostérol sontl@sasits :

- Débit de la phase mobile (méthanol - 100 %) &emil/min (équilibré en 4 min),

- Une température constante de 38 °C,

- Pourcentage du temps de dégazage durant les uietiops (Sparge) : 50 %

- Volume de la boucle : 20€L

L’analyse des mycotoxines a été réalisée avecdesmnetres suivants :
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- Débit de la phase mobile (méthanol/eau - 85/1%184) mL/min (équilibré en 4 min),
- Une température constante de 30 °C,

- Pourcentage du temps de dégazage durant les utatiops (Sparge) : 50 %

- Volume de la boucle de 20

Hors utilisation, la colonne est conservée dans@lange de méthanol et d’eau (40/60), I'eau
évitant 'asséchement et le méthanol la prolifératies micro-organismes dans la colonne.

IV TRAITEMENT DES DONNEES RELATIVES AUX COV

Dans ce paragraphe nous présenterons les méthtlisies pour quantifier les COV et
réaliser I'analyse multidimensionnelle des donr@#enues par GC/MS.

IV.1 QUANTIFICATION DES COV

La quantification des COV utilise comme référened¢oluéne dont les quantités (en ng) sont
calculées selon I'équation suivante :

Y=R® X+b (1)

ou X est la quantité du Toluéne (en ng), Y esulfase de pic obtenu en GC (sans uniy,
est le coefficient de réponse du Toluene (égal Z020dans nos essais) et b I'ordonnée a
I'origine.

Pour connaitre la quantité réelle des composé#éétunh remplace dans I'équation (1) [E'R
par le coefficient de réponse de la molécule canéel (R) calculé a I'aide de I'équation (2).

ref
_ Ceffectif - M

- I Rref (2)
ref
Ceffectif M
ou :
Cotronti - nombre de carbone effectif du composé
cre nombre de carbone effectif du Toluéne (= 7)
efrecti
M - masse moléculaire du composé
M ref - masse moléculaire du Toluene (92 g/mol)
Ceﬁectif . . . . N
o reponse molaire relative au Toluéne

effectif
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Le nombre de carbone effectif du composé consiglétréalculé a I'aide du Tableau II-5.

Tableau 1I-5 : Contribution des atomes d’une mde&ew nombre de carbone effectif
(Wronskiet al, 1986)

IV.2 ANALYSE STATISTIQUE DES DONNEES

IV.2.A Analyse en Composantes Principales (ACP)

L’ACP est une technique de description statistiqgenduisant a des représentations
graphiques approchées du contenu d'un tableau deéds : description simultanée des
liaisons entre variables et des similitudes emdividus (projection dans un espace réduit).
Cette représentation permet par conséquent deengttévidence I'existence de groupes de
variables ou d’individus, dans notre cas la digtomc entre matériau contaminé et non
contaminé. L’ACP conduit a une réduction de l'imf@tion par regroupement des variables
en facteurs indépendants : les composantes priasipai sont des combinaisons linéaires de
variables. L'ACP est décrite en détaill dans le diviStatistigue exploratoire
multidimensionnelléLebartet al, 1997).

Afin d’effectuer cette analyse nous avons utiliséldgiciel d’analyse des données SPAD
version 3.5 décisig.

IV.2.B La Classification Hiérarchique Ascendante (CHA)

Cette méthode permet de réorganiser les similitedesatégories discrétes et donc de définir
des groupes homogenes distincts entre eux (I'mentraclasse est minimisée et I'énergie
interclasse maximisée). L'agrégation successive éléments permet de construire un
systeme de partitions en classes emboitantes, npgégénéralement sous la forme d’'un
dendrogramme (ou arbre de classification).
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Selon le critere d’agrégation, différents dendragrees sont obtenus. La méthode de Ward
utilisée minimise la somme des carrés de tousdaples (hypothétiques) de classes pouvant
étre formés a chaque étape.

C’est une méthode complémentaire a I'analyse enposantes principale, qui permet de
compléter et de nuancer l'interprétation de lacitme des données (Lebattal, 1997).
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CHAPITRE Il
RESULTATS

I DETECTION DE LA CONTAMINATION FONGIQUE PAR LA
RECHERCHE DE CIBLES CHIMIQUES

Lors de son développement, la moisissure émet @g. Ces composeés peuvent étre issus
soit de la biodégradation du support, soit direeteinde son métabolisme.

Concernant les COV issus de la biodégradationagitsde constituants du support libérés
lors de la détérioration de sa matrice. Ces mobdicumle sont, de fait, pas spécifiques du
microorganisme contrairement a celles issues dersabolisme.

Afin d’identifier les COV émis lors d’'une croissande moisissures dans un habitat, nous
avons choisi d’étudier I'émission chimique de trespeces fongiques se développant sur cing
produits de construction de composition difféererdeyramment rencontrés dans ce type
d’environnements. Ne pouvant pas étudier I'ensentl@de matériaux susceptibles d'étre
présent dans des habitats, il était nécessair@apue choix soit suffisamment diversifié pour
étre représentatif d’un systéme réel constitués grand nombre de matériaux.

Les supports choisis (toile de verre, papier pgidtre, liege et dalle de plafond) sont a la fois
vulnérables aux moisissures et fréiqguemment rereéomtans les environnements intérieurs.
De plus, ils présentent des matrices chimiquesodgositions suffisamment différentes pour
simuler I'émission d’'un mélange complexe de COVcepsible d’étre rencontré dans un

espace clos.

La démarche expérimentale consiste, dans un praengrs, a identifier les composés émis
par ces matériaux hors développement fongique. @ansas, une altération artificielle :
thermique et chimique, est utilisée. Puis, les siois liees a la prolifération des especes
fongiques considérées sur ces produits de constnusbnt évaluées. Ainsi, les émissions
intrinseques des supports de celles liées spéeifignt a un développement fongique sont
différenciées.

Cependant, si la détection de ces molécules daesvironnement implique la présence d’'un
développement fongique, en revanche I'absencerigte de ces composés ne permet pas de
statuer sur I'absence d’'un développement fongiquéai de leur spécificité potentielle a une
espece et/ou un matériau. Aussi, nous avons casgctémpact de la souche fongique, d’'une
part, et du matériau, d’autre part, sur la nat@®tdaceurs émis.

Par ailleurs, la mesure des taux d’émission aineilgur vitesse d’apparition nous permettra
de préciser le domaine d’application de ces tracddotamment, si leur utilisation permet ou
non d’apprécier le niveau de contamination des uecaou encore si la chronologie
d’apparition des composes précise I'historique éuetbppement fongique.

Pour formaliser les informations relatives aux Ci98us du métabolisme, nous proposons un
indice chimique de contamination fongique permett@dm renseigner sur la présence d'un
développement de moisissures dans un environneimeénieur. Cet indice sera confronté a

des mesures de terrain permettant ainsi d’épraavgertinence.

Compte tenu que les traceurs retenus sont suslespti&tre masqués par I'émission totale

liée principalement aux matériaux, nous définirodgalement, une variable globale de
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contamination fongique sans préjuger de la natasenablécules. Pratiquement cette approche
consistera en I'analyse statistique des ions fragendétectes.

.1 M ETHODOLOGIE DE CARACTERISATION DES EMISSIONS CHIMIQ UES

Le produit de construction est placé pendant 7sj@ufintérieur d’'une chambre en verre de
300 mL non émissive. Cette chambre est maintengatdration en humidité et a une
température de 25°C. Apres 7 jours, le volume dinéanbre est prélevé 10 fois a l'aide d’'un
adsorbant permettant de piéger les COV. Nous apoglsvé 30 minutes a 100 mL/min et
vérifié que ce temps était bien inférieur au volwheepercage de I'adsorbant qui a été mesuré
a 5 L. La surface des produits de constructiorésede 50 cm? permettait d’avoir un taux de
charge, défini comme le rapport entre la surfacggarninée et le volume de la chambre, de
17 nf/m®. Un schéma de principe de ce montage expérimaintsi que le chromatogramme
de la chambre d’émission obtenu par GC/MS songssmtés respectivement sur les Figure
[1I-1 et Figure IlI-2.

A
A

N
N

©)-- I~

$

Figure 1lI-1 : Schéma de principe du montage désiitiétude de I'émission des COV

Figure IlI-2 : Chromatogramme par spectrométriendsse d’'une chambre d’émission ne
contenant pas de matériau (prélevement sur Tenagt BAalyse en chromatographie en
phase gazeuse)

Lors de I'analyse des COV, nous avons seulemergidéré les composés ayant une aire de
pic supérieure a 3 fois la valeur gg(écart typedu bruit). Cette limite a été définie a partir
des fluctuations de la ligne de base constatéalesslifférentes analyses.

L’adsorbant solide utilisé (Tenax TA) limite le préement a des composés organiques
volatils présentant un point d’ébullition supérieu60°C, ce qui d’'un point de vue pratique a
limité notre champ d’investigation aux composésCded Go. Les composés tres volatils et
inorganiques ne sont ainsi pas retenus par cetlzatso
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D’aprés Wilkins (2002), les composés organique<ipgaes d’'un développement fongique
sont des molécules dont la chaine carbonée vari€, de G, Par conséquent I'adsorbant
utilisé permet le piégeage de la plupart de cesposis. De plus, la méme étude montre que
les molécules des groupes &£C, émises par les moisissures sont également predudiede
nombreux organismes vivants suite a des processuasiinentaux tels que la glycolyse ou le
cycle de Krebs. Du fait de leur manque de spétdfidies molécules ne seront pas retenues
dans le cadre de notre étude.

1.2 EMISSIONS CHIMIQUES DES PRODUITS DE CONSTRUCTION

I.2.A Identification des principaux COV

Il s’agit d’évaluer les molécules émises par lestémaux en absence de contamination
fongique.

Comme attendu, de nombreux COV ont été émis etifamn: 172 COV sur la toile de verre,
162 sur le platre, 151 sur le papier peint vinyll@8 sur le liege et la dalle de plafond. Ils
appartiennent aux principales familles chimiquefcane, alcool, cétone, alcéne, aldéhyde,
terpenes, démontrant la diversité des constitudegsnatériaux utilisés.

A titre d’exemple, le Tableau lllI-1 recense les d@dmposés majoritaires (par ordre de
concentrations décroissantes).

Parmi ces composés majoritaires, seuls les 2-ékghiol et benzéne (surlignés
respectivement en jaune et bleu dans le Tableal) IHont communs a I'ensemble des
matériaux testeés.
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Toile de verre Papier peint A . Dalle de
= AP p_ Platre (n=2) Liege (n=1) _
(n=5) vinyl (n=5) plafond (n=1)
Diméthyl 5 7 N . .
cyclopentasiloxane Benzéne 2-éthylhexanol Toluéne Triméthylsilanol
Octame_thyl Heptane Pyridoxine-tri TMS 1-butanol 2-éthylhexanol
cyclotetrasiloxane
Hexaméthyl Nonane Hexaméthyl Butyl acétate 2-méthyléthanol

cyclotrisiloxane

cyclotrisiloxane

2-éthylhexanol 2,2-diméthylheptane | 2,4-diméthyl-decane 2-butanone octane
Pyridoxine-tri TMS | 2,4-diméthylheptane Octane furfural 4-méthyldecane
2,2,4,6,6-
pentaméthl-3- 4-nonene 4-méthyl-décane hexanal Acétophénone
hepténe
Aniline 3-éthylhexane 7-hexadecene 2-éthylhexanol 7-hexadécéne
. 2,3,3- ) : 2,4-diméthyl-1-
Tétrahydrofurane triméthylpentane 2,4,6-heptadecene 2-pentylfurane hepténe
Benzene 3-éthylheptane Acétophénone 2,4-hexdiene Cyclopentanone
Triméthyl silanol 2-éthylhexanol Undecane Nonanal Benzéne
Disulfide de _ 2,3,4- Tetrahydrofurane Decanal 1-butanol
carbone triméthylpentane
2,4,6-triméthyl-1,3- § : A :
phenylenediamine 1-tetradecene 2-pentanone Styréne Tridecane
Acétophénone 4-méthyldecane Tridecane Pentanal 4-methylbutyl-
benzéne
1-octadecéne 4-méthyl-1-decene 3,5-diméthyl-2- 2,4-hexadiéne Dodecane

cyclohexene

Tridecane

Tridecane

Benzéne

2-hexylbenzéne

1,1-diméthylbutyl-

benzéne

Tableau IlI-1 : COV majoritaires émis par chaquéériau en I'absence de contamination
fongique, par ordre de concentrations décroissgntesprésente le nombre d’essai)

Certains COV ont été associés dans la littératueepieésence de moisissures, nhotamment le
2-éthylhexanol et le benzéne (Eze@twal, 1994 ; Sunessoet al, 1994 ; Schleibingest al,
2002). Or, ces deux composeés ont largement étg Boris développement fongique, par les 5
produits de constructions que nous avons testdittEeature recele de COV qui seraient en
partie attribués a leur développement, cependanhdenbreuses émissions des produits de
construction forment un mélange complexe dont il difficile d’extraire des composés
spécifiques a la croissance des moisissures.

Dans ce but, nous avons choisi de réaliser unes&ystématique des émissions. Tous les
COV émis par les matériaux non contaminés sont eo@sp par juxtaposition des
chromatogrammes, aux mémes produits présentaréuaiapppement fongique.

[.2.B  Emissions spécifiques liées a la dénaturation du r@&iau

Durant leur développement, les moisissures altétest matériaux qu’elles colonisent

(croissance du mycélium dans la matrice du matgliaération d’enzymes et d’acides par la
moisissure...). Cette altération de la matrice s’aquagne de la libération de COV dans
I'environnement. Afin d'estimer la nature de cesmpmsés nous avons procédé a la
dénaturation chimique et thermique de I'un de nagénmux d’essais le plus émissif : la toile
de verre.
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Dégradation chimique
Expérimentalement, la toile de verre est placés swuflux d’oxyde d’éthylene, un puissant

oxydant gazeux. Puis, les émissions sont évaluéesne deécrit précédemment. Les essais
sont renouvelés trois fois. Les composés émis fipdement apres traitement a I'oxyde
d’éthylene sont répertoriés dans le Tableau 1lI-2.

Alcanes Acides & esters
2,3,3-trimethyl-pentane Acide acétique
2,3,4-trimethyl-pentane Triméthylacétate de méthyle

3-methyl-heptane éthyléne glycol
octane Alcools
2,2-dimethyl-octane 2-chloroéthanol ?
3,3-dimethyl-octane 2-iodoéthanol ?
tetradecane Cétones
docosane 4-hydroxy-2-pentanone
décane 4-hydroxy-4-methyl-2-pentanone
tridecane 2,5-dihydro-3,5-dimethyl-2-furanone

Alcénes 4-methyl-2-heptanone
2,4-dimethyl-1-heptene 4,6-dimethyl-2-heptanone

3-ethyl-hexene Composés divers
Oxyde d'éthylene (3,3-dimethylbutyl)-benzéne
tetrahydro-2,2,5,5,-tetraméthyl-furane
3,5-dimethyl-benzaldehyde

Tableau IlI-2 : Composés émis spécifiguement apragtement de la toile de verre a I'oxyde
d’éthyléne (n=3)

Parmi ces 26 composeés, 24 sont associés a la déigradu substrat, I'oxyde d’éthyléne et

I'éthylene glycol (surlignés en jaune dans le Tabléll-2) étant des résidus du traitement

d’oxydation.

Dégradation thermique :
Afin de libérer les composés de la matrice du nedémous avons également dénaturé la

toile de verre en la soumettant a une températarelZD°C durant 30 min. Les COV
spécifiques liés a la dégradation thermique squgrtériés dans le Tableau I11-3.
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Alcanes Acides & esters
2,3,3-trimethyl-pentane Acide acétique
2,3,4-trimethyl-pentane Triméthylacétate de méthyle

3-methyl-heptane éthyléne glycol
octane Alcools
2,2-dimethyl-octane 2-chloroéthanol ?
3,3-dimethyl-octane 2-iodoéthanol ?
tetradecane Cétones
docosane 4-hydroxy-2-pentanone
décane 4-hydroxy-4-methyl-2-pentanone
2,5-dihydro-3,5-dimethyl-2-
tridecane furanone

Alcénes 4-methyl-2-heptanone
2,4-dimethyl-1-heptene 4,6-dimethyl-2-heptanone

3-ethyl-hexéne Composés divers
Oxyde d'éthyléne (3,3-dimethylbutyl)-benzéne
tetrahydro-2,2,5,5,-tetraméthyl-
furane
3,5-dimethyl-benzaldehyde
Alcanes Acides & esters

Tableau IlI-3 : Composés émis par la toile de vapes élévation de la température (170°C
durant 30 min ; n=2)

La nature des COV émis lors cette dégradationiiétehte, seuls 3 composés sont communs
aux deux types de traitements appliqués : I'acaitique, le 2-chloroéthanol et le 4-hydroxy-
4-méthyl-2-pentanone.

In fine les dégradations chimique et thermique réalistéesla toile de verre ont permis
I'identification de 54 nouveaux constituants du ém@u. Si ces molécules devaient se
retrouver lors du développement fongique, ellesradent étre en partie attribuées a la
dénaturation du matériau.

1.3 EMISSIONS CHIMIQUES LIEES A LA BIODEGRADATION DU SUB STRAT ET AU
METABOLISME FONGIQUE

Nous avons analysé les émissions engendrées pagévidoppement &spergillus niger
A.versicolor, et Penicillium brevicompactunsur 5 matériaux : la toile de verre (n=5), le
papier peint vinyl (n=5), le platre (n=2), la datle plafond (n=1), et le liege (n=1). Nous
avons choisi de tester chague souche indépendamuhemtessais préalables réalisés en
mélange avaient abouti a la croissance d’'une sewlehe, en I'occurrend® .niger.

Matériaux/ souches A. niger A. versicolor P.brevicompactum
Toile de verre XX X[ X[X[X]|X|X|X|X|X]|X[|X]|X]|X
Papier peintvinyl | X [ X [ X [ X [ X [ X | X[ X [ X [X | X | X | X | X | X
Platre X | X X [ X X | X
Dalle de plafond X X X
Liege X X X

Tableau Il1-4 : plan d’expérimentation permettaatadmparer 84 chromatogrammes (42
couples de matériau avec développement fongiqueemimatériau hors développement)
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Les chromatogrammes des matériaux présentant weloggement fongique sont comparés
systématiquement a ceux du méme matériau horsmoraaon.

La superposition du chromatogramme de la toile deevavec celui du méme matériau
contaminé paAspergillusniger est présentée a titre d’exemple sur la Figure.lll-3

Figure IlI-3 : Chromatogrammes superposés des émissions aiteldd verre sans (tracé
noir) et avec développementAdpergillusniger (tracé rouge).

A I'échelle de l'analyse de la Figure IlI-3 peu différences, entre les matériaux contaminés
et de référence, sont constatées. La caracténsd¢® mémes chromatogrammes est réalisée a
une échelle beaucoup plus fine. Sur la Figure lés#t présenté les faibles émissions d’'une
section du précédent chromatogramme : entre 20iBQtes en abscisse et 0-60 kcounts en
ordonnées.

Figure IlI-4 : Agrandissement du chromatogrammeufedlIi-3 pris entre 20-30min en
abscisse et 0-60 kcounts en ordonnée
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A cette échelle, nous constatons des profils d'simis significativement différents. Les
disparités observées se distinguent selon 3 cas :

1. En présence d’'un développement fongique, la pragpodu COV déja présent sur le
matériau de référence augmente (pic 1). Il s'agiitdun constituant du support dont
la libération est favorisée par la biodégradati®oit les émissions d’'un méme
composé émis simultanément par le matériau et laissare sont sommeées.

2. En présence d’'un développement fongique la prapodu COV déja présente sur le
matériau de référence diminue (pic 2). Le composE adors trés certainement
consommeé par le microorganisme ou il se transfosmite a une réaction avec un
composé produit par le champignon.

3. En présence d'un développement fongique, un nou€é&a apparait (pic 3). Il s’agit
alors de composés liés au métabolisme de la maisiss

Seuls les COV de biodégradation ou du métabolisrans pris en compte (cas 1 et 3) dans le
reste de I'étude. Le cas 2, qui correspond a lpadison d’'un COV ne pouvant étre utilisé
comme traceur.

L’analyse des spectres de masse associés a chagoeus a permis d'établir la liste des
composes émis lors d’'une croissance fongique sudiféérents matériaux de construction
testés. Les résultats sont synthétisés dans ledalil-5.

Pres de 28 composés spécifiques on été identdiégnt des COV deéja présents sur les
matériaux et le développement fongique augmentepeportion d’'un facteur 2 a 6 (cas 1),

et 24 composeés sont issus du métabolisme fonglquelupart des familles chimiques sont
représentées avec pour le cas 1: alcools et w®speet pour les émissions liées au
métabolisme : Esters, alcools, alcénes et dieereseries et terpénoides, cétones, composes
sulfurés et aromatiques.

Nous constatons que la toile de verre (en jaune taiableau IlI-5) a permis I'émission de
la totalité des 28 COV fongiques spécifiques répars. Nous avons choisi d’employer ce
matériau dans la suite de I'étude pour la carazgan des émissions.

Ces résultats mettent en évidenceAgpergillusniger se distingue des deux autres especes
fongiques puisque 6 composés sont émis spécifiquiepea cette espece (en vert dans le
Tableau III-5).

Aspergillusversicolorne possede que deux COV spécifiques (en rougeleldmbleau 111-5):
le méthoxy-benzene et le 2(5H)-furanone, le 4-hepta étant commun aux deAspergillus
étudiés. En revanche, concernBeiicillium brevicompactunaucun COV spécifique a cette
espéece n'a été constaté.

Nous constatons également que la production daieer€OV semble dépendante du support
de croissance. En effet, des COV issus du métabelfsngique sont uniquement produits en

présence de certains nutrimerds priori spécifiques contenus dans les matériaux de
construction. Les autres composés sont indépendangsnature du substrat.
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TV |PV|D|PI|L|[TV|PV|D|PI|L|TV|PV|D|PI|L
2-éthylhexanol X | X I X[X[X] X | X[ X[X]|X[ X ]| X [X|]X]|X
“’; Camphre X X X| X X X| X X X
§ Isopréne X | X X[X|X] X[ X [X]|X[X[|X[X|X]|X]|X
Limonene X | X | X[X[X] X | X[ X[X]|X[ X ]| X [X|]X]|X
1,3-octadiene X | X | X[X[|X| X | X [X]|X|X| X | X |[X|X]|X
1-octen-3-ol X | X | X[X[X| X | X [X|X|X| X | X |[X|X]|X
2(5H)-furanone -
2-hepténe X | X X|X| X | X XX X | X X | X
2-méthyl-1-butanol X | X [ X[X|X]| X | X [X|X[X|X|X|X]|X]|X
2-méthylfurane X | X [ X[X|X]| X | X [X|X[X|X|X|X]|X]|X
2-methylisoborneol  [IXTIIXEICINCIDAIT I
3,5-diméthyl-2-cyclohexen-1-oneg X | X |[X | X [X| X | X [X | X [X]| X | X |X|X
3-éthyl-3-hexéne X X X
o 3-méthyl-1-butanol X | X [ X[X|X]| X | X [X|X[X|X|[X|X]|X]|X
IS 4-heptanone X | X [X|X[X| X | X |X]|X]|X
§ Diisobutyl phtalate (DIBP) X X X
Diméthyldisulfide X X| X |[X]| X X|X|X]| X X| XX
Isobornyl acétate X X X
Méthoxy-benzéne - X
Méthyl-2-éthylhexanoate X | X XXX X | X [X|X|X| X | X |[X|X]|X
o-hydroxyphenyl X X X
Sesquiterpene A (PM 204)
Sesquiterpeéne B (PM 204)
Sesquiterpéne C (PM 204)
Terpénoide (PM 222)
trans 2-octéne X X X X X X
-pinéne XX [ X[X|X]| X | X | X|X[X]| X |[X[X]|X]|X

Tableau 1lI-5 : Composés émis en présence d’unldgpement fongique sur divers produits
de construction (les prélévements sont réaliséssapjours d’incubation a 25°C)
[TV=toile de verre ; PV=papier peint vinyl ; D=daltle plafond et L=liege]

Par ailleurs, nous n'avons pu identifier formelleméde terpénoide (PM 222) et les 3
sesquiterpénes désignés par A, B et C (PM 204) ahledu 1lI-5. Les spectres de ces 4
composés sont présentés sur la Figure llI-5. Ltifieation la plus probable concerne 6
molécules : le cububéne, le cadiéne, le copaénegyldegene, le germacrene D et le
muurolane.
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(@) (b)

() (d)

Figure IlI-5 : Spectres de masse du sesquiterpefad,Alu sesquiterpéne B (b), du
sesquiterpene C (c) et du terpénoide (d)

.4  CARACTERISATION DES EMISSIONS LIEES AUX DEVELOPPEMEN TS
FONGIQUES

I.4.A  Cinétique d’apparition des COV

Afin de caractériser la cinétique d’émission desvd@ngiques, nous avons suivi I'’évolution
des concentrations sur 25 jours des 28 composésigpés préalablement identifiés.
Expérimentalement, un échantillon de toile de veomtaminé paAspergillusniger est placé

a l'intérieur d’une enceinte non émissive de 1ltdux de charge de 17 m¥mCing tubes
passifs contenant un adsorbant (tenax) sont wips@édant 25 jours et retirés apres différents
temps.

Dans ces conditions d’essais, 15 des COV fongiogesrtoriés dans le Tableau IlI-5 ont pu
étre quantifiés, les 13 autres étant détectés maaiguantifiables.

L’évolution de la concentration de ces moléculdégegmrésentée sur la Figure IlI-6 (composés

émis rapidement dés I€"Z jour d’incubation) et la Figure 1lI-7 (composés iénaprés 8
jours)
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m  Camphre Sesquiterpéne A
2-méthylfurane X  isobornyl acétate
® a-pinéne +  4-heptanone
O  1l-octen-3-ol - - - - Linéaire (1-octen-3-ol)
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Figure I11-6 : Cinétiques d’apparition de COV érdiss le 2™jour d’incubation.
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Figure 111-7 : Cinétiques d’apparition de COV émjsres 8 jours d’incubation

Les cinétiques d’apparition des premiers COV appseat linéaires (Figure IlI-6). Sur 25
jours d'étude, nous n'avons pas constaté de rakmrtient de I'émission. Les 7 premiers
composés sont observés désT& pur d'incubation corrélativement a la croissafaegique
avec l'observation des premiers hyphes visible&spergillus niger Au 8™ jour les 15

composeés deviennent quantifiables.

Bien qu’elle soit directement reliée a la vitesse aloissance des espéces fongiques ces
résultats laissent envisager un moyen d’évaluargoement une contamination fongique.
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Deux composés se démarquent par leurs cinétiqéesissions, il s'agit des 2-éthylhexanol
et méthyl-2-éthylhexanoate.

L’émission du 2-éthylhexanol se ralentit apres drgod’incubation tandis que celle du
méthyl-2-éthylhexanoate débute apres 4 jours (Eidjis8).

Nous supposons que le 2-éthylhexanol se transfamenéthyl-2-éthylhexanoate par une
réaction d’estérification qui nécessiterait la préce d’acide formique non détectable par la
méthode d’analytique utilisée.

Dans ces conditions, le méthyl-2-éthylhexanoataitsproduit par la moisissure uniquement
en présence de son précurseur : le 2-éthylhex@esl.2 COV apparaissent ainsi comme des
cibles chimiques intéressantes et seront utiliséssdla définition d'un indice de
contamination.

14 1,6 >
2 - - @ - - Méthyl-2-éthylhexanoate . 4 =.
5 % 12 N Y Y P :/’ 114 a
S . B i o
Qs 10 | - - @ - - 2-éthylhexanol e 1,2 é @
T £ ° +1 =}
5 8- / 59
81 61 e @ 108 =g
g-g 2 /’/// 1 0a6 § il
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- o | , L =
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O — T T T T O
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Figure 111-8 : Cinétiques d’apparition du méthylethylhexanoate et du 2-éthylhexanol

Nous supposons que le 2-éthylhexanol se transfamenéthyl-2-éthylhexanoate par une
réaction d’oxydation préalable en acide 2-éthylimexque lequel serait estérifié en méthyl-2-
éthylhexanoate par réaction avec du méthanol (r&ecthble par la méthode d’analytique
utilisée). Une autre hypothése serait que I'aciggh¥lhexanoique proviendrait directement
du précurseur du 2-éthylhexanol, un plastifiantranti: le di-2-éthylhexylphtalate. Dans ce
cas, une attaque enzymatique du plastifiant pard@issure serait envisagee.

Dans ces conditions, le méthyl-2-éthylhexanoataitsproduit par la moisissure uniquement
en présence de son précurseur : le 2-éthylhex@esl.2 COV apparaissent ainsi comme des
cibles chimiques intéressantes et seront utiliséssdla définition d'un indice de
contamination.

La Figure 111-9 synthétise les schémas réactionhiés a ces hypotheses. Le code couleur
utilisé sur cette figure est le suivant : les cosgsoen noir n'ont pas été mesurés lors de nos
essais, le composé en bleu a été émis en préseecd’ @sence de développement fongique,
celui en rouge uniqguement en présence de moisissure
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Figure I1I-9 : Schémas réactionnels supposés @ofarmation du méthyl-2-éthylhexanoate
(MeOH : méthanol)

[.4.B  Concentration des principales émissions

Nous avons caractérisé guantitativement les émissiles COV issus d’'un développement
fongique. Nous avons comparé le taux de produaiofonction des souches et de la nature
du support.

Dans la pratique, nous avons empld&spergillusniger et Penicillium brevicompactunpour
contaminer de la toile de verre, qui est par aiida matériau d’essais le plus émissif, et un
support témoin. Ce dernier est composé de fibrevetee non émissive et de nutriments
(composition en annexe). Aprés une incubation jeurs les concentrations de COV émis
sont quantifiées, les résultats sont synthétisés @aTableau I11-6 et sont exprimés en uf/m
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Concentrations des COV (ug/m)
Composés Aspergillus niger Penicillium brevicompactum
Matériau témoin | Toile de verre | Matériau témoin Toile de verre
o 2-éthylhexanol 5,19 1153,35 3,61 41,11
= Camphre 5,86 6,41 8,61 5,23
§ Isopréne Non quantifiable  Non quantifiable = Non gifeable | Non quantifiable
Limonéne 89,8 22,90 40,18 63,51
1,3-octadiéne 2,09 24,90 25,25 1,31
1-octen-3-ol 13,23 6,06 203,54 9,68
2-hepténe <LD 41,75 <LD 0,98
2-méthyl-1-butanol <LQ <LQ <LQ <LQ
2-méthylfurane 71,68 0,95 31,22 2,62
2-méthylisobornéol 13,23 0,49 <LD <LD
c;g/’c?oﬁg(zt:-yll-gne <LQ <LQ <LQ <LQ
3-éthyl-3-hexéne <LQ <LQ <LQ <LQ
3-heptanol <LD 7,34 <LD <LD
3-méthyl-1-butanol <LQ <LQ <LQ <LQ
o 4-heptanone <LD < 2) <LD <LD
oz D||sok()lgt|)|/3IPp)htalate <LQ <LQ <LQ <LQ
O Diméthyldisulfide 1,46 3,71 0,90 4,42
Isobornyl acétate <LD 2,79 <LD 2,80
Méthoxy-benzéne <LD <LD <LD <LD
Sesq”'tgae)”e APM 4 306 0,11 <LD <LD
Sesqunggpf)ne B (PM 1,38 172 <LD <LD
Sesqunggpdfe)ne C (PM 207 1,26 <LD <LD
Terpénoide (PM 222 4,14 7,20 <LD <LD
trans 2-octéne <LQ <LQ <LQ <LQ
-pinéne 2,83 21,32 3,76 16,89

Tableau 111-6 : Concentration des COV émis lorddéueloppement &spergillusniger et
Penicilliumbrevicompactunsur un support témoin et sur la toile de verreD sthférieur a la
limite de détection, <LQ composé détecté mais iaféra la limite de quantification

Parmi les COV quantifiables, nous avons observé plage de concentration de 0,03 a
1153,35 pg/m(valeurs surlignées en vert dans le Tableau 111-6)

Pour une méme espéce fongique, la quantité de ClAbor&e dépend du substrat de
croissance. Ainsi, 'émission du 2-méthylfurane paemple (en jaune dans le Tableau III-6)
est 70 fois plus élevée sur le matériau témoinsyuida toile de verre. Le niveau d’émission
dépend également de la souche considérée, agmiskion du 2-heptene sur la toile de verre
(en bleu sur le Tableau III-6) est 40 fois plugdaavec le développementAdpergillusniger
que celui déPenicilliumbrevicompactum

Ainsi, cette variabilité du taux d’émission en fton de la souche ou du matériau ne nous

permettraa priori pas d’utiliser ces traceurs chimiques pour undéu@tian quantitative de la
contamination d’'un espace clos.
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Impact du taux de charge

Nous avons vérifié que le taux de charge n’infl@npas la nature des composés émis. En
effet, les chambres d’émission utilisées lors de @ssais ont été concues afin d’obtenir de
fortes concentrations de COV. Pour cela, nous autilisé un taux charge important : surface
contaminée/volume de la chambre d'essais de 17 In#%iin de vérifier que ce taux
n'influait pas la nature des composés émis en faaot par exemple d’éventuelles réactions
entre molécules, nous avons abaissé ce taux dgechd,5 m2/rh

Pratiquement, nous avons contaminé 0,5 m2 d’unepapeint vinyl avecAspergillus
versicolor et placé ce substrat dans une chambre d'essais d€. JAprés 10 jours
d’incubation, les COV émis sont identifiés (Tablégr).

Emissions de COV spécifiques
a-pinéne
1,3-octadieéne
1-octene-3-ol
2-éthylhexanol
2-hepténe
2-méthyl-1-butanol
2-méthylfurane
3,5-diméthyl-2-cyclohexen-1-onge
3-méthyl-1-butanol
4-heptanone
Isopréne
Limonene
Méthyl-2-ethylhexanoate
Méthoxybenzéne

Tableau IlI-7 : Liste des COV fongiques émis pacrigissance dspergillusversicolorsur
papier peint vinyl (n=3).

Nous constatons que les 14 molécules déja idesgifi¥ec un taux de charge de 17 nt2/m
sont également présentes dans ces conditions aolsgs de la réalité.

Application numeérique

Pour apprécier le niveau de détection que nousripogravoir dans un habitat dont un mur
serait contaminé, nous avons réalisé une simulatiomérique d’émission a partir d’'une
chambre modele:

Volume de la chambre 174 m

o sol 7 m?

"§ mur 24 m?

7

joint 0,2 m?

Taux de renouvellement (TRA) 0,5 vol/h
Surface contaminée 0,1 m?
Taux de charge (L) 0,00057471 m?*/m?®
Taux de ventilation spécifique Q=TRA/L 2,87 m*m?h

Ainsi si nous prenons le cas du 4-heptanone, dmntinétique d’émission est constante
pendant 25 jours et a été mesurée aprés 7 jolB$HA A/ni (surface contaminée de 50 cm?).
Le facteur d’émission de cette molécule est calculéd,40 upg/mh. En prenant en

considération le taux de renouvellement de la cliarabavec un mur contaminé de 0,1m?, la
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concentration de ce COV spécifique serait de 1,38fT. Ce niveau de concentration
s'avere accessible par les méthodes de préleveshdiznalyse que nous employons.

1.5 RECHERCHE DES TRACEURS CHIMIQUES SPECIFIQUES

Comme attendu, les COV émis en présence d’'un déweinent fongique peuvent avoir deux
origines : le métabolisme de la moisissure etda@&gradation du support de croissance.

Les COV issus de la biodégradation fongique sostabmstituants du matériau libérés dans
'environnement apres une action meécanique (cro@samycélienne) ou biochimique
(libération d’enzymes, d'acides,...). Ces COV sont gpécifiques car susceptibles d’étre
émis quel que soit le type de dégradation (suitgi@illissement du matériau par exemple).
Ainsi, ces composés sont susceptibles d’étre émigrésence mais également en lI'absence
d’'une croissance fongique. Aussi, nous ne retiamlpgas ces molécules comme traceurs de
la croissance fongique. Pratiquement, nous élingnmus les COV issus des produits de
construction testés. Sur la premiére liste étatdie28 COV spécifiques du développement
fongique, dix composés sont écartés (Tableau I11-8)

1,3-octadiéne

1-octen-3-ol
2(5H)-furanone
2-éthylhexanol

2-hepténe
2-méthyl-1-butanol COV également présents sur le TSooade

. support en absence de ,»o-0ctadiene
2-méthylfurane p .

—— - développement fongique, nous 1-octen-3-ol
2-me'.[hy,I|soborneoI éliminons 2(5H)furanone
3,5-diméthyl-2-cyclohexen - 2-éthylhexanol, > heotene
1-one - camphre, Py |p1 5 I
3-éthyl-3-hexene - isopréne -méthyl-1-butano
3-heptanol - limonéne. 2-méthylfurane
3-méthyl-1-butanol _ 2-méthylisobornéol
4-heptanone i i . 3-heptanol
Camphre ,COV de.tectes. apres la 3-méthyl-1-butanol

— dénaturation artificielle du A-hentanone
Diisobutyl phtalate (DIBP) matériau, les COV suivants ne _—epanon
Diméthyldisulfide seront pas retenus : Diméthyldisulfide
Isobornyl acétate - O-hydroxyp!’lenyl, Méthoxy-benzene
Isopréne - transTZ-(,)ctene, Méthyl-2-éthylhexanoate

i g 3,5-diméthyl-2- Sesquiterpéne A (PM 204
leonene : cyclohexen-1-one, Sesquiterpéne B (PM 204)
Méthoxy-benzéne isobornyl acétate, q : IO\
Méthyl-2-éthylhexanoate 3-éthyl-3-hexéne, Sesquiterpene C (PM 204)
o-hydroxyphenyl diisobutyl phtalate Terpeno'l'.de\ (PM 222)
Sesquiterpene A (PM 204) -pinene

Sesquiterpeéne B (PM 204)

Sesquiterpene C (PM 204

Terpenoide (PM 222)

trans 2-octene

-pinéne

Tableau I1I-8 : Elimination des COV potentiellemésgus des produits de construction

Une liste de 18 composés issus spécifiquement dabmiésme fongique a donc été retenue.
De maniére a clairement distinguer les COV issusnutabolisme et leur potentielle
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dépendance du substrat, nous avons comparé to@INsproduits avec les 5 matériaux et
avec ceux issus d’'un substrat de croissance tér@@rdernier est essentiellement constitué
d’un support en fibre de verre non émissif et deiments simples (composition en annexe).

COV émis apres
Composés croissance sur les 5
produits de construction

COV émis sur le substrat
témoin

1,3-octadiéne
1-octen-3-ol
2-méthyl-1-butanol
2-méthylfurane
2-méthylisobornéol
3-méthyl-1-butanol
Diméthyldisulfide
Méthoxy-benzéne
Méthyl-2-éthylhexanoate
Sesquiterpene A (PM 204)
Sesquiterpene B (PM 204
Sesquiterpene C (PM 204
Terpénoide (PM 222)
-pinéne
2(5H)-furanone
2-hepténe
3-heptanol
4-heptanone

o I e o o I I o o B T I o S

N I I R I R I I R AR I R R s

Tableau IlI-9 : COV issus du métabolisme fongigamparé aux émissions sur un substrat
témoin en présence d’'un développement fongigdsmergillusniger, A. versicoloret
Penicilliumbrevicompactunfprélevement réalisés apres 7 jours d’'incubations)

Nous constatons qu’en dehors de 4 COV : le 3-heptéa 2-heptene, le 4-heptanone et le
2(5H)-furanone, tous les autres COV issus du métabe fongique sont produits avec le

matériau témoin. Ce résultat montre I'indépendagrererapport au substrat des 14 premiers
COV listés dans le Tableau IlI-9. Nous supposonsiajue, quelque soit la nature du support
de croissance, ces composés seront des tracechsidepour la détection des moisissures.

1.6 PROPOSITION D’UN INDICE CHIMIQUE DE CONTAMINATION FONGIQUE

.6.A Construction de l'indice

Nous avons établi un indice de contamination peanetde regrouper I'ensemble des
informations fournies par la présence des tradeertifiés.

Les précédents résultats ont montré que la présmntabsence de ces COV n'avait pas la
méme importance selon leurs origines (dégradatiométabolisme) et selon leur spécificité a
une espece ou un matériau.

Nous avons synthétisé dans le Tableau IlI-10 ta lies 18 traceurs retenus ainsi que leurs
spécificités.
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COV issu du métabolisme fongique

COV dépendants du support et /ou du

COV indépendants de champignon
I'espéce et du support spécifiques du spécifiques du
fongique support
2 (5H)-furanone
1,3-octadiéne 3-heptanol
1-octen-3-ol 4-heptanone
Méthoxybenzéne

2-méthyl-1-butanol
2-méthylfurane

. 2-méthylisobornéol
3-méthyl-1-butanol Sesquiterpéne A

a-pinéne Sesquiterpéne B _ 2-hepténe
Méthyl-2-éthyl-hexanoate Sesgﬂ:tergénec Diméthyldisulfide

Terpénoide

Tableau 111-10 : Synthése des traceurs chimiquenues.

Afin de construire cet indice, nous avons tenu dendles observations suivantes :

- Les COV issus de la biodégradation ne permettentdpaconclure sur la présence
d’'une croissance fongique, car ils sont suscetitiétre a l'origine de toutes les
autres formes de dégradation.

- La présence de COV issus du métabolisme fongiguseagaient indépendants de
I'espece et du substrat. L’absence de ces commseésd peu probable.

- La présence de COV du métabolisme dépendant dpetesou du matériau
implique la croissance. L'absence de ces compas@gmmet pas de conclure.

Afin de formaliser I'ensemble de ces observatiams,indice est calculé en fonction de la

présence ou de I'absence de chacun de ces 18 C®Vhéthode d’'incrémentation de cet
indice est schématisée sur la Figure 111-10 :
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Figure IlI-10 : Incrémentation de l'indice chimigde contamination fongique

Concernant le méthyl-2-hexanoate, nous avons pricagpte que la formation de cette
molécule pourrait étre due a la transformation gh®lhexanol par la moisissure. La régle
d’'incrémentation que nous avons appliguée danasest décrite dans la Figure IlI-11.

Figure IlI-11 : Incrémentation spécifique au coupléthylhexanol / méthyl-2-hexanoate

D’aprés la construction de cet indice, une valdewvé&e rend probable la présence d'un
développement fongique, contrarig une valeur faible I'exclut. La liste de traceuesenus
implique un indice couvrant une échelle allant déaucun traceur n’est détecté) a +15 (tous
les traceurs sont détectés).

Toutefois, compte tenu de la spécificité de plusidtaceurs, a un matériau ou une espece, |l
est peu probable que I'ensemble des COV spécifiqai#sprésent, méme dans le cas d’'une
contamination fongique. Par conséquent, la valeaximale de I'indice n’est pas attendue.
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Par ailleurs il est important de noter que la valde cet indice ne dépend pas des
concentrations des COV mesurées. Par conséquerglelar absolue de cet indice n’indique
pas un niveau de contamination mais est liée groteabilité de présence fongique.

Les indices attribués a chaque composé sont régardans le Tableau 111-11

Incrémentation de

]

?noé:éllt?;lijssr:g I'indice Observations
Présent | Absent
1-octen-3-ol 1 -1 COV du métabolisme dont
1.3-octadiene 1 1 I'origine fongique a_été validé de
- fagon fragmentaire dans la
2-methylfurane 1 -1 littérature
a-pinéne 0 -1 COV du métabolisme dont
3-méthyl-1-butanol 0 1 I’or_igine_biplogiqut_e autre,qut_e
- fongique limite leur interprétatio
2-méthyl-1-butanol 0 -1 a leur seule absence
2-méthylisobornéol 1 0
Sesquiterpéne A 1 0
Sesquiterpéne B 1 0
Sesqun\erpf‘ane ¢ 1 0 Spécifique d’'un développemer
Terpenoide 1 0 fongique mais leur spécificité vi
2-hepténe 1 0 a-vis de I'espéce et/ou du supp
diméthyldisulfide 1 0 limite leur interprétation a leur
4-heptanone 1 0 seule présence
3-heptanol 1 0
2(5H)-furanone 1 0
Méthoxybenzéne 1 0
COV dont l'interprétation prend
Méthyl-2- 1 . en compte la présence d'un
ethylhexanoate précurseur éventuel (Figure
[11-11)

Tableau IlI-11

: Valeur d’indice pour chaque COVrdatabolisme

[.6.B Application a des mesures et investigationg situ

1.6.B.1

Mesure des COV spécifiques dans des habitats

Nous avons analysé les chromatogrammes de préleteméalisés lors d’'une étude sur la
qualité de I'air menée par 'OQAI. 12 habitations 869 on été choisies : 5 prises au hasard
avec au moins une piece ayant une tache de mossigsible supérieure a 1 m2 (habitation 1,
2, 3,4, et5) et 7 prises au hasard sans sigitdevide contamination fongique (habitation 7,
8,9, 10, 11, et 12). Les résultats obtenus sdéteécés dans le Tableau IlI-12.
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Composés Habitation avec contamination visible Habitation sans contamination visible

Hab.1 Hab.2 Hab.3 Hab.4 Hab.5 | Hab.6 Hab.7 Hab.8 Hab.9 Hab.10 Hab.11 Hab.12
1-octen-3-ol 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0
1,3-octadiéne 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 0
méthyl-2-éthylhexanoate 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2-éthylhexanol 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
a-pinéne 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
2-méthylfurane 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 0
3-méthyl-1-butanol 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
2-méthyl-1-butanol 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Diméthyldisulfide 1 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0
2-hépténe 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 1
2-méthylisobornéol 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
sesquiterpeéne A 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Sesquiterpéne B 1 1 0 1 1 0 1 0 1 0 0 0
Sesquiterpéne C 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
Terpénoide 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4-heptanone 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3-heptanol 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Méthoxybenzéne 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2(5H)-furanone 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0

Tableau IlI-12 : Liste des CQOV issus du métabolistemtifiés dans 12 habitations (0 = absence duyposd, 1 = présence du composé)
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Nous constatons la présence systématique alpitiene et du 3-méthyl-1-butanol. Cette
observation confirme I'hypothése que ces composgssquent de nombreuses sources
d’émission (moisissures, bactéries, plantes).

1.6.B.2  Application de l'indice de contamination

L’indice de contamination établi précédemment aagtieulé pour chaque habitation. Les
valeurs de cet indice sont répertoriées dans lée@ahll-13:

Habitation avec Valeur de Habitation sans Valeur de
contamination visible I'indice contamination visible I'indice

H1 4 H6 -3
H2 3 H7 -4
H3 2 H8 -3
H4 3 H9 2
H5 3 H10 0

H11 0

H12 -4

Tableau I1I-13 : Valeurs des indices attribuéebagce habitation

Les habitations présentant une contamination @sbit toutes un indicateur supérieur ou
égal a 2. Cette valeur positive de lindice con@rndonc la présence probable d'un
développement fongique dans ces habitations.

A l'exception de I'habitation n°9, les habitatiorsans contamination visible ont des
indicateurs inférieurs ou égaux a 0. La valeuriddies est donc corrélée a la présence d’'un
développement fongique.

D’aprés cette étude, un indice supérieur ou égake permet de suspecter une présence
fongique dans un habitat. A l'inverse, un indicgat& ou nul permet de conclure a I'absence
de développement fongique.

L’habitation n°9, classée dans les logements arip&igains », se comporte, en termes de
traceurs chimiques, de la méme maniére que lesatiabs dont la contamination fongique
est avérée (indicateur égal a 2). La présenceatdqd sur lesquelles des moisissures peuvent
se développer ou d’'une contamination non visildednte ou masquée) pourrait expliquer ce
résultat inattendu.

Pour vérifier ces hypothéses nous associons cedtatdsa un questionnaire soumis aux
occupants de chaque habitation. Parmi les difféeegiestions, six pouvaient étre associées a
la présence de nos traceurs. Ces questions aiesieguréponses associées pour chaque
habitation sont répertoriées dans le Tableau Ili-14
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Moisissures If’résgn_c € Infilltrations Traitement . O_d_eu( de
visibles sur d h(lijldlte d eag au 1 contre Prelsence de| moisi dletecte
olus 1m? " bans_ cours des 1'i Fhumidité plantes par les
abitation | derniers mois enquéteurs
Habitation 1 1 1 0 0 0 1
Habitation 2 1 1 1 0 1 1
Habitation 3 1 1 1 1 1 1
Habitation 4 1 1 1 0 1 0
Habitation 5 1 1 1 0 1 0
Habitation 6 0 0 0 0 1 0
Habitation 7 0 0 0 0 1 0
Habitation 8 0 0 0 0 1 0
Habitation 9 0 0 1 0 1 0
Habitation 10 0 0 0 0 0 0
Habitation 11 0 0 0 0 1 0
Habitation 12 0 0 0 0 1 0

Tableau IlI-14 : Résultat du questionnaire sounis @ropriétaires des habitations enquétées
(1=oui, 0=non)

Nous constatons que I'habitation n°9 (sans sigs&éle mais avec un indice positif) a subi
des infiltrations d’eau au cours des 12 mois pracetk prélevement (réponse surlignée dans
le Tableau IlI-14). Il est probable que ces irdilions aient engendré une contamination
fongique qui n'a pas été détectée visuellement.cBaséquent, I'indice établi a permis de
détecter une contamination avant les premiéresgrasibles d’'une croissance fongique.

Les prélevements terrains ont donc permis la viiidade I'indice de contamination établi.
Ainsi, un score inférieur ou égal a 0 semble exclar présence d’'une croissance fongique,
alors qu’un score supérieur ou égal a 2 la confirme

.7 DETERMINATION D 'UNE VARIABLE DE CONTAMINATION PAR UNE ETUDE
STATISTIQUE

Compte tenu des faibles proportions dans lesqushes émis les COV du métabolisme,
certains composes risquent d’étre masqués pamniesiéns plus importantes du matériau et
une partie de I'information peut étre totalemerthese.

Afin de compléter l'indice précédemment établi, squoposons de définir une variable
globale de contamination fongique sans préjugda dature des molécules.

Pour cela, nous proposons une approche originakéebsur I'analyse statistigue des données
obtenues lors des prélévements réalisés précéddansuerles matériaux contaminés, en

considérant le spectre global de la totalité degabachromatogramme obtenu par GC/MS.

L’outil statistique utilisé permettra alors de défiun comportement caractéristique d’un

environnement moisi indépendant du reste de I'éomss

[.7.A Analyse sur 'ensemble des essais

A partir des résultats obtenus par spectrométrimagse, nous sommons pour chacun des 53
essais et sur toute la durée d’'analyse, fixée anBlutes, l'intensité du signal associée a
chaque ions fragments.
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Compte tenu des techniques analytiques utilis&eds $es ions possédant un rapport (masse
sur charge) compris entre 35 et 425 seront corésdéoit 390 ions fragments.

Les résultats se présentent sous forme d’'une raatec53 lignes ou observations (essais) et
390 colonnes ou variables (ions). L’intersectionnd ligne et d’une colonne représente la
somme des signaux obtenus pour chaque ion suehdnie du chromatogramme.

Les dimensions de cette matrice de données sdes tgll'il n’est pas possible de repérer
directement les similitudes de comportements $i@tiss entre les essais (individus) ou les
ions (variables). Afin d’analyser ces résultatsuysi@avons choisi d’utiliser 'Analyse en
Composantes Principales (ACP). Cette technique gtetme représentation statistique de
I'ensemble des données sans émettre d’hypothesanstutiliser de modele a priori. L'ACP
conduit a des représentations graphiques approceeasmptimales du nuage de points
représentant la matrice de données. Chaque faidtelUACP est une combinaison linéaire de
variables représentant le maximum de variance tamuage de points. Les facteurs sont
orthogonaux entre eux de maniére a ne prendre epteoque des sources de variance
indépendantes. Deux espaces sont ainsi construits l@s mémes facteurs : un espace
vectoriel des variables et un espace des obsengatideux facteurs définissent un plan sur
lequel les points (observations) ou les vecteuns gmjetés. La proximité entre deux vecteurs
(variables) indique une corrélation linéaire foetetre ces deux variables, de méme pour la
proximité entre deux points. Les groupes d'obsémmat et de variables ainsi définis
permettent d’appréhender la structure des donré&eg\yidente au premier abord.

L’ACP est normée (sur données centrées réduites).

L’ACP a donc été utilisé comme un outil exploratoqui permet de visualiser et d’expliquer
les relations entre les données.

Dans un premier temps I'ACP permet, au travers aleuts statistigues de déterminer le
repere le plus représentatif de nos données. Léedabll-15 représente le poids des axes
(facteurs) définis par I'ACP.

Pourcentages
Axes Valeurs propres Pourcentage cumu|éSg
1 224.0 57.30 57.30
2 61.3 15.68 72.97
3 35.5 9.07 82.05
2 2293 5.84 87.89
5 14.1 3.61 91.5

Tableau 111-15 : Poids des facteurs défini par IAC

Les valeurs propres représentent le poids deshlesigpar rapport a un axe. Ainsi I'axe 1 est
représentatif de 224 variables sur 390. Les dearijars facteurs retenus totalisent plus de
70% de la variance globale, le plan principal regedonc I'essentiel de I'information et sera
retenu pour la représentation graphique.

Afin d’identifier les variables responsables demportements observeés, nous projetons les
390 ions sur le cercle de corrélation (Figure R)1La longueur des vecteurs obtenus informe
sur leur représentativité dans le cercle définilpgalan principal.

Ainsi, une variable est d’autant mieux représedtss le plan choisi que la norme du vecteur
est proche du cercle unitaire de valeur 1.
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Figure IlI-12 : Représentation des variables astivans le plan des facteurs 1 et 2.

Les ions 98 et 99, respectivement indépendanttetamélé par rapport aux autres ions, sont
mal représentés dans le plan principal. Par comsdgul n'est pas possible de tirer de
conclusions a propos de leur comportement « atgpiqu

Le plan principal est présenté Figure IlI-13, lesnps représentent les différents essais. Le
code utilisé dans ce graphique est le suivant e$ssis ave@spergillusniger sont en noir,
ceux avecPenicillium brevicompactumen rouge,Aspergillus versicolor en bleu et les
matériaux non contaminés (témoins) en gris. Ldetaies points est proportionnelle a leur
cosinus?, qui définit la qualité de leur projectsur le plan. Ainsi plus le point est gros mieux
il est représenté.
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Figure I11-13 : Plan principal de 'ACP sur 53 essat 397 ions (distinction entre espéces
fongiques et témoins)

Nous constatons que la plupart des points sonediép dans I'espace sans distinction entre
les témoins et les matériaux contaminés. Par coleségl'impact de la croissance fongique
ne ressort pas de I'émission globale. Les diffé@enkiées a la croissance fongique sont
masqueées par les différences liees au matériau.

En considérant la méme représentation d’'un pointwenatériaux et non plus moisissure,
nous constatons des similitudes statistiques pourméme matériau. La Figure I1I-14
représente le plan principal en tenant compte tte neuvelle approche. La maniere de coder
les essais est la suivante : les essais sur fébwede sont en bleu, toile de verre en vert foncé,
papier peint vinyl en prune, dalle de plafond ert gkire et platre en gris.
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Figure I1I-14 : Plan principal de 'ACP sur 53 efssat 397 ions (distinction entre matériaux)

Nous observons 4 groupes distincts : La toile deeyde papier peint, le platre et les deux
autres matériaux. La dalle et la fibre de verre,n&tériaux les moins émissifs, ne semblent
pas se distinguer sur ce plan.

Nous confirmons ainsi que les forts niveaux d’émissles matériaux masquent les émissions
fongiques.

Pour confirmer cette observation, les essais ggrbupés par matériaux et par contamination

(variables illustrative). Les points de chaque gatie sont alors remplacés par leur centre
d’inertie (Figure I11-15).
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Figure I1I-15 : Centre d'inertie des variables aooes actives

Nous constatons que les écarts entre les pointei@ssaux matériaux sont plus importants
que ceux des contaminations. Les différences samt @rincipalement dues a I'émission du
support.

Le facteur 1 permet de séparer les matériaux etériles contaminés. Le facteur 2,
représentatif d’environ 15% des données, est agiiw des différences observées entre
Penicillium brevicompactunet les 2 especesAbpergillus La représentation des variables
continues actives (Figure 1lI-12) permet de distieig2 groupes de variables : une tendance
générale propice au facteur 1 (vecteurs prochetade des abscisses) et une seconde
tendance liée au facteur 2 (vecteurs proche de ks ordonnées). Ces variables sont donc a
I'origine des différences observées sur la Figur&3.

Bien que les émissions dues aux matériaux masdgieaste de I'information, il existe donc
une variable de contamination fongique liée a I'@xd.a faible représentativité de cet axe
explique le faible impact de la croissance sur i&sion globale.

En comparant les trajectoires définies par les lesuigmoin-moisissure sur la Figure 111-15 et
les vecteurs formés par les variables (Figure 2)-hous pouvons attribuer les différences
observées a des ions. Ainsi, en superposant lgimesi des axes de ces deux graphiques nous
constatons que certains vecteurs sont parallebesdmections témoin-moisissure. Les ions
associés a ces vecteurs expliquent les différaeeemportements constatées :

Penicilliumbrevicompactum 47, 126, 130, 157, 282, 341.

Aspergillusniger: 184, 206, 214, 219, 236, 242, 246, 260, 261, 279
Aspergillusversicolor: 160, 200, 270, 237.
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Ainsi, nous constatons que les différences de coimments observées entre les matériaux en
présence et en I'absence d’'un développement foagiqat principalement dues a des ions de
masse supérieure a 200, caractéristique de sapguies ou de molécules cycliques.

L’ensemble de ces résultats montre que des difésepeuvent étre observées a condition
gue l'on s’affranchisse des émissions liées auxérmatx. Il semble donc possible de
déterminer une variable de contamination.

[.7.B Analyse par matériau

Afin de s’affranchir des différences liées aux miatéx et ainsi détecter celles liées aux
moisissures, nous construisons des matrices ditigsepour chaque matériau. De plus, pour
ne pas avoir des points influencés par un essais ne retenons que les essais ayant des
niveaux d’émission globale comparables.

Les nouvelles matrices sont donc construites arpd@s mémes colonnes que la matrice
générale, mais en sélectionnant uniquement lessesgaun méme matériau (lignes).

Ainsi, deux essais ont été sélectionnés pour leepgaeint vinyl ainsi que pour le platre et un
essai pour la fibre de verre, la toile de verresiague la dalle de plafond.

Une analyse en composante principale (ACP) a édigage a ces matrices. Le Tableau
[11-16 représente le poids des facteurs définis'paP.

Valeurs Pourcentages
Axes propres Pourcentage -~ sg

Papier peint vinyl

1 335,9729 85,93 85,93

2 43,7907 11,2 97,13
Plaque de pléatre

1 330,963 84,65 84,65

2 38,0988 9,74 94,39
Dalle de plafond

1 258,6621 66,15 66,15

2 82,3926 21,07 87,23

Fibre de verre encrassée
1 329,0742 84,16 84,16
2 80,3370 20,55 88,61
Toile de verre
1 329,0742 84,16 84,16
2 33,1867 8,49 92,65

Tableau IlI-16: Résultats de 'ACP par matériaux.

Pour I'ensemble des matériaux, les axes princigmrettent de décrire a eux seuls plus de
85% de la matrice. lls seront donc retenus.

Le plan principal est présenté Figure 11I-13. Ledage utilisé dans ces graphiques est le

suivant : les essais aveéspergillus niger sont en noir, ceux avedenicillium
brevicompactunen rougeAspergillusversicoloren bleu et les témoins en gris.
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Les projections des nuages de points pour chaquérima sont représentées sur la Figure
-16 :

Fibre de verre additionnée de solution nutritive

Papier peint vinyl Platre

Dalle de plafond Toile de verre

Figure 111-16 : Plans principaux des ACP sur chamatériau (Témoin,- Aspergillusniger,
- Aspergillusversicolor, - Penicilliumbrevicompactum

Nous constatons que le facteur 2 montre pour lpgotides matériaux une différence entre le
témoin et les matériaux contaminés. Ceci confirnue dimpact du matériau masquait
I'information liée a la moisissure.
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Sur la fibre de verre additionnée d’'une solutionritive, support sur lequel 'émission est
principalement liée au métabolismeddpergillusniger montre une opposition avec les deux
autres moisissures sur le facteur 1. Cette esmuoble donc avoir une émission spécifique de
COV issus du métabolisme. Nous avions d’ailleursstatée cette observation précédemment
en déterminant plusieurs molécules cibles spé@8qlAspergillusniger, principalement des
terpenes.

Dans le cas de la toile de verre, du platre et dpigp peint vinyl, nous constatons des
tendances liées a une contamination fongique. Saulialle de plafond ne présente pas de
tendance générale. Sur ce matériau, le facteutubgcontribution de plus de 65%) sépare
I" Aspergillusniger des autres essais. La dalle de plafond étant térima le moins vulnérable
de I'étude, seul Aspergillusniger a eu une croissance forte. Ceci explique que ées d
autres moisissures soient plus proches du témais.différences observées sur ce matériau
sont donc liées a une différence de croissance.

Les ions associés a ces tendances sont déterminésneparant les directions témoin-
moisissure aux vecteurs représentatifs des vasabke Tableau 11l-17 recense les 59 ions
spécifiques d’'une contamination fongique :

Matériau Espece fongique
Aspergillusniger | Aspergillusversicolor | Penicillium brevicompactum
Papier peint vinyl 209, 252, 326 283 et 358
Plaque de platre 322, 332, 338 341, 425 264, 325, 344, 423
Dalle de plafond| °° 70i119}0’ 112, 168, 355 38, 49, 66, 390
Fibre de verre 58, 142’92737’ 240, 36, 168, 411, 413

179, 188, 194, 224 146, 162, 183, 213,
Toile de verre | 225, 269, 301, 331] 218, 246, 261, 265, 46, 62, 64, 79, 80, 93, 110
346, 375, 397 267, 292, 317, 390

Tableau I1I-17 : lons spécifiques déterminés paCP
Nous constatons qu’il s’agit en majorité d’ions ttenrapport (masse/charge) est supérieur a

200. Ces ions sont caractéristiques de molécules tgue les sesquiterpénes ou d'autres
molécules cycliques. Ce type de molécules est dpécifique d’une croissance fongique.
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Le Tableau I11-18 associe les molécules ciblesmats aux ions ainsi définis :

(6{0)Y] lons spécifique associé
2(5H)-furanone 38
Diméthyldisulfide 46
2-méthylfurane 49, 81
2-hepténe 56
3-méthyl-1-butanol 56, 70
2-méthyl-1-butanol 56, 70
2-méthylisobornéol 56, 58, 68, 79, 80, 93, 168
Méthoxybenzéne 62, 64
1,3-octadiene 68, 81, 110
1-octen-3-ol 68
terpénoide 81, 207, 341
teroinéol 81, 93
a-pinéne 93
Sesquiterpéne A 162
Sesquiterpéne B 162, 283, 355
Sesquiterpéne C 162, 283, 355

Tableau I11-18 : COV issus d'un développement foogi et ions spécifiques associés

Une partie des molécules cibles que nous aviornsidgfsemble étre a l'origine des tendances
dégagées. Par conséquent ce résultat confirmetlagree de nos traceurs.

Toutefois, la plupart des ions ayant un rapportsa@harge supérieur a 200 n'ont pu étre
associés a nos traceurs. Ces molécules n'ont dmnétg détectées par I'analyse classique, le
traitement des résultats par I’ACP fournit donc urfermation complémentaire.

Afin de construire une variable globale de contation a partir de ces 59 ions, nous avons
calculé I'intensité moyenne des ions spécifiquessit#rés. Les résultats obtenus sont traités
matériau par matériau est sont synthétisés darnstieau I11-19.

Intensité moyenne de la somme des ions spécificules)
Fibre de verre +| Toile de Papier A Dalles de
; s L Platre
solution nutritive | verre peint vinyl plafond
Sans développement 450 6,79 229 11,34
fongique
Aspergillusniger 0,92 9,19 11,75 12,83 11,37
Aspergillus 2,80 9,83 18,92 527 11,61
versicolor
Penicillium 5,58 10,88 14,39 6,26 12,78
brevicompactum

Tableau I1I-19 : Intensités moyenne de la sommeaalesspécifiques retenus (la moyenne est
calculée a partir de 4 essais pour la fibre desyérsur la toile de verre, 3 sur le papier peint,
2 le platre, et 1 sur la dalle de plafond)

Afin d’étudier la réponse liée au métabolisme denlaisissure, nous analysons les résultats
obtenus sur fibre de verre additionnée de solutignitive.
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Nous avons vu précédemment que ce matériau cordag@mere peu de produits de
dégradation. Les émissions liées a ce matériau dont principalement des COV du
métabolisme du champignon. Les résultats obtenusfiste de verre permettent donc
d’étudier le comportement intrinseque des moisesuis-a-vis des ions spécifiques.

Les résultats sur fibre de verre sont représeniés forme graphique sur la Figure 111-17 :

D

B o
I I

w
I

Moyenne des ions spécifiques (XfD

0 ‘ ‘
Temoin A. niger  A. versicolor P. brevi

Figure I1I-17 : Courbe de réponse des ions spagsgmoyenne des aires) obtenue sur fibre
de verre additionnée de solution nutritive

La moyenne du témoin est faible, ce qui confirmedeactére peu émissif de ce matériau.

Nous constatons une différence significative elgri&moin et le support contaminé. Les ions
spécifiques permettent donc d’obtenir une signatferia croissance fongique.

Sur ce support I'aspergillus niger est I'especet deméveloppement a éte le plus rapide. Par
conséquent, les différences de niveau d’émissitasgroées sur chaque espéece ne sont pas
directement associées a des différences de vilessmissance.

Les trois espéces ont des comportements différdiitspact de ces ions suPenicillium
brevicompactunest plus important que poAspergillusversicolorpuisAspergillusniger.

Afin de déterminer si les ions spécifiques pernmetigne séparation témoin-contaminé en

présence de produit de dégradation, nous avonslédic moyenne générée par ces ions sur
les autres matériaux : la dalle de plafond, lerglda toile de verre et le papier peint vinyl. La

représentation graphique des résultats est pr&sEigare 111-18.
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Figure I1I-18 : Courbes de réponses des ions spgéaei$ (moyenne des aires) obtenues sur
dalle de plafond, platre, toile de verre et papnt vinyl.

L'utilisation des ions spécifiqgues sur la dalle diafond n’a pas permis de distinguer
Penicillium brevicompactumet Aspergillus versicolor du témoin. Ce matériau étant peu
vulnérable, nous pouvons supposer que cette oligemest due a une faible croissance de
ces deux moisissures. En revanche, dans le caspelrgillus niger (espéce ayant le
développement le plus important), les différend@adin/contaminé sont significatives. Par
conséquent, sur ce matériau le taux d’émission daécules spécifigues semble
principalement lié au niveau de croissance de lsissure.

En ce qui concerne les autres matériaux (platike te verre et papier peint vinyl), nous
constatons une distinction significative créée lpacroissance fongique. L'injection des 59
ions spécifiques a donc permis de s’affranchir amigpde I'émission du matériau.

La disposition des matériaux par rapport au ténshgnge en fonction du support. Ainsi, en
classant les especes par ordre croissant d’émids®ions spécifiques nous obtenons :

- Dalle de plafond PenicilliumbrevicompactumAspergillusversicoloretA. niger

- Platre :Aspergillusversicolor, PenicilliumbrevicompactunetA. niger

- Toile de verre Aspergillusniger, A. versicoloret Penicilliumbrevicompactum

- Papier peint Aspergillusniger, PenicilliumbrevicompactunetA. versicolor

Il n'existe donc pas de tendance indépendante dériaa liée a une espece. La variable de
contamination créée a partir des ions spécifiqegsanmet pas de différencier les espeéces.

Les ions sélectionnés sont donc spécifiques d'@méamination fongique globale. Ayant été
déterminés a partir de matériaux frequemment reénésrdans I'’habitat, ces ions devraient
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permettre de réveéler un développement fongiquertr géun prélévement réalisé dans des
locaux contaminés.

En 1998, Pasanen a comparé la concentration globaleCOV en présence d'une

contamination fongique avec celle d’environnemesidriles. L'étude a montré que le

développement fongique n’induisait qu’'une augmémate 1% de la concentration totale

des composés.

L’ACP réalisée sur I'ensemble de nos essais a gmgale montré que I'émission de COV

spécifiqgues pouvait étre masquée par I'émissiotajéo Par conséquent, il ne semble pas
possible de détecter un développement fongiqueta ga I'émission totale de COV.

Cependant, cette méme ACP a également montré ffésedces entre les environnements
contaminés et non contaminés. Cette variation@stl la nature de certains COV spécifiques
d'une contamination fongique (spécificité confirm@ar plusieurs études). Il est donc

nécessaire de s’affranchir de la majorité des cadpet d’étudier uniquement certains COV
ou ions spécifiques.

.8 ANALYSES STATISTIQUES DES DONNEESIN SITU

.8.A Corrélation entre différents indicateurs

Nous souhaitons comparer I'indice de contaminateec d’autres indicateurs fongiques.
Pour cela, nous avons extrait du questionnairdani@igateurs potentiels de la présence de
moisissures dans chacune des 12 habitations. Noargoms identifié 5 :

- Moisissures visibles sur plus de 1 m?

- Humidité des locaux

- Odeur de moisi

- Infiltrations d’eau

- Indice chimique strictement positif

Les plantes étant susceptibles d’émettre des CQWs ravons également comparé la
corrélation entre la présence de plantes d’inté¢wn indicateur positif. La question liée a
la présence de plantes est alors ajoutée.

Les résultats obtenus se présentent sous forme dahairice de 6 lignes (questions) et 12

colonnes (habitations). L'intersection d’'une ligeted’une colonne correspond a une réponse
de forme binaire (O=non, 1=oui) (Tableau 111-20).
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Moisissures| d'humidité | Infiltrations | Présence de| Odeur de
visibles des locaux d'eau plantes moisi
Habitation 1 1 1 0 0 1
Habitation 2 1 1 1 1 1
Habitation 3 1 1 1 1 1
Habitation 4 1 1 1 1 0
Habitation 5 1 1 1 1 0
Habitation 6 0 0 0 1 0
Habitation 7 0 0 0 1 0
Habitation 8 0 0 0 1 0
Habitation 9 0 0 1 1 0
Habitation 10 0 0 0 0 0
Habitation 11 0 0 0 1 0
Habitation 12 0 0 0 1 0

Tableau I11-20 : Matrice des différents indicatefosgiques

Une analyse en composante principale (ACP) a égiiigage a cette matrice. Les corrélations
entre ces facteurs sont représentées gtiglae 111-19

Figure IlI-19 : Représentation des variables astiyans le plan des facteurs 1 et 2.

Notons que la présence de moisissures visiblesiquglforcément une contamination
fongique. Cet indicateur est donc « sdr », corgra@nt a 'odeur de moisi, 'humidité et les
infiltrations d’eau qui n'impliquent pas forcemdatprésence de moisissures.
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L’humidité, corrélée aux moisissures visibles, @ast facteur subjectif car il n’est pas associée
a une mesure. Nous devons donc rester prudentdesuconclusions a tirer de cette
corrélation.

L’indice de contamination positif est l'indicatede plus corrélé a l'indicateur « sar »
(vecteurs presque paralleles). L'écart constat& dvgrésence de moisissures visibles est
expliqué par la détection d’'une contamination «guae » dans I’habitat n°9.

La perpendicularité entre le vecteur «indice detamination positif » et le vecteur
« présence de plantes », montre I'indépendancesldaux facteurs. Ce résultat montre d’'une
part que I'émission de COV induite par les plantésterfere pas dans le calcul de notre
indice et d’autre part que les moisissures pougantévelopper dans la terre des plantes
d’intérieures n’ont pas une émission suffisanterf@re détectées.

L’indice de contamination défini est donc bien sfigae a la croissance de moisissures et est
adapté aux environnements intérieurs.

Le plan principal est présenté Figure IlI-20, ledngs représentent les différentes habitations
de I'étude. Le code utilisé dans ce graphigue essuivant: les habitations avec des
moisissures visibles sont en vert, celles sansaauin&tion visible en rouge.

Indices > C Indices£E O

Figure I1I-20 : Plan principal de 'ACP sur le qtiesnaire

Le premier facteur (représentatif de plus de 64e% abntributions), permet de distinguer les
habitations avec des moisissures visibles (a gaudbs autres habitations (a droite). Ce
méme facteur permet également de distinguer legatiabs avec un indice strictement
positif de celles avec un indice négatif ou nul.
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[.8.B Application de la variable de contamination

Afin d’appliquer la variable de contamination dams environnement réel, les signaux

obtenus par la spectrométrie de masse, lors d&sssitu, sont extraits. Les résultats obtenus
se présentent sous forme d’'une matrice de 12 ligiasitations) et 365 colonnes (ions).

L’intersection d’'une ligne et d’'une colonne reprisela somme des signaux obtenus pour
chaque ion sur 'ensemble du prélevement.

Une analyse en composante principale (ACP) a édiqage a cette matrice. Le Tableau
[1I-21 représente le poids des facteurs définisl'paiP.

Numéro | Valeur propre | Pourcentages Pourcentg ges
cumulés
1 250.0807 68.33 68.33
2 56.7644 15.51 83.84
3 21.5298 5.88 89.72

Tableau 111-21 : Poids des facteurs défini par IAC

Les deux premiers facteurs retenus totalisent grug80 % de la variance globale, le plan
principal regroupe donc I'essentiel de I'informatiet sera choisi pour I'analyse de la matrice.

La projection des variables sur les axes principgggixeprésentée Figure Il1-21

Figure IlI-21 : Représentation des variables astiyans le plan des facteurs 1 et 2.
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Le plan principal est présenté Figure 111-22, lesnps représentent les différentes habitations.
Le code utilisé dans ce graphique est le suivlas habitations ayant un indice négatif ou nul
sont en rouge, celles ayant un indice strictementditip sont en vert. Le numéro des
habitations est suivi de la valeur de I'indice datamination entre parenthéses.

Figure I11-22 : Plan principal de 'ACP sur 12 eissat 325 ions (prélevemeint situ)

Les points hab 2, 4, 5, 6, 10 et 12 sont plusgetidonc moins bien représentés sur ce plan.
Les axes principaux ne permettent donc pas unéseptation uniforme de I'ensemble des
essais.

De plus, les habitations 1, 2 et 3 (contaminées)kendistinguent pas des habitations 11 et 12
(non contaminées). Nous ne parvenons pas a reeltedhi&érencier les deux types
d’habitations, par conséquent aucune variable d¢antination ne s’est dégagée avec cette
matrice.

La projection des variables (ions) sur le cerclecdeélation (Figure 111-21) montre que les
différences sont liées a I'axe 1 (représentatiplds de 68 % de I'information).

Dans la mesure ou lanalyse de la matrice totalepesmet pas de faire ressortir un

comportement caractéristique d’'une habitation coitée, nous avons reconstruit une
nouvelle matrice a partir des ions spécifiques rd@tees préecédemment. Cette matrice est
composée de 12 lignes (habitations) et 59 coloffioes spécifiques). L'intersection d’'une

ligne et d’'une colonne représente la somme desagigrobtenus pour chaque ion sur
I'ensemble du prélévement.

112



Chapitre Il : Résultats

Une analyse en composantes principales (ACP) apftliquée a cette matrice. Le poids des
facteurs montre encore une fois que lI'axe princgi@ne une bonne représentation de la
matrice totale (plus de 47 variables sur 59 ; Tabld-22)

. Valeur Pourcentage
Numéro Pourcentage -
propre cumulé
1 36.236 64.71 64.71
2 10.7963 19.28 83.99
3 3.4479 6.16 90.14

Tableau I11-22 : Poids des facteurs défini par IARC

La projection des variables et la nouvelle progttdu nuage de points sont représentés
respectivement Figure I1I-23 et Figure IlI-24, léme code est utilisé pour ce graphique :
habitation « contaminées » en vert et habitatioorccontaminées » en rouge.

Figure IlI-23 : Représentation des variables astiyans le plan des facteurs 1 et 2.
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Figure I1I-24 : Plan principal de 'ACP sur 12 esset 59 ions (injection des ions spécifiques,
prélévemenin situ)

L’ensemble des points associés aux locaux contaminéune bonne représentation et sont
homogenes (de méme taille).

A I'exception de I'habitation n°5, 'axe 1 permee dlifférencier les habitations ayant un
indice de contamination strictement positif desesitEn revanche, les valeurs absolues des
indices ne sont distinguées par aucun axe.

La projection des variables (ions) sur le cercleaeélation (Figure 111-23) permet de mettre
en évidence les ions responsables du décalagevéhsaur I'habitation 5 :252, 237, 267, 269,
325, 341, 355, et 358. Toutefois ces ions ne peéemepas de distinguer un matériau ou une
espece particuliére pour expliquer le comporterderithabitation n°5.

Sur la majorité des essais, I'injection des iorecdjmue dans I'ACP a permis de différencier,
par le facteur 1, les habitations ayant un indidetement positif des autres.

Par cette méthode, nous mettons en évidence unortanpent similaire des habitations
contaminées. Les 59 ions spécifiques définis peemietionc, dans le cas de prélevemants
situ, de déterminer une variable de contamination.
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Une classification hiérarchique ascendante (CHAymeg¢ de visualiser les groupes
d’habitations différenciés dans I'espace (Figutre§) :

Habitations
avec un
indice >0

Habitations
avec un

|:| indice£ O

Figure 111-25 : Classification hiérarchique ascemgades 12 habitations

Deux groupes d’habitations sont mis en évidencdgp&@HA. Cette distinction se fait par la
valeur de I'indice.

L’exception de I'habitation 5 montre que la varglde contamination créée avec les ions
spécifigues comporte des risques d’erreur. Afirduheinuer ces risques, il est nécessaire de
réaliser cette étude sur un plus grand nombre dérimax et de souches afin d’étre mieux
représentatif d’'un habitat.

L’évaluation de ce risque ne peut se faire qu’ettipliant les prélévemenis situ.

Malgré cette incertitude, nous sommes parvenusupameéthode statistique, a €laborer une
variable globale de contamination sans distincéintre espéces ou matériaux. Cette variable,
construite avec des ions spécifiques, permet ddreneh évidence une contamination
fongique a partir d’'un prélévemeint situ. Cette variable a été validée pour 11 habitatgums
12.
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I CARACTERISATION DE L'EXPOSITION AUX AEROSOLS
FONGIQUES : MESURE DE L’'ERGOSTEROL ET DES
MYCOTOXINES AEROPORTEES

.1 MESURE DE LA BIOMASSE FONGIQUE AEROPORTEE

L’inhalation de spores, fragments de mycélium, ipalés de matériaux ou poussieres
contaminées peut entrainer I'apparition de nombftets sur la santé. Ces manifestations
semblent corrélées avec une augmentation des sartantaminées dans I'’habitat. La plupart
des études épidémiologiques démontrent une assocentre la prévalence de symptomes
respiratoires et la présence d’humidité excessivedee moisissures dans ces espaces.
Cependant, il existe trés peu de données concelrpapbsition aux moisissures en milieu
intérieur, notamment en raison des difficultés mehées a la métrologie de ces
biocontaminants (Madelin 1994 ; Flannigan, 1997hsA concernant la dose d’exposition, il
n'existe a I'heure actuelle pas déléments fialppesmettant d’établir un seuil au-dessous
duquel il n'y a pas d’effet sur la santé ni dedide références permettant de juger du niveau
de risque selon les especes de moisissures re@éesntr

La définition d’indicateurs biologiques et le déygbement de méthodes de mesures adaptées
font partie d’'une étape préliminaire indispensapteir accéder a I'évaluation du niveau
d’exposition des occupants. L'effort métrologiqué gorter a la fois sur le développement et
I'amélioration des techniques de prélevement mgaleénent sur la mise au point ou
I'adaptation de méthodes de marquage et de ressanaes indirectes, basées en particulier
sur la recherche des produits du métabolisme amouigtituants cellulaires spécifiques.

Ainsi, les conidies et fragments mycéliens, vedeuwde dispersion des moisissures,
contiennent un ester d’ergostérol commun et sppafia la majorité des champignons
microscopiques. Le dosage de cette molécule a tefmment été utilisé pour déterminer la
contamination de substrats solides comme les &,dak sols... (Seit al, 1979 ; Grant et
West, 1986 ; Zilet al, 1988; Gessner et Schmitt, 1996). Plus récemmetit molécule a été
mesurée dans les poussiéres, les produits de ectistr et I'air de maisons (Axelsat al,
1995 ;Miller et Young 1997 ; Pasane al, 2000).

Dans le cadre de cette these, nous avons utilggotérol comme un marqueur de la
présence fongique dans l'air intérieur. Il s’agiss&tablir et développer en laboratoire une
méthodologie susceptible d’évaluer la globalité d@ésmpignons microscopiques et de
validerin situ cette technique.

[I.1.A Caractérisation et validation de la technique.

[I.L1.A.1 Collecte des aérosols fongiques

Afin de collecter les aérosols fongiques auxquels personnes sont susceptibles d’étre
exposés, nous avons choisi d’utiliser un Captedividuel de Poussiéeres (CIP) permettant de
sélectionner les particules de la fraction inhaabh conformité avec les normes CEN 481 et
ISO TR 7708.

Cet appareil, validé par ailleurs, permet en odeeaéaliser des prélévements avec un débit
élevé (10L/min) et stablet(0,5%) durant plus d’une semaine sans étre sgugéua 50 mg

de poussiéres prélevées).
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II.1.A.2 Incertitude et limite de quantification.

Pour une gamme étalon de solutions d'ergostérotameentrations comprises entre 0 et
10 mg/L, la relation entre I'aire des pics et lm@entration en ergostérol est linéaaneec un
coefficient de corrélation r2 de 0,99. La dispensitu résultat d’analyse a été calculée a partir
de 31 manipulations réalisées de facon identiqee awme solution étalon a 6 mg/L. Il est
admis qu’'une méthode est répétable lorsque le radpd’écart-type a la moyenne est faible.
Le coefficient de variation calculé, inférieur &l apparait tres satisfaisant.

Par ailleurs, en utilisant des solutions d'ergo$tde concentration décroissante a partir de
1 mg/L, la valeur moyenne de la limite de quaraificn a été évaluée a 0,04 mg/L (n=33 ;
0,005). Le coefficient de variation calculé pouttedimite est égal a 12,5 %.

II.L1.A.3 Conservation des échantillons et vérification daripact de la rotation lors de la collecte.

Aprés échantillonnage, la coupelle garnie de la sseuen polyuréthane est acheminée
directement au laboratoire. Elle est nécessairemenégée et conservée dans un emballage
étanche a l'abri de la lumiére. L’ergostérol este umolécule stable se dégradant
essentiellement lorsqu’elle est exposée aux rayoenes UV. Une solution d’ergostérol
(étalon) peut étre conservée par exemple a 4 °&ba te la lumiere pendant une période de
2 mois sans étre altérée.

Néanmoins, nous avons contrdlé la stabilité deleyeénents pendant la période de stockage.
Ainsi, quatorze coupelles de prélevement ont étdicsellement dopées avec une méme
quantité de sporedA(nigen puis placées dans une chambre froide a 4 °C peridaet 27
jours. Comparé a la référence, aucun changememfisadif de la concentration d’ergostérol
pendant ces durées n’a été observé (Tableau llI-23)

Conservation de I'’échantillon Effet de la collecte
T0 T19jours T 27jours T0 f 7 jours de
onctionnement
Moyenne en mg/L 0,359 0,294 0,375 0,279 0,237
Ecart-type 0,042 0,064 0,019 0,006 0,087
nbr. Echantillon 8 3 3 3 3

Tableau I1I-23 : Stabilité de I'ergostérol contahans les sporesAspergillusniger apres 19
et 27 jours de stockage et 7 jours de collecte.

Nous avons également vérifié que I'étape de caled&ltérait pas I'ergostérol des conidies.
Une guantité identique et connue de spores a étébdiée dans six coupelles. Trois ont été
placées dans I'appareillage et mises en rotatiomg®& 7 jours a I'abri de toute pollution
fongique tandis que les trois autres étaient covesra 25 °C pendant la méme durée. Nous
n'avons noté aucune variation significative de damaentration (Tableau 11I-23). L'étape de
collecte ne semble ainsi pas dégrader la molécetgaktérol.

II.L1.A.4 Dispersion de la mesure.

De maniére a évaluer la dispersion de la mesure elifférents appareillages, nous avons
disposé sur un méme site extérieur 5 appareill&jesollecté I'ergostérol pendant deux
semaines (198 fh L'incertitude cumulée du prélévement et de llgsa s'étend sur une
plage de 19 %.
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Bien que ce test soit soumis aux fluctuations afegtide la concentration du site, il permet
d’apprécier la relative bonne dispersion des maspoair un prélevement environnemental
(m 1,87, n 5s 0,28).

3

25 2,31

3

ng ergostérol /m

1,94
1,79

1,71

1,57

15

0,5

1 2 3 4 5
Essais

Figure I1I-26: Mesures simultanées de I'ergosté@oporté extérieur.

[1.1.B Comparaison entre la mesure de I'ergostérol et laudture.

La concentration extérieure d’ergostérol aéropoaddé mesurée corrélativement a la flore
fongique cultivable. La mesure de 'ergostérol @& réalisée aprés 7 jours de prélévement et

pendant cette méme période 4 prélevements poncuwisété effectués a l'aide de
I'impacteur. Les résultats sont présentés dansltdetu 111-24.

- Ergostérol ng/rhdu Type de moisissures isolées.
Prélévement. UFC/in 30/07aU 6/08/01

30/07/0: 40 Espéces majoritaireds %:

31/07/01 320 274 Cladosporiumsp, Penicillium sp, Aspergillus

02/08/01 1190 ' sp.

03/08/01 440 Espeéces nnoritaire: 5 %:

Tableau I1I-24 : Comparaison entre la concentrati@ngostérol aéroporté et des mesures
ponctuelles de la flore fongique cultivable.

Pour une valeur moyenne de 498 UF&[40-1190], nous avons mesuré une concentration de
2,74 ng d’ergostérol/fn Une précédente étude de Miller et Young (199&3tamé la quantité
moyenne d’ergostérol par spore des trois especgwitages a 2,45 ng/spore. Nous avons
mesuré poulAlternaria alternatalHEM 3183 (résultat non publié) : 4,62 pg/spore6(rs
1,54). Cette quantité plus importante est liee gréade taille des sporesAdfernaria. Cette
variation liée a la dimension des conidies avgia @6 observée pour d’autres especes par ce
méme auteur.

Si I'on considére les pourcentages respectifs désrehtes espéces isolées (95 et 5%), on
peut estimer la quantité moyenne d’ergostérol paresa 2,56 pg, soit une valeur théorique
de 1070 spores/finCette derniére concentration théorique est deisxsupérieure a la valeur

moyenne de la fraction cultivable. Cette différemse probablement liée a la fraction non
cultivable collectée. De plus, la concentratiorégrure fluctue largement, on observe sur la
journée une variation d’un facteur 2 a 3 et swsdmaine de prés de 100 (Figure IlI-27). Les
valeurs d’aérobiocontamination obtenues par culpeenettent essentiellement d’apprécier
un instantané du niveau de contamination. L’écHantiage excéde rarement les 2 minutes
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de collecte, et selon les appareillages employpsesente un maximum de 0.2 air
prélevé. A I'opposé, la mesure de l'ergostérolgnééune semaine de prélevement, soit prés
de 100 m d'air.

UFC/m®
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UFC/m? (a 7000 i (b -
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5000 / \
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2200 1 \v/
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journée en (h) = ¥ ¢

Figure I1I-27: (a) mesure de la flore fongique mudble aéroportée sur une journée ; (b)
mesure de la flore fongique cultivable aéroporté@eptus d’'une semaine.

I1.1.C Mesures sur sites.

Des prélevements d’air ont été réalisés dans diftérsites: un laboratoire (ventilation double
flux avec filtration haute efficacité de l'air), W& un bureau paysager occupé (ventilation
double flux) et dans 6 logements et 2 écoles.

6 W intérieur
W extérieur

3

ng ergosterol/m

Figure 111-28: Mesure de I'ergostérol aéroportésendt a I'intérieur et extérieur de différents
locaux. Le prélévement a l'intérieur du local esdlisé a 1 métre du sol. Un autre, en
référence, est systématiquement effectué a I'extédans les mémes conditions.

Les concentrations d’ergostérol mesurées lors tte campagne ont atteint un maximum de
6.47 ng/m (Figure 111-28). Plusieurs situations d’aérobiotamination ont été observées :

Pour 5 sites (habitats 4, 5; Ecoles A, B et leehuj, les concentrations extérieures et
intérieures ne sont pas significativement difféesnt.es locaux évalués sapriori exempts
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de sources endogénes fongiques. Les champignonoscopiques présents dans lair
intérieur sont principalement issus de I'extéridug.niveau de contamination atteint dans ces
environnements est alors essentiellement le régldtaariations saisonnieres (Figure 111-29),
les concentrations fongiques extérieures les phpoitantes étant relevées en été.

3

ng/m” Ergosterol
w
|

1 ) . n 1%
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Figure I11-29: mesure extérieure de la biomassegifjure aéroportée, année 2002-2003 sur le
site de Champs-sur-Marne (France).

Nous avons observeé sur 4 sites (1, 2, 6 et le d¥bioe) une teneur a I'intérieur plus faible
gu’a I'extérieur. Il n’existe pas de source endagdans ces locaux. Le systéme de ventilation
et éventuellement de climatisation assure alorsrédection du transfert d’environ 50 % de
la pollution fongique extérieure. Le laboratoireugg d’'un systeme de filtration spécifique
(filtre trés haute efficacité) limite totalementpganétration de I'ensemble des contaminations
fongiques.

Dans le cas du logement 3, la concentration ini&iest deux fois plus importante que le
niveau de contamination extérieur. Il doit existere source dans le local: matériaux
contaminés, plantes ou encore une contaminatieystéme de ventilation.

Ainsi, les principales situations de contaminatiotérieure ont été examinées. La mesure de
I'ergostérol semble étre une méthode robuste stibteepl’évaluer quantitativement la flore
fongique aéroportée.

Ainsi, le présent travail s’est attaché a établie métrologie capable d’estimer la globalité de
la flore fongique aéroportée. Une méthode de doslage constituant cellulaire spécifique
des champignons a été adaptée et mise au point.

En utilisant conjointement ce dosage et un appdeeitollecte validé par ailleurs, la mesure
de la flore fongique globale a été rendue possiBlanparé aux méthodes traditionnelles
utilisant la culture, le dosage de l'ergostérol ese mesure intégrée. La culture permet
d’apprécier un instantané du niveau de contamina@mdis que la mesure de I'ergostérol
évalue prés d'une semaine d’exposition cumulée.c@umant la détection de la fraction
cultivable, la méthode proposée reste moins sensixc une limite de détection proche de
150 spores/th(0,4 ng/ni, échantillonnage de 100*mCependant, la fraction des spores non
cultivables est susceptible d’entrainer des mataifiess immuno-allergiques voire toxiques.
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De plus, la contamination biologique des locaux wstphénomeéne discontinu soumis a
'aéraulique et a la formation momentanée de «féesf» polluantes difficilement
mesurables par une collecte instantanée de ladnaciltivable.

D’autre part, les mesures de 'ergostérol réalisessites ont montré qu’elles permettaient
d’appréhender les différentes situations d’exposgi des occupants a une flore fongique
aéroportée. L'utilisation de cette technique apipadonc adaptée a une évaluation
quantitative de I'exposition des personnes. Elli¢ cependant étre appuyée par une approche
qualitative. La culture serait alors utilisée, celte seule permet lidentification des

moisissures les plus allergisantes.

1.2 M ESURE DES MYCOTOXINES AEROPORTEES
Dans le cadre de I'évaluation de I'exposition degspnnes aux mycotoxines dans les

environnements intérieurs, la méthode adoptée iglamment consiste a rechercher et a
identifier les souches toxinogénes. Or, la productie toxines par ces souches n’est pas
systématique. La littérature fait en effet réféeerdc de nombreux facteurs qui pourraient
influencer leur production: la température, I'sité de l'eau, le pH, la concentration
d’'oxygéne et la présence d’autres microorganisiiésigenet al, 1998 ; Johanningt al,
2002). A notre connaissance, aucune méthode pambettaccéder aux mycotoxines
potentiellement inhalées n'a encore été proposéda @esure des aérosols de mycotoxines
nous apparait le moyen le plus direct pour évalaedanger lié a I'exposition de ces
moisissures toxiques. Nous proposons dans ce ohapie méthodologie pour accéder a la

mesure de trois mycotoxines aéroportees.

Pratiguement, nous mettrons au point une technideedosage des mycotoxines en
chromatographie liquide (HPLC). Nous avons chossiddser conjointement ces toxines et
I'ergostérol a partir d’'un échantillon unique. T¥@nycotoxines sont étudiées:
- La stérigmatocystine: précurseur de l'aflatoxine Bl reconnue cancéeg@ar
ingestion pour 'homme et responsable de cancers d®es respiratoires, la
stérigmatocystine est également cytotoxique paal@iton (Krishnamacharet al,
1975, Nielsen, 2001). Cette mycotoxine est prod@te grandes quantités par
Aspergillusversicolor (jusqu'a 1% de la biomasse), moisissure fréequemnsahée
dans I'habitat.
- La déoxynivalénol (DON) appartient a la famille des trichothécénes recennu
comme étant la famille présentant les effets toegqles plus aigus (Sorensenal,
1987).
- L'ochratoxine A est a l'origine d’effets immunotoxiques par inli@a démontrés
chez le rat (Alvareet al, 2004). Elle est classée cancérigéne 2B (cancerigéssible
pour ’'homme) par I'agence internationale pourdeherche sur le cancer (IARC).

La technique de dosage sera d’abord élaboréeiaiart standard de stérigmatocystine, puis
appliguée aux deux autres mycotoxines.

Afin de caractériser la production des mycotoximesys étudierons également I'impact du
support de croissance. Pour cela, nous choisiressritériaux de construction vulnérables :
toile de verre, papier peint et papier peint virlyh support témoin en fibre de verre et
dépourvu de liant sera également utilisé commeenbe.

Nous étudierons ensuite le transfert des mycotexamdre ces matériaux et l'air. Pour ce
faire, nous produirons des aérosols fongiques téineent a partir de matériaux contaminés et
caractériserons ces aérosols en termes de tadkdi@ins inhalable, thoracique et alvéolaire) et
de concentration en mycotoxine.
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[I.2.A  Mise au point de la technique de dosage

I1.2.A.1 Etape d’'extraction : Choix du solvant

De maniere a pouvoir analyser a partir dun mémélepement I'ergostérol et les
mycotoxines, nous avons recherché une méthoderadatixin et des solvants compatibles
avec ces deux composeés. Nous avons choisis 5 $®laax polarités différentes. Le Tableau
[1I-25 présente les valeurs de I'indexe de poladéfini par Cnyder (Robardst al, 1994)
pour chaque solvant testés.

Solvant Méthanol + e
eau (50:50) Acétonitrile | Chloroforme| n-pentane
Indexe de polarité 7,7 5,8 4,1 0,1

Tableau IlI-25 : Valeur de I'indexe de polarité ilépar Cnyder (Robardst al, 1994)

Une suspension de sporesAspergillus versicolor, & une concentration connue (17.10
spores/cr), est introduite séparément dans les 5 solvantésish La sonication (1h) de
chaque suspension est opérée pour extraire laysEiocystine des spores. Celles-ci sont
ensuite filtrées et la stérigmatocystine rechergaseHPLC.

Nous avons constaté que la quantité la plus imptartde stérigmatocystine (4,54ug) a été
obtenue en utilisant le mélange méthanol-eau (50/A@ec le chloroforme, seule 95% de
cette quantité est extrait et seules 40 et 55 %ceate valeur est obtenue en utilisant
respectivement I'acétonitrile et le pentane.

Nous conserverons donc le mélange méthanol/eau eosohaant d’extraction dans la suite
de I'expérimentation. Par ailleurs, nous avonsfi&gqu’'une durée de sonication de 1 heure
préconisée par Hikley et Jarvis (2001) n’altérais fa molécule de stérigmatocystine.

II.2.A.2  Etape de purification / concentration

La purification et la concentration de I'échantillsont des étapes importantes, compte tenu
des faibles quantités de mycotoxines susceptibitsedaéroportées (de I'ordre du ng/g de
poussiere d’apres Engelhattal. en 2002).

Nous avons évalué le rendement de trois technicjassiques de concentration :
- rotavapeur,
- évaporation sous flux d’azote,
- chauffage au bain marie.

Ces techniques sont utilisées classiqguement paweatrer ce type d’échantillon. Le principe
de ces techniques repose sur la diminution du velde I'échantillon par évaporation du
solvant.

Expérimentalement, une solution étalon de stérigoyatine est diluée dans du méthanol puis
totalement évaporée a l'aide des trois techniqles. échantillons obtenus sont ensuite
dissous a nouveau dans du méthanol. La stérignsitneyrecueillie avec chaque technique
est alors dosée par HPLC/UV.

L’évaporation réalisée sous vide a l'aide d'un vaf@eur s’est avérée plus efficace avec un
taux de récupération de 80%, tandis que le fluxat&ou le chauffage au bain marie ne nous
permettaient de récupérer respectivement que £0%t

L'utilisation du rotavapeur présente un taux de upéeation suffisant. Cependant,
I'identification des mycotoxines est difficile cde nombreuses autres impuretés interferent
sur I'analyse (co-élution).
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Nous avons opté pour I'emploi d’une autre méthoeeahcentration : I'extraction en phase
solide (SPE : Solid Phase Extraction). Cette tepimiesta priori plus performante dans la
mesure ou elle associe une étape de purificatiola &oncentration de I'échantillon.
Pratiquement, la stérigmatocystine en solution aveanélange eau-méthanol (50:50) est
retenue quantitativement par la cartouche SPE asepimversée puis éluée avec du méthanol
(2 mL). Dans ces conditions nous avons mesuré ux d& récupération de 97% tout en
limitant largement les « pollutions » restées eande partie dans la cartouche SPE.

I1.2.A.3 Détermination des conditions d’analyse

Lors de l'analyse initiale par HPLC de la stérigatgsstine produite pardspergillus
versicolor, nous avons constaté la présence d’'un pic proeheeldi de la stérigmatocystine,
souvent co-élué, correspondant a un composé deuferchimique proche et identifié, grace a
son spectre UV, comme étant la 5-méthoxystérignyatoe (Nielsen, 2001) (Figure 111-30).

OH 0 OCHs OH 0 OCHs

‘ (©) I (o) ‘ O (o)
OCHs

\ o \ o

Figure 1I-30 : Formules développées de la stérigaystine et de la
5-méthoxystérigmatocystine (de gauche a droite)

La présence de ce pic pouvant empécher la quanitificde la stérigmatocystine, nous avons
testé differents modes d’analyse HPLC (gradientsaratiques) a partir de trois solvants
(eau, méthanol et acétonitrile). La meilleure séfian a été obtenue en mode isocratique
avec une phase mobile composée d'eau et de métfERB5, v.v). Le chromatogramme
d’une extraction réalisée a partir d’un échantiltba papier peint contaminé paspergillus
versicolorest représenté dans la Figure 111-31. Les pickdemétoxysterigmatocystine et de
la stérigmatocystine sont associés a leurs spddiWagspectifs.
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Figure I1I-31 : Chromatogramme d’une extractionariate sur papier peint vinyl contaminé
parAspergillus versicolarLa mesure est réalisée a 10 jours d’'incubatits€osation a 325

Gamme d’étalonnage
Afin de quantifier la stérigmatocystine dans lekatillons étudiés, nous avons construit une
droite d’étalonnage a partir d'une gamme étalosalation standard de stérigmatocystine de
concentrations croissantes comprises entre 0 et§Q0 La relation entre I'aire des pics et la
concentration en stérigmatocystine est représentela Figure 111-32

(unités arbitraires)
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Figure I1I-32 : Corrélation entre l'aire des piddaconcentration en stérigmatocystine

Nous constatons que la relation entre I'aire des pt la concentration de stérigmatocystine
est linéaire (rde 0,99) sur cette gamme de concentrations :

Aire = 246 [Stérigmatocystine] — 1521,6
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Par ailleurs, nous avons calculé I'écart type duithifluctuation de la ligne de baseyy,
autour du temps de rétention de la stérigmatoaysen effectuant 'analyse de 15 blancs
(méthanol) s, = 125,8.

La limite de détection instrumentale (LD) est di&fioomme la concentration correspondant a
une aire de pic égale a 3 fois la valeursgesoit par extrapolation sur la droite de calilmati
égale a 8,5 pg/L (correspondant a une gquantité,dend de stérigmatocystine). Enfin, la
limite de quantification (LQ) a été estimée a 30Lu¢p ng de stérigmatocystine, soit
60 pg/nt d’air avec un prélévement de 106)nElle a été déterminée pour un coefficient de
variation satisfaisant (<5%) entre plusieurs réjéis (Tableau I11-26),

Concer_wtranon de la 6 , 10 15 20 30
solution (ug/L)
Moyenne 1584,6 2112,7 3159,7 4527  4424352,8
Ecart-type 392,6 153,9 218,8 304,0 2645 2415
Coefficient de variation 25% 7,2% 6,9% 6,7% 6,0 %,9 B
Nombre d’échantillons 5 5 5 5 5 30

Tableau I1I-26 : Statistiques descriptives.

Il est admis qu'une méthode est répétable lorsgquapport de I'écart type a la moyenne est
faible. Le coefficient de variation calculé, inféur a 4%, apparait satisfaisant.

Cette méme méthode a été appliguée a des stardkdsoxynivalénol et d’ochratoxine A.
Ce dosage s’est averé applicable pour ces deuasalsixines. La sensibilité de la technique
reste du méme ordre de grandeur avec une limitgudgtification de 20 pg/L (soit 40 pgim
d’air pour un prélévement de 108npour ces 2 mycotoxines. Les coefficients de varia
correspondant sont de 5,5% pour la déoxynivalénblédo pour I'ochratoxine A.

[1.2.B Impact des matériaux sur la production des mycotoxies

De maniere a caractériser la production de stétigeyatine, nous avons suivi sa formation
sur un support témoin et trois produits de consitvoovulnérables aux moisissures : toile de
verre, papier peint et papier peint vinyl. Nous ra/aitilisé comme souche toxinogene :
I’ Aspergillus versicolor. La production de cette toxine est mesurée apresjol@s
d’incubation (une fois la phase stationnaire dassemce atteinte) et exprimée en ug/g de
matériau. Les essais sont réalisés en triplicata.

Ces mesures sont comparées a la surface contafpogeentage de recouvrement) pour
chaque matériau (Figure 111-33). En effet, les alwe d’ergostérol mesurés étaient inférieurs a
la limite de quantification, mis a part pour laléode verre pour lequel la concentration
d’ergostérol était de 3 pg/g de matériau.

Par ailleurs, nous avons Vérifié a l'aide d'un témde contamination (matériau en fibre de
verre dépourvu de toute source de nutriment) quentdamination initiale des éprouvettes
n'apportait pas de mycotoxine.
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Figure I1I-33 : Mesure de la stérigmatocystine prital parAspergillusversicolorse
développant sur différents matériaux (mesure réalapres 10 jours d’incubation ; n=3)

Pour les mémes conditions de contamination et dbiaton, nous constatons que les
guantités de stérigmatocystine dépendent du sudpamnoissance et de la biomasse formée.
Afin de vérifier si la production de stérigmatodgst dépend plus des constituants du
matériau que des conditions de croissance de lgigsare, nous avons renouvelé les tests
précédents en ajoutant aux matériaux une solugamuttiments.

Parallelement au dosage de la stérigmatocysting aeons mesuré les quantités d’ergostérol
pour déterminer le niveau de croissance. Les @sudbnt présentés sur la Figure 111-34.
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Figure I1I-34 : Mesure de la stérigmatocystine @t’drgostérol produites paspergillus
versicolorse développant sur différents matériaux (meswaiesge aprés 10 jours
d’incubation ; n=3)

Comme attendu, la solution nutritive a eu pourtedfaugmenter, a I'exception de la toile de
verre, la biomasse ainsi que la quantité de stétgaystine produite.

Toutefois, la quantité d’ergostérol mesurée estédihte entre les matériaux malgré la
présence de nutriments en quantité identique. bésments ne représentant plus un facteur
limitant, le niveau d’ergostérol aurait du étreritgue pour 'ensemble des matériaux testes.
Les niveaux d’ergostérol observés mettent en égelem écart entre les matériaux plutét
inertes (matériau témoin et papier peint vinyllestmatériaux plus vulnérables (toile de verre
et papier peint). Une hypothése pour expliquer différences serait que la quantité de
nutriments était soit insuffisante, soit indispdeailau développement de la moisissure. Une
autre hypothése serait que le matériau limite keld@ppement fongique malgré I'apport de
nutriments.

Nous constatons sur le matériau témoin que lesnmerits seuls permettent la production de
stérigmatocystine. De plus, I'ajout de nutrimentargement augmenté la production de cette
mycotoxine, avec par exemple une augmentation f@dcteur 5 pour le papier peint.

Par ailleurs, I'ajout de nutriment sur la toile \d&re a favorisé la croissance de la moisissure
mais semble avoir complétement inhibé la produatiercette toxine. Aucune explication n'a
pu étre avancé a ce jour pour expliquer ce phénemen

Un r6le reconnu des mycotoxines est de ralentirevdiinhiber le développement d’especes
en compétition pour un méme substrat. Nous pouvnsttre I'hypothése que lorsque la
moisissure se retrouve « stressée », elle acergitogluction de mycotoxines.

Dans ce cas, des conditions nutritives tres favesah la croissance fongique pourraient
impliquer l'utilisation de voies métaboliques plascessibles n’impliquant pas la production
de mycotoxinesA contrarig un matériau peu vulnérable impliquerait des nudisimes
moins accessibles conduisant a la production detoymes.
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Par conséquent, pour une méme souche, la produbéstiérigmatocystine dépendrait a la

fois de la biomasse produite, mais également dp@tigle croissance et notamment des
nutriments disponibles.

Ces résultats montrent I'intérét de rechercherctiraent les mycotoxines aéroportées car une
expertise qui se limiterait a identifier uniquemésd souches toxinogenes ne permettrait pas
de conclure a I'exposition aux mycotoxines.

[1.2.C  Approche du transfert des mycotoxines substrat/air

Le transfert de la stérigmatocystine, contenueleswwupport ou le matériel biologique, vers

I'air est susceptible de dépendre essentiellementrais facteurs : la nature du matériau
(rétention physico-chimique, dégradation physigiaélle des particules,...), les conditions

environnementales (humidités, aérauliques,...) atalmre de la contamination (espéces et
souches fongiques, age de la culture,...).

Afin de caractériser ce transfert, nous avons cligsudier I'impact d’un de ces parameétres :

la nature du matériau.

Expérimentalement, nous avons utilisé le banc aelymotion d’aérosols fongiques mis en
place et décrit en détail dans le chapitre II.

Ce banc expérimental consiste a souffler de lignéfau dessus d’une culture fongique. Les
aérosols ainsi générés sont caractérisés a I'dideampteur optique de particules qui est
eégalement équipé d'un filtre permettant de prélewes doser la stérigmatocystine.

Nous avons généeré cet aérosol fongique a partutieres dAspergillusversicoloragées de
10 jours réalisées sur les 4 matériaux additiomieésolution nutritive (les matériaux bruts ne
produisant pas assez de biomasse pour généreuaestés suffisantes d’aérosols fongiques).
Le nombre de particules aérosolisées en fonctiochdgque matériau est décrit dans la Figure
[11-35.
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Figure I11-35 : Nombre de particules aérosolisée8-20um) par litre a partir d’'une
croissance dispergillusversicolorsur différents substrats additionnés de solutignitive
(mesures réalisées aprés 10 jours d’incubation)

Le nombre de particules générées le plus impoestnbbtenu a partir du papier peint, substrat
présentant la biomasse la plus importante.

Les profils granulométriques des particules aéredets a partir de ces différents supports
sont représentés sur la Figure 111-36. Nous obserws mode compris entre 2 et 3 um, cette
valeur est cohérente avec le diamétre moyen d'poeesdAspergillus versicolomprécisé
dans la littérature (Roquebert, 1998).

129



Chapitre Il : Résultats

8 W Toile de verre

O Matériau témoin
O Papier peint viny
6 O Papier peint

Nombre de particules X 16/L
[6)]

™

SHEENE I

Y . Q- 9 N ©

QF Qb‘ 0(/)» é) Q(b '»lr»« Q)’q/ q/jb > o “

N M > o
™ A< N »

. ] Q
RN

Diametre optique des particules (um)

Figure 111-36 : Profil granulométrique des aérodolsgiques générés en fonction de différents
supports

Pour I'ensemble des matériaux, la majorité desiqudes présentent un diametre optique
compris entre 0,8 et 5 um. Seul le papier peinsgte plusieurs maxima. Les particules les
plus fines (dy,: compris entre 0,3 et 1 pm) sont soit d’'originediojue (mycélium) soit des
particules inertes (fragments de matériau).

L'analyse des filtres nous a permis de détermiegiguantités de stérigmatocystine contenues
dans l'aérosol. Les résultats sont synthétisésaskigure I11-37 et sont exprimés en masse de
stérigmatocystine par surface contaminée (ng/cm2)).
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Figure I11-37 : Quantités de stérigmatocystine aélisée par unité de surface de matériau
contaminéeAspergillusversicolor; n=3)
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Concernant la toile de verre et compte tenuAgpergillus versicolome produit pas de
stérigmatocystine sur ce support (8 111.2.B.), eettolécule est, comme attendu, absente dans
les aérosols produits a partir de ce matériau.

Les quantités maximales de stérigmatocystine @nted¢vees sur le papier peint (2,1 ng/cm?).
Les deux autres matériaux se comportent sensibledeeta méme facon : le papier peint

vinyl 0,7 ng/cm? et la fibre de verre 0,5 ng/cmz.

Les différences observées sur le papier peint paldtee attribuées a un plus grand nombre
de particules générées. Par conseéquent, concelemnmatériaux servant de base a la
production de stérigmatocystine, I'impact du sudistur les quantités de stérigmatocystine
aéroportées semble principalement lié au nombpadeules générées.

Par ailleurs, nous avons mesuré les quantitésédigrsiatocystine restantes sur le matériau :
26,3 ng sur le matériau témoin, 49,3 ng sur legygpeint vinyl et 34,9 ng sur le papier peint).

Les proportions de stérigmatocystine aéroportéesgmport aux quantités contenues sur le
matériau sont alors calculées : 1,2% pour le maiéémoin, 0,9% pour le papier peint vinyl

et 3,7% pour le papier peint.

[1.2.D Répartition de la stérigmatocystine selon les fraains particulaires

De maniere a explorer le mode d’exposition desqmerss aux mycotoxines nous avons, dans
une enceinte de Tinsimulé une perturbation aéraulique sur un matédantaminé par
Aspergillusversicolor Dans ce méme volume était positionné quatre aeptEmulant nos
voies respiratoires et surtout les différentestioas particulaires susceptibles d’étre inhalées
(fractions inhalable, thoracique et alvéolaire).
La fraction inhalable regroupe les particules ayamtdiametre aérodynamique de coupure
(Dasg) inférieur a 100 um, la fraction thoracique unsPmférieur a 10 um, et la fraction
alvéolaire un Dg inférieur a 4,25 um (AFNOR, 1996).
Dans cette approche, nous avons utilisé commeratilult croissance le papier peint vinyl
additionné de solution nutritive, ce matériau ayaid identifié, au travers des essais
précédents, comme étant :
- L'un des substrats les plus propices au développentAspergillus
versicolor,
- le matériau pour lequel la production de stérigmggtine par unité de
biomasse est la plus importante,
- représentatif de la plupart des matériaux étudigsterme de profil
granulométrique des particules émises (Figureg)l-3

La surface de matériau utilisée est de 0,5 m?,utesglon certains auteurs, représente une
contamination dite « moyenne » pouvant engendrer rixues sanitaires (Chasseur &
Nolard, 2003).

Apres 10 jours d’incubation, nous procédons a ¢isélisation avec une vitesse d’air de 100
cm/s (148 m/s avec le banc d’aérosolisation utisEcédemment), puis nous collectons les
particules aérosolisées. Le profil granulométrigeel’aérosol produit par cette perturbation
est présenté sur la Figure I11-38.

L’air de la chambre environnementale est renoudéois par les CIP afin de récupérer

I'ensemble des particules générées.
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Figure 111-38 : Profil granulométrique des aérogmisduits a partir du papier peint vinyl
encrasseé dans la chambre environnementale

Par comparaison avec le profil du papier peint vobtenu précédemment qui présentait un
mode unique centré sur les particules de 2-3 pigu(Eilll-35) nous constatons un second
maximum produit par les particules les plus firgg & 0,4 pm).

Le dosage de la stérigmatocystine dans les difféi®¥ecteurs (1 inhalable, 1 thoracique et 2

alvéolaires) est ensuite réalisé a partir des rdiffies fractions collectées. Dableau I11-27
Présente ces résultats :

Sélecteurs ST (ng)

Inhalable 28912
Thoracique 189+1
Alvéolaire 1 2395
Alvéolaire 2 20,4 +5

Tableau IlI-27 : Quantités de stérigmatocystineteones dans les différents sélecteurs de la
fraction particulaire
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Les quatre capteurs fonctionnent simultanément ndufassai (7L/min pour la fraction
thoracique 10L/min pour les trois autres, c'estra-dn débit total de 37 L/min) en collectant
chacun I'ensemble des fractions particulaires.d®@aséquent, en tenant compte des différents
débits de collecte, la répartition de stérigmattogstotale devient :

Fraction ST (ng)
7
Inhalable (Dg<100um) 28,9 X % =107
: 37
Thoracique (Dg<10um) 18,9 X = =100
. 37
Alvéolaire (Da<4.25um) (23,9+20,4) XZ_O =82

Tableau I11-28 : Quantités de stérigmatocystinal@adées en fonction des différentes
fractions particulaires

Ces mesures mettent en évidence que dans cesigpadifessais la stérigmatocystine est
contenue ou adsorbée sur I'ensemble des partidhl@sciques. De plus, une quantité
importante (environ 80%) de cette toxine est adsmsur la fraction alvéolaire.

Par conséquent cette toxine est susceptible dérasluire dans lI'ensemble du systéme
respiratoire.

Ces essais démontrent q'une perturbation aéraulgjugée a proximité d'une surface
contaminée permet la génération d’un aérosol degstatocystine.

Nous constatons par ailleurs que ces résultats gigmnt de confirmer que la technique
employée a permis la quantification de la stérigmoydtine aéroportée. Par conséquent, a
travers cet essai le capteur de poussieres utiliséu pour la mesure de I'ergostérol (CIP-10)
ainsi que la technique de dosage de la stérigmstioeymise au point semblent effectives
pour I'étude de mycotoxines aéroportées dans aasio

L’analyse de la quantité de stérigmatocystine pitedsur le matériau avant I'aérosolisation
indique qu’aprés 10 jours d’'incubation, la moisissa produit 29 ng de cette toxine parfcm
de matériau ce qui, ramené & la dimension de Ii&dtem (5000 crd) correspond & une
masse totale de stérigmatocystine sur le suppafe égl45 ug.

Par conséquent, il apparait que dans ces conditd@ssais seuls 0,07% des quantités de
stérigmatocystine produite ont été aérosoliséesitreo0,9% lors des essais réalisés
précédemment avec le banc expérimental. Cettereifé® s’explique simplement par les
différences de perturbations et notamment la \étekair plus importante sur le banc d’essai
(148 m/s) que dans la chambre environnementalei?§).
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Afin d’apprécier le niveau de concentration de igtéatocystine que nous pourrions avoir
avec une telle perturbation dans un habitat donnun serait contaminé, nous avons réalisé
une simulation numérique d’émission a partir d’'echambre modéle:

Volume de la chambre 17,4 m®
sol 7 m?

(O]
8 2
& mur 24 m

@
joint 0,2 m?
Surface contaminée 0,1 m?

Ainsi, une perturbation d’air a une vitesse de &0fls générerait théoriguement une quantité
de stérigmatocystine aéroportée de 20,3 ng, seitconcentration aprés homogénéisation de
la piece de 1,2 ngfinCe niveau de concentration s'avére accessibldesaméthodes de
prélevement et d'analyse que nous employons.
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DISCUSSION GENERALE

La croissance fongique s’accompagne de la produat® Composés Organiques Volatils
(COV), de I'excrétion de mycotoxines et de la diss@tion de conidies (Wessén, 1995 ;
Osherov et May, 2001 ; Weidenbdrner, 2001), sugudeptde provoquer diverses maladies
notamment respiratoires chez les personnes expoBéestant, la caractérisation de cette
exposition reste a ce jour méconnue.

Le principal objectif de notre recherche a conswigne part a définir puis valider des
indicateurs de surveillance de la qualité micramajue des locaux et d'autre part a
développer des méthodes d’analyse de cette gealis& basant en particulier sur la recherche
de constituants cellulaires spécifigues ou de ptedulu métabolisme (ergostérol,
mycotoxine).

L'un des axes de notre démarche expérimentale aletdéfinir des traceurs chimiques
spécifiqgues d’une contamination fongique sur degr@ix de construction.

Nous avons utilisé pour cela divers matériaux fefgionent isolés dans les batiments : la toile
de verre, le papier peint vinyl, le platre, la dade plafond acoustique et le liege. La diversité
de ces produits vis-a-vis de leurs constituants mmrmet d’avoir une bonne représentativité
d’'un environnement intérieur réel composé d’'un draombre de produits de construction
souvent émissifs.

Nous avons également utilisé trois souches fongigéepergillusniger dont la croissance
rapide sur les matériaux nous a paru propice aidgion de COV, ainsi gl&spergillus
versicolor et Penicillium brevicompacturui sont des espéces fréquemment isolées dans
I'habitat (Samson et Hoekstra, 1994).

A ce jour, les techniques préconisées pour détdat@mrésence de moisissures dans les
batiments reposent sur la reconnaissance visuelted#veloppement fongique et la mise en
culture de conidies prélevées dans I'air ou susigfaces (Chasseur et Nolard, 2003). Or, la
présence de ces micro-organismes peut se révdlaileia diagnostiquer, quand, par
exemple, les contaminations se situent au niveasysi¢me de ventilation ou encore dans les
structures du batiment. Invisibles alors a la s@&fales produits de construction, et
indécelables par I'analyse microbiologique de J'&s moisissures produisent néanmoins, en
continu, des métabolites et produits de dégradatibalables et responsables dans certains
cas de maladies (effets cancérigenes de certaipgstoines).

De plus, la réponse de ces techniques de mesuiengse puisqu’il est nécessaire d’attendre
la croissance des microorganismes prélevés endatdia avant de pouvoir réaliser I'analyse.

Dans ce contexte, nous avons défini plusieurs wracéongiques et proposé un protocole
d’application permettant leur utilisation dans degironnements intérieurs.

Le prélevement est alors réalisé en déposant urorlzis (tube radiello) dans
'environnement a étudier. Aprés quelques jours,tube est récupéré puis analysé en
chromatographie en phase gazeuse. Cet échantijjersiimple et peu onéreux par rapport aux
méthodes culturales permet d’obtenir une répongieldaen ce qui concerne la présence ou
non d’'un développement fongique dans la piéce agaly

Les COV étant volatils, ils ne sont pas retenus lparmatériaux poreux, par conséquent,
contrairement aux meéthodes usuelles, l'identifaratide traceurs chimiques spécifiques
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pourrait permettre la détection d’'une contaminatjoand d’autres signes ne sont pas visibles
(Korpi et al, 1998).Lors de notre étude, nous avons validé cette agifgit a travers la
détection par la mesure de nos traceurs d'une woméion dans un des logements ne
présentant pas de signes visibles de développdoragitue.

Nous avons également mis en évidence que I'émisssoCOV spécifiqgues débute dés le
début du développement fongique. Ces résultatsesoatcords avec I'étude de Wesséal.
(1995) indiguant que I'émission de COV commence @éphase de germination de la
moisissure. Par conséquent et contrairement a dannaissance visuelle, cette mesure
présente également 'avantage de permettre deteétec développement fongique récent
avant que les premiers signes visibles de contdioimae soient détectés.

Afin de rendre applicable I'utilisation de COV coranmdicateurs d’une croissance fongique,
nous avons proposé une approche originale basd&latmoration d’un indice chimique de
contamination calculé en fonction de l'origine &t ld spécificité de chaque traceur retenu.
Cet indice a notamment permis de tenir compte delélpendance de certaines de ces
molécules vis-a-vis du couple moisissure-matéranstatée par différent auteurs (Wilkiets
al., 1995 ; Sunessoet al, 1996 ; Korpiet al, 1998). De plus, cet indice prend en compte le
caractére peu speécifique, constaté par Kiviragtaal. (1998), de certains COV émis
également en présence d’autres organismes vivants.

Cette approche permet donc une application effiedcgmplifiée de la mesure de traceurs
chimiques dans I'habitat.

Cet indice, construit a partir de réponses de tiireaires (présence ou non des composeés), ne
tient pas compte de données quantitatives telleslajeconcentration des COV par exemple.
Par conséquent, son utilisation ne permet pas édrcau niveau de contamination d’'un
local. Toutefois, lors de notre étude nous avons eni évidence que les concentrations de
COV fongiques émises dépendent a la fois de l'espEcdu support de croissance. Par
conséquent, dans un environnement contaminé réséptant une flore fongique diversifiée
et de nombreux produits de construction, les canagons de COV ne sont pas directement
proportionnelles au niveau de croissance, confitraansi les résultats de Wilkins, en 2002,
soulignant gu’il n’existe pas de relation entretecentration de COV et la biomasse et donc
que l'acces au niveau de contamination d’un lo@al |p mesure de cette concentration ne
semble pas possible.

La variable de contamination fongique que nous awxtraite a partir de I'analyse globale de
nos données permet également I'exploitation dedaure des COV dans les environnements
intérieurs. Contrairement aux traitements de dommésssiques basés sur l'identification des
COmposEs émis, cette autre approche considéreitdrsie du chromatogramme sans préjuger
de la nature des produits et permet d’amplifiedeetiévoiler des comportements spécifiques
habituellement masqués par I'émission des matériaux

Cette technique appliguée a un plus grand noml#ehdhtillons incluant plus de matériaux
et plus d'espéces fongiques conduirait fine a la modélisation d’'une variable de
contamination fongique formée par des ions spéfiq

La seconde phase de notre recherche a consist&aatécser les aérosols fongiques

susceptibles d’étre inhalés par les occupants d@mvements moisis.

Pour cela, nous avons dans un premier temps @aiablimétrologie capable d’estimer la

globalité de la flore fongique aéroportée. A cerjda méthode culturale est préconisée pour
I'évaluation de I'exposition des personnes aux s@sofongiques dans I'habitat (Halewgh
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al., 2002). Cependant, cette mesure ne permet dobigmun cliché du niveau de
contamination, les échantillonnages associés a ogfthode excédant rarement 2 minutes de
collecte. De ce fait, cette technique nous sembkd adaptée a [I'évaluation de la
biocontamination des locaux soumise a des periorstiscontinues et a la génération de
« bouffés » polluantes ponctuelles difficilementsom@bles par une mesure instantanée.

Contrairement aux méthodes usuelles, le dosag@rematographie liquide d’'un constituant
de la membrane cellulaire, I'ergostérol, couplénaappareil de collecte a coupelle rotative
nous a permis d’évaluer pres d’'une semaine d’ekpasiumulée.

La limite de quantification atteinte est de 0,4 digrgostérol par rd’air prélevé, soit une
valeur théorique de 150 spore&/m

La méthode culturale ne permet pas d’accéder @ladsse totale puisque seule la fraction
cultivable est considérée. Pourtant, cette fractierreprésente qu’une faible proportion des
particules susceptibles d’entrainer des manifestatimmuno-allergiques ou toxique, de 0,1 a
10% selon les auteurs (Flannigan, 1996 ; Edetad, 1997 ; Russekt al, 1999).

En ce qui concerne la fraction cultivable, la mé#que nous proposons reste moins sensible
gue les techniques usuelles, en revanche elle peuheet I'évaluation de la biomasse totale
en mesurant également la fraction non cultivable.

Dans un second temps, nous avons développé lealdsagycotoxines aéroportées.

Lors de nos essais, nous avons démontré que lagiron de stérigmatocystine dépend du
support de croissance et notamment des conditiceacrdssement de celui-ci. Les

concentrations de mycotoxines générées ne sont gasalirectement proportionnelles a la
biomasse produite. Par conséquent, la mesure desmoations d’aérosols fongiques, méme
couplée a l'identification des especes, ne sufit p évaluer avec précision I'exposition des
personnes aux mycotoxines aéroportées, montrast Emeérét de doser directement ces
toxines dans les habitats.

Il existe peu d’études ayant développé des méthdeatsage et d'analyse des mycotoxines
a partir de prélevements atmosphériques dans tatabie plus, depuis que I'association entre
la croissance deStachybotryschartarum dans les batiments et l'apparition de cas
d’hémosidérose pulmonaire primitive idiopathiqguBeH) chez des nourrissons a été publiée
(Jarviset al, 1996 ; Montanat al, 1997), ces recherches se focalisent sur la fanddl
mycotoxine majoritaire de cette moisissure, leshtsthécénes.

Par conséquent, les techniques développées dalittetature restent spécifiques a cette
famille et ne permettent pas la détection d’aufessilles de mycotoxines (Croft, 1986 ;
Johaning, 2002).

S'il est vrai que les trichothécénes sont partérelnent intéressants dans le cas d'une
contamination paBtachybotrysou éventuellemen¥lemnoniellala présence de ces especes
dans de tels environnements étant peu fréquentemeole soulignenSamson et Hoekstra
(1994), nous avons développé une méthode permettartdoser d’autres mycotoxines et
notamment la stérigmatocystine, la 5-méthoxystéaigystine et 'ochratoxine A qui ont
pour point communs d’étre des molécules polairestteCtechnique permet également le
dosage de la déoxynivalénol appartenant a la famdk trichothécenes.

En fait, notre dosage basé sur une rétention pri€atles mycotoxines sur une colonne SPE
en phase inverse doit permettre la mesure d’undgrammbre de ces molécules a condition
gu’elles soient polaires.
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Le banc expérimental mise au point nous a permis gdeérer des aérosols de
stérigmatocystine a partir de la croissance d'wspee de moisissure sur trois matériaux de
construction (toile de verre et 2 types de pappeisits). Nous avons utilisé pour cela une
souche dAspergillusversicolor, cette espéce fréquemment isolée dans les hapiatsant
étre toxinogene en produisant notamment une myowaytotoxique : la stérigmatocystine.

Le dosage de cette toxine a partir des aérososr@gmvec ce banc d’essai nous a permis de
mettre en évidence que le transfert entre le stmmoitaminé et I'air dépendait du matériau
toutes conditions égales par ailleurs (entre 0,3,% selon le support étudié). Aussi, la
relation entre les quantités de mycotoxines comsrsur les supports et les concentrations
inhalables par les personnes n’est pas évidente.

A ce jour, la majorité des études référencant lgsatoxines dans I'’habitat évaluent la
concentration de ces toxines sur des matériauwanunés ou dans des poussieres collectées
dans des moquettes ou des gaines de ventilatibarfdoget al, 1998 ; Nielseret al, 1998 ;
Richardet al, 1999 ; Tuomket al, 2000 ; Engelhart al, 2002). Or, dans le cas de maladies
respiratoires induites par ce type d’agents, leermdidxposition des personnes est I'inhalation
de particules (Charmlest al, 2000 ; Fung et Hughson, 2002). Par conséquehtesdosage
des mycotoxines directement dans I'air semble perend’évaluer I'exposition des personnes
dans des environnements réels ou la nature desiitgate construction n’est généralement
pas définie.

Afin d'évaluer et de caractériser les aérosols geatoxines susceptibles d'étre retrouvées
dans les habitats, nous avons développé un voluessal permettant de simuler des
« bouffées » polluantes a partir d’'un matériau aomnné.

Ainsi, ce montage expérimental nous a permis deodéer qu’une perturbation d’air située a
proximité d’'une surface contaminée était resporsdbll’aérosolisation de stérigmatocystine.
Dans nos conditions d’essai, hous avons généréateentrations de 100 nano grammes de
stérigmatocystine par métre cube d’air répartiessdaensemble des fractions particulaires
dont 80% dans la fraction alvéolaire. Les alvédmt la derniére ramification bronchique
avant la zone d’échanges gazeux, ces résultatsrdémb que certaines mycotoxines sont
susceptibles d’accéder a 'ensemble de I'appagspiratoire.

Différent auteurs ont montré que l'introduction agcotoxines dans I'appareil respiratoire
peut entrainer des allergies graves ou des symptdime spécifiques tels que maux de téte,
de gorge, alopécie, diarrhée, fievre... (Miller, 19@avieset al, 1995 ; Yang et Johanning,
1997 ; Trucksesst al, 2001). Par conséquent I'accés a I'exposition raygotoxines permet
d’évaluer un risque sanitaire pour les occupantiged& contaminés par des moisissures.
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CONCLUSION

L’objectif de notre recherche consistait a dévetwpges méthodes d’analyse de la qualité
microbiologique des environnements intérieurs etééinir puis valider des indicateurs de
surveillance de cette qualité.

Ainsi, notre travail a porté a la fois sur le d®pgement et I'amélioration des techniques de
prélevement, mais également sur la mise au poirddsptation de méthodes de dosage et de
reconnaissance indirecte, basées en particulidasacherche de produits du métabolisme ou
de constituants cellulaires spécifiques (COV sjdogfs, ergostérol et mycotoxines).

Le premier axe de notre démarche expérimentalensisié a caractériser les Composés
Organiques Volatils (COV) émis par la présence ddéveloppement fongique sur des
matériaux de construction.
Nous avons déterminé une liste de 18 molécules idgunétabolisme fongique : le méthyl-2-
éthylhexanoate, le 1-octen-3-ol, le 3-heptanoB3-lméthyl-1-butanol, le 2-méthyl-1-butanol,
le 1,3-octadiéne, le 2-(5H)-furanone, le 2-heptdreepinéne, le 2-méthylisobornéol, le 4-
heptanone, le 2-méthylfurane, le diméthyldisulfide, méthoxybenzene, ainsi qu’un
terpénoide et trois sesquiterpénes.
La détermination de l'origine de ces composés eledes spécificités a un substrat ou une
espece fongique nous a permis d’élaborer un indiémique de contamination calculé en
fonction de leur absence ou de leur présence daleal.
Contrairement a une approche globale traitant émigsion totale, l'utilisation de cet indice
posseéde deux avantages :
- la multiplication des traceurs permet de dimingerisque d’erreurs lié a la détection
d’'un composé émis par d’'autres sources.
- la sélection de molécules spécifiques permet dédiniimpact des émissions liées
aux matériaux.

L’application de cet indice a des prélevementsitu a permis de différencier des logements
contaminés et des logements « sains », validasi @b outil.

De plus, le calcul d’'indice a permis également édedtion d’une contamination supposée
mais non visible a l'intérieur d’'un de ces logenser@e cas prouve que cette stratégie est
susceptible de dévoiler la présence d’'une contammdongique lorsque d’autres signes ne
sont pas visibles.

La détection de ces molécules pourrait notammembgtitre d’'une part I'identification d’une
croissance des le début du développement fongiquel'atre part la détection de
contaminations « masquées » pour lesquelles legespoe sont pas émises dans
I'environnement et donc non accessibles par ldmigaes classiques employant la culture.

Mais ces traceurs sont émis en faibles quanti@$dctre du pg/m) par rapport au reste des
émissions de COV d’un environnement intérieur et fgésence risque par conséquent d’étre
masquee.

Afin de s’affranchir des émissions majoritaires deatériaux, nous avons par ailleurs
déterminé une série d’ions spécifiques d’'un déysopent fongique a partir de I'analyse
statistique de I'ensemble de nos résultats. Lac8éfe de ces ions pour le traitement des
prélevements effectués dans les logements nousrraispele définir un comportement
caractéristique des locaux contaminés.

Cette approche originale de l'analyse des échanslipermet d’obtenir une méthode de

détection d’'un développement fongique indépenddnteste de I'émission.
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La deuxieme phase de notre démarche a consist@@éréser I'exposition des personnes aux
aérosols fongiques dans les locaux.

A partir de la mise au point d'une méthode de desdign constituant cellulaire spécifique
des champignons, l'ergostérol, nous avons étabé uorétrologie capable d’estimer la
globalité de la flore fongique aéroportée.

En utilisant conjointement ce dosage et un appdeeitollecte validé par ailleurs, la mesure
de la flore fongique globale a été rendue possiBlanparé aux méthodes traditionnelles
utilisant la culture et permettant ainsi d’apprécie instantané du niveau de contamination, le
dosage de I'ergostérol évalue prés d’'une semaimepdsition cumulée et permet également
de comptabiliser la fraction de spores non culliesbet susceptible d’entrainer des
manifestations immuno-allergiques voire toxiques.

Cette techniqgue semble adaptée a la contaminatiologigue des locaux qui est un
phénomene discontinu soumis a l'aéraulique et #odaation ponctuelle de « bouffées »
polluantes difficilement mesurables par une coleastantanée de la fraction cultivable.

D’autre part, les mesures d’ergostérol réaliséassgas ont montré qu’elles permettaient
d’appréhender les différentes situations d’exposgi des occupants a une flore fongique
aéroportée. L'utilisation de cette technique apipadonc adaptée a une évaluation
quantitative de I'exposition des personnes. Elli¢ cdependant s’accompagner d’une approche
qualitative. La culture serait alors utilisée, celte seule permet lidentification des

moisissures les plus allergisantes et/ou toxinagiene

Afin d’évaluer la toxicité potentielle de ces adiss nous avons mis au point une technique
analytique permettant d’associer le dosage des tmyioes aéroportées a celui de
I'ergostérol. Cette technique nous a permis dectamger la production d’'une mycotoxine, la
stérigmatocystine, en fonction du support de camiss. Les résultats ont mis en évidence que
la production de mycotoxines, pour une méme sotmhgique, dépendait de la disponibilité
des nutriments contenus dans le matériau contarhie®.concentrations de mycotoxines
produites ne sont donc pas uniquement liees admdsse fongique mais également aux
conditions de croissance de la moisissure. Paécment, I'identification des espéces couplée
a la quantification des conidies aéroportées nit @as a évaluer I'exposition des personnes
aux mycotoxines.

La mise au point d'un banc expérimental permettitgénérer des aérosols fongiques a
permis de mettre en évidence l'aérosolisation dgsotoxines a partir d'une croissance

fongique sur des matériaux de construction. Cdttdeéa également montré que le taux de
transfert substrat-air des mycotoxines était déapenhddu support de croissance. Par
conséquent, le dosage de ces toxines a partiréievpments de biomasse sur les matériaux
contaminés ne permet pas d'évaluer l'exposition desupants, seul le dosage des
mycotoxines dans l'air permet de I'appréhender.

Le développement d’un volume d’essai a permisraukition de « bouffées » polluantes sur
un matériau de construction contaminé par une sgise. Nous avons ainsi démontré qu’une
perturbation d’air située a proximité d’'une surfamentaminée (vitesse d’air 10 ci.s
surface contaminé 0,5 m?) pouvait entrainer I'ad@isation de stérigmatocystine.

L'utilisation de ce volume (V=1f) a également permis la validation de notre tearmide
collecte pour le dosage des mycotoxines dans l'air.
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L’analyse des différentes fractions inhalables e de démontrer que, dans nos conditions
d’essai, plus de 80% des quantités de stérigmatneyaérosolisées était contenue dans les
particules de la fraction alvéolaire. Les mycotesirsont donc susceptibles de pénétrer dans
I'ensemble de I'appareil respiratoire.

In fing l'identification des COV et le dosage simultare® liergostérol et de mycotoxines
aéroportées permettent la détection d’'une croigsdangique dans un habitat ainsi que
I'évaluation de I'exposition d’occupants de locawpntaminés.

Dans I'avenir, pour compléter I'approche de la déte d’'une contamination par la mesure

de COV, il serait intéressant de développer un eodgprimant le degré de contamination

d’'un environnement moisi applicable a tout typebd&@ment (écoles, bureaux, hdpitaux...).

La mise au point de capteurs pourrait alors étkgsagée pour permettre une automatisation
de l'analyse.

En ce qui concerne la caractérisation des aérdsntgques, le développement de I'étude et
du dosage d’'un plus grand nombre de mycotoxinemngtimait a terme de mieux caractériser
leur toxicité et ainsi d’accéder aux niveaux d’esifion des personnes.
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Annexes

ANNEXE |

COMPOSITION DE LA SOLUTION NUTRITIVE

K,HPO,: 1 g
KCI:0,5¢g

MgSOy; 7HO : 0,5 g
FeSQ,; 7H,O : 0,01 g
Glucose : 31,59
NaNO; : 3,5.10%g/L

1 litre de solution tamponnée en pH

PREPARATION DE LA SOLUTION TAMPON pH =7,4
250 ml de KHPO, 2 0,1 M

+ 145,5 ml de NaOH a4 0,1 M
Compléter a 500 ml avec de I'eau distillée
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Annexes

ANNEXE Il

FORMULES DEVELOPPEES DES TRACEURS CHIMIQUES RETENUS

Méthyl-2-éthylhexanoate 1-octen-3-ol 3-heptanol
OH
OH
3-méthyl-1-butanol 2-méthyl-1-butanol 1,3-octadiéne
N
2-heptene -pinéne 2-méthylisobornéol
(0] o
(0]
Q \/\L(\/ O
2(5H)-furanone 4-heptanone 2-methylfurane
e
/S\S/
Dimethyldisulfide Méthoxybenzene
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Résumeé

L’apparition de maladies chez les occupants d’@mviements « moisis » a été trés largement décrite
dans la littérature. Les effets sur la santé desigsures et métabolites associés sont nombreux :
infections, allergies, toxi-infections, irritationka prévalence et la sévérité des maladies dédaré
chez I'enfant et I'adulte semblent corrélées avee augmentation des surfaces contaminées dans
I'habitat. Cependant, la caractérisation de I'expms des personnes reste méconnue.

L'objet du travail de these a essentiellement psutéle développement de méthodes d’analyse de la
qualité microbiologique des milieux, la définitienla validation d’indicateurs de surveillance éé¢e
qualité.

Ainsi, cette recherche a porté a la fois sur leetppement et I'amélioration des techniques de
prélevement mais également sur la mise au poirtagaptation de méthodes de dosage et de
reconnaissance indirecte, basées en particulielastgcherche des produits du métabolisme (COV
spécifiques) ou de constituants cellulaires spuifs(Ergostérol, mycotoxines).

L’étude des COV d’origine fongique a permis de wiéfune liste de 18 traceurs chimiques pertinents
associés a un développement fongique.

A partir de I'étude de ces composés, nous avoridi éia indice de contamination fongique des
locaux. Des prélevemenis situ réalisés dans 12 habitations ont permis la vatidate cet indice.

Par ailleurs, une méthodologie originale de quizatiion de I'exposition aux moisissures par
I'évaluation de la biomasse et des mycotoxinespétées a été proposée.

Le taux de transfert matériau-air d’'une mycotoxiasstérigmatocystine) a également été étudié.

Mots clés: Aspergillusniger, Aspergillusversicolor, COV, déoxynivalénol, développement fongique,
ergostérol, moisissures, mycotoxines, ochratoxiBenicillium brevicompactum qualité de I'air
intérieur, Stachybotryghartarum stérigmatocystine.

Abstract

Disease occurrence in mouldy environments is vadely described in the literature. Health effects
of moulds and associated metabolites are numetatection, allergy, toxi-infection, irritations.
Prevalence and severity of declared diseases iohilds and adults seem correlated with an increase
of indoor contaminated surfaces. However, the dtaraation of occupant exposure remains
underestimated.

The object of this work is essentially focused loa tlevelopment of analytical methods to determine
microbiological indoor quality, the definition andlidation of survey indicators.

This research is thus both aimed at the developamhimprovement of sampling techniques and also
on the conception and adaptation of direct andé@atimeasurements methods of metabolism products
( Specific VOC) or of specific cellular componefEgosterol, mycotoxins).

The study of VOC of fungus origin enabled the défin of relevant chemical tracers associated with
fungus development. From these compounds, we egttatllan index of fungus contamination in the
indoor environments. Samplings realized in 12 headewed the validation of this index.

Besides, an original methodology of quantificatioh mould exposure was proposed taking into
account the evaluation of biomass and airborne toyaas.

The transfer rate of material-air of a mycotoxime(sterigmatocystin) was also studied.

Keywords: Aspergillus niger Aspergillus versicolgr VOC, deoxynivalenol, moulds, ergosterol,
mycotoxins, ochratoxin, Penicillium brevicompactum indoor air, Stachybotrys chartarum
sterigmatocystin.



