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Lexique

Allergéne : toute substance capable d'entrainer une sensibilisation du systéme immunitaire et
menant, lors des expositions subséquentes, a une réaction allergique et aux

manifestations qui y sont associées.

Asthm'Child : exposition cumulée aux contaminants de I'air intérieur susceptibles d’induire des

affections respiratoires chroniques de I'enfant.

Atopie : terme désignant certaines manifestations morbides allergiques locales survenant de

maniére apparemment spontanée chez un sujet prédisposé.

Bactérie : organisme vivant microscopique et procaryote présente dans tous les milieux. Le
plus souvent unicellulaire, elle est parfois pluricellulaire (généralement filamenteuse) et
peut également former des colonies dont les cellules restent agglutinées au sein d'un

gel muqueux (biofilm).
Bioaérosols : particules d’origine microbienne, animale, ou végétale en suspension dans l'air.

3-1,3-glucanes : sucre complexe (polysaccharide), constituant de la paroi cellulaire des

bactéries a Gram positif.

Commensalisme : interaction durable entre des individus d'espéces différentes ou I'un des
partenaires tire un bénéfice de I'association tandis que l'autre n'y trouve ni avantage ni

véritable inconvénient.

Composé organique volatil (COV) : molécule organique, a I'état de vapeur a la température et

a la pression ambiantes.

Dysbiose : déséquilibre entre le microbiote et son hote (par exemple, dysfonctionnement de la

vie bactérienne dans l'intestin).
Endotoxine : toxine située dans la membrane externe de certaines bactéries a Gram négatif

Homéostasie : phénomene par lequel un facteur clé (par exemple, température) est maintenu
autour d'une valeur bénéfique pour le systeme considéré, grace a un processus de

régulation.

Immunogéne : qualifie le pouvoir de toute substance d'origine étrangere, reconnue comme

telle par le sujet exposé, capable de provoquer une réaction immunitaire.

Métagénomique : science qui vise a étudier 'ensemble des génomes issus d’'un méme milieu

ainsi que les interactions entre ces génomes.



Microbiome : ensemble des espéces qui prédominent ou sont durablement adaptées a la

surface et a l'intérieur d'un organisme.
Microbiote : ensemble de micro-organismes vivant un environnement spécifique chez un héte
Moléculaire : qui a un rapport aux molécules, notamment ici aux acides nucléigues.

Mutualisme : association symbiotique dans laquelle deux (ou plusieurs) organismes vivent

ensemble, au bénéfice des deux.
Pathobiote : micro-organisme dont la communauté constitue un pathobiome.
Pathobiome : concept pour décrire un agent pathogéne dans son environnement.
Pneumopathie : terme générique désignant les maladies du poumon.

Polysaccharides : polyméres constitués de plusieurs oses liés entre eux par des liaisons

osidiques.
Rhinite : irritation et inflammation (aigué ou chronique) des muqueuses de la cavité nasale.

Saprophyte : cellule (ici bactérie unicellulaire) qui vit dans I'organisme sans étre pathogéne,
mais il peut le devenir (entrainer une maladie), ceci survient quand une personne
présente un déficit immunitaire (une diminution des capacités de défense de son

organisme).

Spore bactérienne : ou endospore, cellule généralement unicellulaire sous forme végétative
métaboliquement active et potentiellement pathogene, ou métaboliquement inactive et

non pathogéne (forme sporulée).
Symbiote : organisme vivant en symbiose avec un autre d'une espéce différente.

Symbiose : association étroite de deux ou plusieurs organismes différents qui vivent
ensemble ; comprend le parasitisme (nuisible pour un des organismes), le
commensalisme (bénéfique pour l'un d’eux, sans importance pour l'autre), et le

mutualisme (bénéfique pour les deux).

Ubiquiste : se dit d'un organisme a grande plasticité écologique, qui se rencontre dans des

milieux trés différents.



Liste des abréviations

ACGIH : American Conference of Governmental Industrial Hygienists, Conférence américaine

des hygiénistes industriels gouvernementaux
ADN : Acide Désoxyribonucléique
AEE : Agence Européenne pour I'Environnement

ANSES : Agence nationale de sécurité sanitaire, de I'alimentation, de I'environnement et du

travail
ARN : Acide Ribonucléique
ARNr : Acide Ribonucléique ribosomique
BPCO : Broncho-pneumopathie chronique obstructive
CEN : Centre Européen de Normalisation
CMEI : Conseiller Médiclal en Environnement Intérieur
COV : Composés Organiques Volatils
CSTB : Centre Scientifiqgue et Technique du Batiment
DSET : Département Santé Environnement Travail

ECENVIR : Evaluation de I'efficacité des Conseillers en ENVIRonnement intérieur chez les

patients asthmatiques
EDC : Electrostatic Dust Collector
EHESP : Ecole des Hautes Etudes en Santé Publique
EPA : Environmental Protection Agency, Agence de protection de I'environnement
RH : Relative Humidity, Humidité relative
IgE : Immunoglobuline de type E
INPES : Institut national de prévention et d’éducation pour la santé
IRSET : Institut de Recherche Santé, Environnement et Travail

ISO : International Organization for Standardization, Organisation internationale de

normalisation



LERES : Laboratoire d'Etude et de Recherche en Environnement et Santé
LPS : Lipopolysaccharides

OMS : Organisation Mondiale de la Santé

OQAI : Observatoire de la Qualité de I'Air Intérieur

PCR : Polymerase Chain Reaction, Réaction de polymérisation en chaine
PNSE : Plan National Santé-Environnement

PEC : Polyméres Extracellulaires

QAI : Qualité de I'Air Intérieur

g-PCR : PCR quantitative

RFLP : Restriction Fragment Length Polymorphism, Polymorphisme de longueur de fragment

de restriction
TSA : Trypto-caséine soja
UE : Unité d'Endotoxines

UFC : Unité Formant Colonie, unité de mesure utilisée en microbiologie pour exprimer la

guantité de micro-organismes présents dans un échantillon
UMR : Unité Mixte de Recherche

VLEP : Valeur Limite d'Exposition Professionnelle
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Chapitre 1 : Introduction bibliographique

Dans ce premier chapitre, la problématique de I'exposition aux bactéries en environnement
intérieur sera présentée, en s'intéressant particulierement aux effets des bactéries sur la santé
humaine et aux principaux enjeux de santé publique qui en découlent. Puis, un état de I'art sur
la mesure de I'exposition aux bactéries sera effectué afin de décrire les méthodes utilisées

dans différents environnements intérieurs depuis plus d’'une décennie.

. Contexte

La notion de pollution de I'air est synonyme, en général, de la pollution atmosphérique, de l'air
extérieur ou encore de l'air intérieur. En, France, en 1996, la loi sur l'air et l'utilisation
rationnelle de I'énergie a défini la pollution en ces termes : « L’introduction par 'lHomme
directement ou indirectement, dans I'atmosphére et les espaces clos, de substances ayant
des conséquences préjudiciables de nature a mettre en danger la santé humaine, a nuire aux
ressources biologiques et aux écosystemes, a influer sur les changements climatiques, a
détériorer les biens matériels, a provoquer des nuisances olfactives » (Journal Officiel de la
République Francaise, 1996).

Malgré la réduction globale de la pollution atmosphérique, a I'exception du dioxyde de carbone,
il y a consensus parmi les scientifiques pour admettre qu’il demeure une relation statistique
plausible, entre les différents constituants de la pollution atmosphérique d’'une part, et
certaines maladies respiratoires et cardio-vasculaires a court et long terme d’autre part. En
2013, 'Agence Européenne pour I'Environnement (AEE) a estimé globalement que la pollution
atmosphérique est a I'origine de 100 millions de jours de congés maladie et de 467 000 déces
prématurés par an dans 41 pays européens, pour un codt sanitaire entre 59 et 189 milliards
d’euros par an (Guerreiro et al., 2016). De plus, des enquétes épidémiologiques ont établi une
corrélation entre la pollution atmosphérique et la genése de probléemes de santé publique
(Billionnet, 2012).

Aprés la pollution atmosphérique, la pollution de I'air intérieur est depuis quelques années une
préoccupation majeure aussi bien pour les pouvoirs publics et les professionnels de santé que

pour la population générale.

Dans les pays industrialisés, tel que la France, la population passe jusqu’a 90% (Figure 1) de

son temps dans des espaces clos ou semi clos (habitat, locaux de travail, transports,
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restaurants, etc.) ou elle est exposée a une multitude de polluants de nature chimique,

physique, et biologique.

Depuis les années 70, une politique d’économie énergétique s’est mise en place, notamment
en isolant au mieux les batiments (Dor et al., 2010) et en développant de nouveaux matériaux.
Malgré la Iégitimité de ces actions, le confinement des batiments qui en résulte entraine une
importante concentration des polluants dans I'air intérieur, et donc la dégradation de sa qualité.
De plus, de nombreuses personnes travaillant dans des immeubles de bureaux se sont
plaintes d’inconfort ou de symptémes particuliers. Une mauvaise qualité de l'air est donc le
plus souvent a l'origine de ces plaintes. Pourtant, beaucoup de cas semblent avoir une origine
plurifactorielle. Ainsi, un groupe de travail de 'OMS a décidé en 1983 d’introduire le SBS (Sick
Building Syndrome - Syndrome des Batiments Malsains) pour qualifier ces pathologies sans

cause attribuable.

B Logement

M Lieu de travail

Bar/Restaurant

Autre environnement
intérieur

V

M Transports

M Exterieur

Figure 1. Budget espace-temps d’un citadin (Adapté de Klepeis et al., 2001).

Parallélement, depuis quelques années, une recrudescence des pathologies respiratoires est
observée a travers le monde (Holland et al., 2014; Sethi et al., 2002). En 2013, d’apres
'INSERM, I'ensemble des maladies allergiques ('asthme, la rhinite, la conjonctivite, les
allergies alimentaires) concernait 25 a 30 % de la population francaise et 7% pour la bronchite

chronique (www.inserm.fr). Ce constat est d’autant plus inquiétant que I'asthme se place

aujourd’hui au premier rang des pathologies de I'enfant dans les pays industrialisés (Heinrich,

2011). L’apparition ou I'aggravation de ces pathologies, considérées comme multifactorielles,
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sont liées a I'existence de prédispositions génétiques mais pas seulement puisqu’elles restent
également liées aux facteurs environnementaux (chimiques, physiques et biologiques).
Aujourd’hui encore, une des problématiques de la recherche demeure ainsi l'identification de

la part relative de chaque facteur dans ces pathologies respiratoires.

L'impact sanitaire de I'air intérieur est heureusement mieux pris en compte a présent. La
création de I'Observatoire de la Qualité de l'Air Intérieur (OQAI) en 2001 en est un parfait
témoignage. Les premiers composés participant au quotidien a une dégradation de la qualité
de l'air intérieur sont de loin les particules dues aux combustions — tabagisme, équipements
pour le chauffage et la cuisine — et les Composés Organiques Volatils (COV) émanant des
produits ménagers. De plus, leurs effets néfastes par inhalation sur la santé humaine ne sont
plus a démontrer (« Guide de la pollution de I'air intérieur », 2013). A I'heure actuelle, quelques
valeurs guides concernant les polluants de I'air intérieur ont été proposées, mais seulement
pour des contaminants chimiques. Par ailleurs, la responsabilité des contaminants biologiques
dans l'apparition de troubles respiratoires en environnement professionnel est elle-aussi
établie dans les milieux agricoles (Liebers et al., 2006; Williams et al., 2017). lls sont de plus
en plus incriminés dans le développement et 'aggravation de troubles touchant aux sphéres
ORL et broncho-respiratoires pour des expositions en air intérieur (Douwes et al., 2003). Au
regard de la littérature scientifique, contrairement aux agents bactériens, I'impact sanitaire
d’une exposition inhalée aux moisissures et a leurs composés est bien argumenté (Fischer
and Dott, 2003).

Les maladies respiratoires représentent un colt considérable pour la société. En effet, rien
gu’en France : le remboursement des traitements anti-asthmatiques a enregistré une hausse
de prés de 60 % en moins de 7 ans, pour atteindre 970 millions d’euros en 2007 contre 608
millions en 2000. (Assurance Maladie, 2007).

En 2011, L'Observatoire de la Qualité de I'Air Intérieur (OQAI) a estimé codlt des effets d’'une
mauvaise qualité de l'air intérieur entre 12,8 et 38,4 milliards d'euros par an (Kirchner et al.,
2011). L’Agence Nationale de Sécurité sanitaire, de 'alimentation, de I'environnement et du
travail (ANSES) a récemment évalué le colt socio-économique de la pollution de I'air intérieur
a environ 19 milliards d’euros par an et a montré que cette pollution peut causer 20 000 morts

par an (Kopp, 2014).

Face a 'ampleur du phénoméne et des codts de prise en charge des pathologies respiratoires
(en particulier de 'asthme : traitement, hospitalisation) que cela engendre, les pouvoirs publics
ont, dans le cadre du PNSE 2, multiplié les Conseillers Médicaux en Environnement Intérieur
(CMEI) pouvant se rendre au domicile des personnes souffrant de pathologies respiratoires

séveres. Ces visites ont pour objectif de proposer aux patients des mesures ciblées destinées
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a prévenir I'exposition aux facteurs de risque de ces pathologies (action n°23 ; article 40 de la
loi du 3 aolt 2009 de programmation relative a la mise en place du Grenelle de
I'environnement). A ce propos, les interventions a domicile ont été initiées a Strasbourg en
1991 (De Blay et al., 2003) et consistent en la formulation de conseils : poser des housses
anti-acariens, nettoyer la literie, supprimer/réduire le tabagisme, limiter 'accés aux animaux
domestiques dans le logement, contréler les moisissures murales, augmenter le taux de
renouvellement de l'air. Ces mémes auteurs ont argumenté le réel intérét des CMEI : il s’agit
d’'un personnel compétent et formé pour repérer les risques, donner les conseils appropriés
afin de les supprimer ou tout au moins les réduire, et capable de motiver les occupants a
appliquer ces conseils. Les attentes sont d'autant plus grandes qu'une maladie comme
l'asthme se place aujourd’hui au premier rang des pathologies de l'enfant dans les pays
industrialisés (Heinrich, 2011).

Ces pathologies sont attribuées aux particules en suspension dans l'air qu’'on respire et
peuvent sédimenter sous forme de poussiéres et remisent en suspension par les activités dans
I'habitat. La présence des poussiéres dans les environnements intérieurs, véritable substrat
pouvant véhiculer des micro-organismes, est pergue par les occupants comme un manque

d’hygiéne et un abaissement de la qualité de I'air intérieur.

1. Exposition de I'Homme aux poussieres

L’Homme de par son mode de vie, est exposé aux poussiéres véhiculées par I'air ambiant. La
durée, la nature des particules, et autres caractéristiqgues déterminent les conséquences sur
la santé de I'homme. Il est a rappeler que les poumons inhalent en moyenne 300 millions de
litres au cours d’une vie et nous inspirons chaque jour, environ 12000 litres d’air (Silbernagl et
al., 2000).

L’article R4222-3 du code de travail définit une poussiére comme « une particule solide d’'un
diamétre aérodynamique au plus de 100 micromeétres dont la vitesse de chute dans les
conditions normales de températures, est au plus égale a 0,25 métre par seconde ». Les
particules de poussiéres sont caractérisées par 3 facteurs : le type de particules et leurs
sources, le nombre ou la concentration des particules, la taille des particules (Choiniére and
Munroe, 1993).

Les particules sont des composés trés hétérogénes du fait de leur diversité, composition
chimique, de leur état (solide ou liquide) et de leur taille. La figure 2 illustre la taille des

particules en fonction des sources d’émission.
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Figure 2. Granulométrie des particules en fonction de leurs sources d’émission (Air et climat -
CITEPA, 2012).

La forme des particules est tres variable. Certaines sont a peu prés sphériques alors que
d’autres forment des agrégats trés irréguliers. C’est pourquoi on définit généralement la taille
d'une particule par le diamétre d’'une particule sphérique qui aurait les mémes propriétés
physiques. Ce n’est qu'une approximation dont le résultat dépend de la propriété physique
retenue. Il n’existe pas une limite de taille claire entre les molécules et les particules les plus
petites composées de quelques dizaines de molécules. La différence tient plutét a leurs
propriétés physiques. Par exemple, les particules ont généralement tendance a se fixer
lorsqu’elles heurtent une surface solide alors que les molécules ont tendance a rebondir

(Batiment, 2016).

Prés du sol et dans les couches basses de I'atmosphére, les particules qui font entre 0,1 et 1
pgm restent de quelques jours a quelques dizaines de jours dans l'air avant de se déposer.
Récemment, Galés et al., (2015) ont étudié la distribution de taille de particules de
microorganismes aéroportés émis dans les installations de compostage. lls ont trouvé une
prédominance des aérosols bactériens pouvant survivre plus longtemps dans l'air et étre
transportées sur de plus grandes distances par rapport a ceux se trouvant sur les débris. De
plus, au vu de leur petite taille (allant de 0,6 um a 1,6um), la dynamique de leur dispersion
dans I'atmosphére est comparable avec celle des particules de gaz. Ainsi, les mémes modéles

de dispersion peuvent y étre appliqués.
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Les particules sont entrainées par les mouvements de l'air dus aux différences de température
(turbulences, convection, courants d’air) ou a un brassage mécanique (ventilation,
déplacement des personnes). L’agitation thermique disperse les nanoparticules de facon
homogéne dans I'espace et les particules adhérent aux parois lorsqu’elles les touchent. Pour
les particules qui font plus de 1 um, l'agitation thermique est contrebalancée par I'inertie qui
favorise le dép6t sur place des particules. Les particules d’environ 0,3 um restent longtemps
en suspension car elles sont trop petites pour étre sensibles a l'inertie et trop grosses pour

étre entrainées par I'agitation thermique (Batiment, 2016).

Selon la nature et la granulométrie des particules, il a été démontré leur role dans certaines
atteintes fonctionnelles respiratoires, le déclenchement de crises d’asthme et méme de décés

pour cause respiratoire et cardio-vasculaire.

Les « grosses » particules (> 10um), visibles a I'ceil nu sont retenues par les voies aériennes
supérieures (nez, gorge), elles ne pénétrent pas dans l'arbre respiratoire et peuvent étre

éliminés par la filtration des cils respiratoires et le réflexe de la toux.

Les particules « fines » (< 2,5um) sont les plus dangereuses. Elles pénétrent au plus profond
de I'arbre respiratoire et atteignent les voies aériennes terminales, se déposent et peuvent
rejoindre le systeme sanguin. Selon Jones and Cookson (1983), 34 % des bactéries sont
associées a la fraction « respirable » des particules (D < 8 um). La figure 3 ci-dessus illustre

les différentes fractions des particules et le niveau de pénétration aprés inhalation.
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Figure 3. Courbes conventionnelles CEN (Comité Européen de Normalisation) définissant les
fractions de taille des particules exprimées en pourcentage en fonction du diamétre
aérodynamique des particules en ym (Atmospheres, 1993).
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Ces particules peuvent véhiculer des composés toxiques, allergénes, composés cancérigenes
et biologiques tels que les bactéries (Air et climat - CITEPA, 2012).

L’appareil respiratoire (figure 4) est constitué des voies aériennes supérieures : le nez, les
voies nasales, la bouche et le pharynx jusqu’aux cordes vocales dans le larynx, et des voies
aériennes inférieures : cordes vocales, trachée jusqu’aux alvéoles a I'extrémité de chacune
des ramifications de l'arbre bronchique, comprenant notamment la trachée, les bronches et
les bronchioles. Le systéme respiratoire comprend un certain nombre de filtres situés dans le
nez et les voies respiratoires, servant a intercepter les particules de poussiéres avant qu’elles
n’atteignent les bronches et les alvéoles pulmonaires.
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3. Dans ces organes, des contacts répétés ou intenses avec la
poussiére organique peuvent déclencher une allergie aux
substances présentes dans cette poussiére, et au moment
de contacts ultérieurs méme avec de petites quantités
d’allergéne, des symptomes tels que I’asthme, la fievre,
une fatigue générale et I'essoufflement peuvent se
produire

Figure 4. Les particules de poussiére et le systéeme respiratoire humain (Adapté de Le Coq, 2006).

L’inhalation constitue la voie d’exposition la plus importante dans les logements. Les particules
de poussiére qui pénétrent dans I'arbre respiratoire agissent comme une substance toxique
sur les cellules avec lesquelles elles sont en contact, et sont percues par le corps humain

comme étant des corps étrangers contre lesquels celui-ci doit se défendre.
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Figure 5. Pourcentage des particules déposées par rapport a celles qui sont inhalées chez un
homme respirant majoritairement par le nez (ligne continue) ou par la bouche (pointillés). La
région extra-thoracique va du nez et de la bouche jusqu’au larynx. La région trachéo-bronchique
va de la trachée jusqu’aux bronchioles terminales. La région alvéolaire est I’endroit ou se font
les échanges gazeux. Total : pourcentage total des particules déposées dans les voies
respiratoires (Riva et al., 2013).

2. Les réactions de I'organisme face a I'inhalation de poussiéeres

Les principaux effets de la poussiére sur la santé sont une réponse inflammatoire (irritation
chronique) ou une réponse d’intoxication. On distingue deux types fondamentaux de
réaction : les symptdomes immédiats (irritation des yeux, congestion nasale ; écoulement
nasal, ou irritation de la gorge), et les symptémes différés (maux de téte, étourdissements,
nausées, essoufflement, fievre, vomissements et toux). Les effets sur la santé vont se
décliner en trois temps. En premier lieu, I'appareil respiratoire va subir des lésions
temporaires qui disparaitront au fil du temps lorsque la personne touchée cessera d’étre en
contact avec la poussiére. Ensuite, I'appareil respiratoire peut étre atteint de lésions
insidieuses telles que la bronchite ou I'asthme a la suite d’'un contact prolongé avec la
poussiere. La réaction n'a pas le caractére d’'une réaction allergique mais se traduit par

divers symptdomes dont la diminution de la capacité pulmonaire. Cependant, chez les
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personnes en contact avec la poussiére pendant un temps donné et qui cessent d’étre
exposé, l'appareil respiratoire peut se rétablir completement. En effet, la réaction de
'appareil respiratoire a l'inhalation de particules de poussiére dépend dans une large
mesure de la zone ou elles se déposent. Par exemple, lorsque des particules de poussiere
irritantes se logent dans le nez, elles peuvent causer une rhinite. Par contre, si elles
s’attaquent aux plus larges voies aériennes, elles peuvent engendrer une inflammation des
muqueuses de la trachée (trachéite) ou des bronches (bronchites). Les réactions les plus
importantes du poumon se produisent dans les parties les plus profondes de cet organe.
Les particules qui ne sont pas éliminées par le nez ou par la gorge vont généralement se
loger dans les sacs alvéolaires ou prés des extrémités des voies aériennes. Cependant, une
guantité excessive de poussiére peut faire échec au mécanisme de défense assuré par les
macrophages. Les particules de poussieéres et les macrophages chargés de poussiére
s’accumulent alors dans les tissus des poumons, causant des lésions pulmonaires. La
guantité de poussiére et le type de particules en cause influent sur la gravité des lésions
pulmonaires (SST, 2017).

On connait mal les mécanismes d’élimination des particules qui se déposent dans les

poumons. En premiére approximation, on considére que :
* les particules solubles sont dissoutes et absorbées.

* les particules insolubles qui se sont déposées dans la région trachéo-bronchique sont
mises en mouvement par les cils des cellules qui tapissent la surface des bronches et
repoussées dans le tube digestif (99 % des particules sont éliminées au bout de 48 heures).

Une couche de mucus facilite le transport jusqu’au tube digestif.

* les particules insolubles qui se sont déposées dans les alvéoles sont phagocytées puis
éliminées. Les nanopatrticules fibreuses qui sont trop longues pour étre phagocytées forment

des points d’inflammation chronique (amiante, grands nanotubes de carbone, etc.).

3. Les particules de poussieres vectrices des aérosols en particulier les

bioaérosols

Les aérosols sont constitués de particules inertes, solides ou liquides, en suspension dans I'air
pour autant que leur taille le leur permette (Sherertz, 1993). Certaines d’entre-elles véhiculent
des micro-organismes (bactéries, moisissures, virus) mais aussi pollens, algues et acariens,
leurs fragments ou leurs sous-produits. Ces particules biologiques, isolées ou en agrégats,

vivantes ou inertes, s’appellent des bioaérosols (Sherertz, 1993).
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Les bioaérosols sont des micro-organismes aéroportés omniprésents dans notre
environnement. L’American Conference of Governmental Industrial Hygienists (ACGIH) définit
les bioaérosols comme étant des particules aéroportées constituées d’organismes vivants, tels
gue des micro-organismes (bactéries, moisissures, virus, protozoaires), ou provenant
d’organismes vivants (toxines, micro-organismes morts ou fragments microbiens) (Macher,
1999). Ces structures biologiques complexes peuvent étre aéroportées et/ou aérodéposées a
l'intérieur d’'un habitat, véhiculées par les courants d’air dus a la ventilation naturelle ou
mécanique (Salthammer, 1999). Leur transport et leur destination sont liés a leurs propriétés
physiques (taille, densité, forme) et aux facteurs environnementaux (température et humidité

relative) dans lesquels elles évoluent.
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Figure 6. Principaux bioaérosols retrouvés dans les environnements intérieurs (Adapté de

www.hge.guidenr.fr).

La majorité des bioaérosols sont de dimensions respirables de 0,02 & 1 micrometre pour les
virus, 0,2 a 5 um pour les bactéries et de 1 a 50 um pour la majorité des moisissures et levures.

Certains types de bioaérosols ne sont que peu influencés par les conditions extérieures. lls
bénéficient alors de structures qui les protégent des stress dus a leur environnement comme
la sécheresse, de fortes températures, de la présence des rayons U.V. ou de radiations
solaires, et de certains composés chimiques et ioniques dans lair. Il s’agit des formes
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sporulées des bactéries ou des spores de champignons, ainsi que de certains virus : tous sont

protégés par une enveloppe lipidique trés résistante (Batterman and Burge, 1995).

L’intérét pour les bioaérosols s’est ainsi considérablement accru ces derniéres années. Il est
désormais prouvé que des expositions trop importantes ou trop longues a des agents
biologiques dans les espaces intérieurs peuvent étre associées a des probléemes de santé
d’'une grande variabilité (Douwes et al., 2003).

Le réle des moisissures a été établi dans la survenue de troubles respiratoires en particulier
dans I'exacerbation de 'asthme, mais aussi les effets allergisants, toxiques et infectieux (Fisk
et al., 2010; Reboux et al., 2010). L’Organisation Mondiale de la Santé a d’ailleurs défini des
lignes directrices en matiere de qualité en environnement intérieur pour les moisissures dans
les logements (Nasir et al., 2012). Ce n’est que récemment que la communauté
internationale s’est intéressée aux bactéries ambiantes. Les bioaérosols bactériens peuvent
varier en nature et en charge en fonction du milieu considéré (Johansson et al., 2011), des
parameétres telles que la température, 'humidité, les conditions météorologiques ou la saison
(Nasir et al., 2012) de I'occupation des locaux et du renouvellement de 'air (Madsen et al.,
2012). Les populations bactériennes des habitations sont ainsi différenciées en fonction de

ces caractéristiqgues (Dannemiller et al., 2016).

a. Les bactéries

Les bactéries appartiennent au vaste ensemble des micro-organismes qui comprennent
également les virus, les champignons et les parasites. Ce sont des micro-organismes

unicellulaires classés parmi les procaryotes, car ils ne possédent pas de membrane nucléaire.

Elles contiennent un seul chromosome qui se présente sous la forme d’un long filament
d’ADN pelotonné sur lui-méme. On trouve dans le cytoplasme de petits fragments d’ADN

circulaires, les plasmides.

Les bactéries sont rangées en plusieurs catégories selon leur forme et leur type de mobilité :
spirochétes qui sont de longues bactéries fines (0,1 a 3 um sur 5 a 250 um) en forme d’hélice
souple, les bacilles et les coques, vibroides et hélicoidales, incurvées, pédonculées,

filamenteuses, mycéliennes, etc.

Leur multiplication se fait par fission binaire (une bactérie donne deux bactéries filles), d’ou
une multiplication exponentielle. Le temps de génération varie de 20 min a 24 h ou plus,

selon I'espéce considérée.
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La paroi bactérienne est une structure rigide, appelée peptidoglycane, macromolécule
réticulée faite de chaines polysaccharidiques reliées entre elles par de courts peptides,
responsable de la forme des bactéries, et leur permettant de résister a la lyse osmotique. Elle
est présente chez toutes les bactéries, a I'exception des mycoplasmes. Sa structure varie
selon les bactéries et conditionne leur aspect apres la coloration de Gram. Les bactéries dont
la paroi résiste a l'alcool restent colorées par le violet de gentiane et sont dites a Gram positif.
Les bactéries dont la paroi est perméable a 'alcool perdent leur coloration par le violet de

gentiane et sont colorées en rose par la fuchsine, ce sont les bactéries a Gram négatif.
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Figure 7. Structure schématique des parois cellulaires bactériennes a Gram positif et négatif
(Adapté de Desaunay, 2011).

Chez les bactéries a Gram négatif, la couche de peptidoglycane est mince et la paroi a une
structure plus complexe. A I'extérieur du peptidoglycane se trouve une structure appelée
membrane externe. Son feuillet externe porte des molécules de lipopolysaccharide. Le
lipopolysaccharide est composé d’une partie lipidique qui possede des propriétés toxiques

et d’'une partie polysaccharidique qui porte des spécificités antigéniques.

Les bactéries a Gram négatif peuvent survivre pendant les périodes dont la durée est
fonction de la grosseur des gouttelettes projetées, de la température de l'air, de son

humidité relative et de la présence d’un substrat pour voyager.

Selon les conditions environnementales, les bactéries peuvent s'entourer d’enveloppes

supplémentaires plus ou moins structurées ou diffuses. De trés nombreuses bactéries sont
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capables de synthétiser des polyméres extracellulaires (EPS) a leur surface qui peuvent,
éventuellement, étre libérés dans le milieu. Ces polymeres sont élaborés de maniere
préférentielle lorsque les bactéries sont dans un milieu hostile car ils apportent une protection
ou un moyen de coloniser I'environnement dans lequel elles sont confrontées. Parmi les
polysaccharides de surface, on peut distinguer la capsule et les couches mugueuses ou
slime. La capsule correspond a une structure bien organisée, facilement mise en évidence
par des techniques simples alors que le slime correspond a des constituants
polysaccharidiques plus ou moins libérés dans le milieu et ne constituant plus une véritable
entité morphologique. Ces structures sont trés réactives et leur développement conduit a
la formation d’un assemblage, complexe, stable, structuré ettrés réactif appelé biofilm.
Ces derniers sont trés répandus dans les milieux naturels et permettent aux bactéries de

se protéger des environnements hostiles (Desaunay, 2011).

Certaines espéces de bactéries a Gram positif ont la capacité de sporuler dans des conditions
de stress. Les spores bactériennes (endospores) présentent une incroyable capacité de
résistance a la chaleur, la dessiccation et aux composés chimiques et parviennent parfois a

survivre pendant des centaines d’années.

Dans ce cas, les spores bactériennes sont incapables de se diviser, ont un contenu en eau
trés faible et disposent de niveaux de charge énergique potentielle trés faible. Lorsque le milieu
sera a nouveau favorable la cellule germera et pourra encore se diviser et reprendre une

activité normale.

Les bactéries Gram négatif ont une paroi cellulaire plus fragile qui supporte mal une

déshydratation notamment lors d’'un passage prolongé dans l'air (Goyer et al., 2001).

b. Les sources d’exposition aux bactéries en environnement intérieur

Les sources potentielles d’exposition directe pour les occupants a des spores ou a des

fragments bactériens incluent principalement :

e Les occupants eux-mémes et leurs activités au sein de leur habitat (Hospodsky et al.,
2012),

e La prolifération des bactéries dans les systemes de chauffage, ventilation et de
climatisation (CVC), par lesquels les produits bactériens tels que les spores peuvent
pénétrer dans I'environnement intérieur (Meadow et al., 2014).

e Les spores et les fragments bactériens retranchés dans la poussiere des moquettes et

des planchers, qui peuvent se disperser dans l'air intérieur et dans les poussiéres
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domestiques quand ils sont soulevés par les occupants ou aprés [utilisation
d’aspirateurs.

¢ Les animaux de compagnie, les chats et les chiens en général sont considérés comme
des sources potentielles de contamination biologique a l'intérieur de I'habitat (Scherer
et al., 2016).

e L’air extérieur est une source pour toutes les particules qui peuvent pénétrer a

l'intérieur des maisons, et que I'on ne peut pas négliger (Adams et al., 2015).

c. Les effets sur la santé associés aux bactéries

Malgré lintroduction de nouvelles générations d’antibiotiques, les infections des voies
respiratoires demeurent une cause importante de morbidité et de mortalité. En effet selon
I'OMS, ces infections constituent la 3*™ cause de mortalité dans le monde (a I'origine de 3,2

millions de décés en 2015).

Les voies respiratoires sont particulierement exposées aux infections. Des agents microbiens
en suspension dans l'air, tels que les bactéries, sont inhalés en permanence ou aspirés a partir
des sécrétions colonisées ou infectées de la cavité buccale (Léophonte,2011). Le processus
pathologique (Figure 8) est engendré par 'inhalation de particules contaminées, la diminution
des défenses naturelles favorisées par le froid, le tabagisme, la mucoviscidose et

limmunosuppression.

Les effets sur la santé liés aux bactéries sont surtout connus pour les pathologies infectieuses
qu’elles induisent en se développant dans I'organisme. Selon la nature des bactéries, le type

de transmission et I'état de santé des personnes exposées, les effets seront treés différents.

Certaines bactéries peuvent synthétiser des substances ou étre constituées de composés qui
peuvent présenter des caractéristiques toxiques pour 'organisme (par exemple : endotoxines).
Les atteintes a la santé par inhalation sont parfois documentées comme pour les endotoxines,
mais actuellement, peu de données scientifiques existent concernant les effets toxiques liés a

une exposition par inhalation aux bactéries ou a leurs produits.

N

Des effets immuno-allergiques sont également possibles liés & une réaction du systeme
immunitaire a des antigénes portés ou issus des bactéries. Les protéines ou glycoprotéines
solubles qui entrent dans la constitution des bactéries, ou qui sont des sous-produits de leur

métabolisme, constituent des allergénes potentiels chez un individu exposé.

Certaines bactéries, comme les actinomycetes thermophiles (compost), ou certaines bactéries

a Gram négatif comme Erwinia herbicola (végétaux en décomposition), ou certaines bactéries
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pour étre a l'origine de pathologies respiratoires allergiques. De plus, elles peuvent étre a
I'origine de pneumopathies d’hypersensibilité, beaucoup plus rarement d’asthme, voire des

deux affections intriquées.

Les bactéries peuvent étre dissimulées a l'intérieur des édifices et provoquer des maladies.
Les effets sur la santé respiratoire humaine de la contamination biologique de I'air intérieur ont
fait 'objet de recommandations internationales (WHO, 2009).

Récemment, des travaux ont montré qu’une source de bactéries dans I'habitat était liée a la
fréquentation des occupants eux-mémes que ce soit 'homme ou les animaux (Madsen et al.,
2012). Toutefois, il n’a pas été identifié de genres bactériens susceptibles d’étre a 'origine des
pathologies respiratoires, méme si une étude récente suggére un lien entre la présence de

Stenotrophomonas et les troubles respiratoires (Kettleson et al., 2013).

Les bactéries retrouvées, lors de précédentes études en air intérieur, sont pourtant proches
d’espéces trés pathogénes dans la sphére ORL et respiratoire (Xu and Yao, 2013), comme le
genre Mycobacterium par exemple (Taubel et al., 2011). De plus, la potentielle pathogénicité

de certaines familles bactériennes environnementales a été établie.

Les effets pro-inflammatoires des Archaea ont été démontrés lors d’'une étude in vivo (Lecours
et al., 2011). Identifiées a l'origine dans des milieux extrémes tels que les sources d’eau
chaude, ces bactéries ont été mises en évidence dans les atmospheéres d’élevages (Nehmé
et al., 2009). Les propriétés pro-inflammatoires du genre Streptomyces, genre bactérien trés

étudié en environnement intérieur, sont également reconnues (Rintala et al., 2004).
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Figure 8. Facteurs de risque d’une colonisation microbienne des voies respiratoires basses et
d’une infection (Léophonte, 2001).

La symptomatologie respiratoire se manifeste parles principales réactions suivantes
(Persoons et al., 2010) :

e Des réactions inflammatoires (bronchites chroniques).

e Des réactions allergiques ou réactions immuno-allergiques (rhinites, sinusites,
asthme allergique).

e Des risques toxiques peuvent également étre liés a des composants de micro-
organismes et sont susceptibles d’engendrer des problemes respiratoires (voir plus
bas)

e Des symptbmes aigus, tels que : toux seche, dyspnée, accompagnés par une
fonction réduite de l'activité pulmonaire, de la fievre et un malaise général. Aprés
plusieurs heures, les symptdmes suivants peuvent se développer : broncho

constriction, maux de téte et des douleurs articulaires.

Méme si le role des bactéries dans le développement ou l'aggravation de pathologies

respiratoires reste a confirmer, une étude a montré un lien statistiquement significatif entre
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'apparition de troubles respiratoires tous confondus et la charge bactérienne de I'air intérieur
(Flores et al., 2009).

d. Un cas particulier : Les endotoxines

Les endotoxines (du grec : endon = intérieur et toxicon = poison), sont des substances
biologigues toxiques (toxines). Ce sont des éléments constitutifs de la paroi de toutes les
bactéries Gram négatif et de certaines algues bleues ou vertes (Lei and Morrison, 1988).
Cette paroi est constituée de trois couches : Une membrane interne ou cytoplasmique qui sert
de barriére osmotique, une membrane intermédiaire a base de peptidoglycanes, qui maintient
l'intégrité de la structure et de la forme caractéristique de la bactérie et une membrane externe
contenant les lipopolysaccharides (LPS), identifiés dans toutes les bactéries Gram négatif

responsables d’une partie de I'activité biologique (Duquenne et al., 2011).

Les endotoxines peuvent étre libérées lors de la lyse cellulaire, et & moindre degré lors de
leur multiplication, et étre présentes dans les bioaérosols. Elles sont connues en santé
publique, en raison des effets toxiques déclenchés lors des infections graves aux bactéries
Gram négatif ou lors de I'utilisation de produits médicaux contaminés (soluté de perfusion,
liquide de dialyse, etc.) (Brade, 1999). Les LPS (Figure 9), parties biologiquement actives
des endotoxines, sont eux-mémes constituées de deux parties : une partie
polysaccharidique et une partie phospholipidique, le lipide A, siége de Ilactivité pro-

inflammatoire.

L ¥ A .. »
Y ki Y

lipide A noyau chaine O-spécifique

Figure 9. Structure schématique des lipopolysaccharides (LPS) (Adapté de Reich et al., 2016).

Lors d’une infection bactérienne, les LPS jouent un réle important dans I'activation du
systeme immunitaire et, en conséquence, dans le contréle de linfection. Toutefois, ils
peuvent devenir toxiques pour I'héte, notamment lorsqu’ils induisent une production
excessive de cytokines. Au cours du processus infectieux, les LPS participent au

développement de I'inflammation tissulaire en activant le systeme du complément, ce qui
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entraine une production importante du composant C3b deviennent alors la cible des cellules

phagocytaires.

Au sein des logements, les concentrations les plus élevées en endotoxines sont
retrouvées au niveau des poussieres sédimentées pour des valeurs comprises entre 10 et
200 UE/m? selon les sources (Frankel et al., 2012). Le risque endotoxinique en relation
avec des troubles respiratoires en air intérieur peut provenir des endotoxines présentes
dans l'air ou de celles remises en suspension a partir des poussiéres sédimentées
(Adhikari et al., 2010; Wang et al., 2012). Par ailleurs, autre constat inquiétant, la majeure
proportion des endotoxines retrouvées dans l'air serait associée a des particules < 1 uym,
c'est-a-dire un diamétre leur permettant d’atteindre I'ensemble des voies respiratoires
(Kujundzic et al., 2006). Une exposition a des concentrations doublées en endotoxines se
traduirait par une augmentation significative du nombre d’épisodes pathologiques

respiratoires chez les enfants de moins de deux ans (Dales et al., 2006).

Les suspicions portées sur ces composés membranaires bactériens ont amené les
autorités sanitaires néerlandaises a fixer une limite d’exposition professionnelle a 90
UE/m3 (Health Council of the Netherlands, 2010). Cette Valeur Limite d’Exposition
Professionnelle (VLEP) fut ensuite reprise de maniére consensuelle dans la littérature De
plus, le Centre Européen de Normalisation (CEN) a développé des lignes directrices pour
I'évaluation de I'exposition aux endotoxines (Spaan et al., 2007). Le risque endotoxinique
est donc reconnu en milieu professionnel, mais qu’en est-il du risque pour les expositions

chroniques a des concentrations faibles au sein de I'habitat ? (Preller et al., 1995).

Les concentrations en endotoxines dans I'air ambiant d’'une piéce semblent dépendre de
la présence ou non d’enfants, de la présence ou d’animaux domestiques, du nombre de
résidents, de la prise de repas (Thorne et al., 2009), de 'occupation des lieux (Madsen et
al.,, 2012). Au niveau des poussiéres, les concentrations en endotoxines ont été
démontrées significativement augmentées en présence d’enfants (Waser et al., 2004) et
d’animaux domestiques (Casas et al., 2013), et lorsque la fréquence des taches
ménageéres est faible (Ownby et al., 2013). Au contraire, le tabagisme n'aurait aucune
incidence sur la concentration en endotoxines retrouvée dans les poussiéres. Ces
différents critéres pourraient étre percus comme des prédicteurs de la contamination de

I'environnement intérieur en endotoxines (Giovannangelo et al., 2007; Thorne et al., 2009).

Mais les endotoxines ne sont pas les seuls composés bactériens a étre mis en relation
avec des troubles respiratoires. Les 3(1—3)-D-glucanes sont également suggérés dans la
littérature comme un facteur aggravant des troubles respiratoires (Douwes, 2005). Des

études suggérent un phénoméne dhypersensibilité impliquant une synthése
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d’immunoglobulines de type E (IgE) anti-B(1—3)-D-glucanes (Douwes et al., 2000;
Mandryk et al., 1999) ont mis en évidence une diminution du débit expiratoire de pointe
chez les enfants asthmatiques par les B(1—3)-D-glucanes. Contrairement aux
endotoxines, les concentrations mesurées dans lair en B(1—3)-D-glucanes sont
comparables a celles retrouvées au sein des poussiéres domestiques sédimentées, voire
supérieures (Adhikari et al., 2010). Les parts respectives de responsabilité dans la
survenue de troubles respiratoires a attribuer aux endotoxines et aux 3(1—3)-D-glucanes
sont difficiles a déterminer, notamment dans le cadre d’études épidémiologiques, car les
expositions aux endotoxines et aux (1—3)-D-glucanes sont souvent concomitantes, pour

des effets physiopathologiques similaires (Douwes, 2005).

4. L'influence des facteurs environnementaux

A une température normale, la survie des agents pathogénes dans les bioaérosols et en
particulier des bactéries, dépend de I'humidité de l'air. Le critére important est 'humidité
absolue (la quantité de vapeur d’eau dans I'atmosphére) et pas I'humidité relative (la quantité
actuelle de vapeur d’eau par rapport a la quantité maximale possible a cette température).

L’humidité absolue maximale décroit trés vite lorsque la température diminue.

Les effets de 'humidité sont complexes dans le cas des bactéries. lls dépendent notamment
de I'état physiologique des bactéries au moment ou se forme I'aérosol. De plus, les résultats
des expériences varient selon la facon de mesurer la survie des bactéries (certaines bactéries

restent infectieuses alors qu’on ne peut plus les cultiver dans les conditions habituelles).

Certains types de bactéries se retrouvent dans les humidificateurs contaminés des systemes
de ventilation. Elles causeraient le syndrome appelé « fievre des humidificateurs ». Ce
syndrome est une réponse a des allergénes transportés qui comprennent les endotoxines d’'un
bon nombre de bactéries gram négatif. Le contact direct avec I'environnement et I'exposition
permanente aux micro-organismes en suspension dans I'air que 'lhomme respire, permettent
d’expliquer la fréquence de ces infections. Certains de ces micro-organismes sont
particulierement pathogénes et peuvent atteindre des sujets sains méme a partir de faibles

concentrations (Schachter, 1999).
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[I.  Mesure de I'exposition bactérienne en environnement intérieur

L’exposition aux bactéries en environnement intérieur est a l'origine de plusieurs enjeux de
santé publique. Au cours de cette these, une revue critique de la littérature a permis de faire
la synthése des méthodes fréquemment utilisées pour évaluer I'exposition bactérienne les

logements et des besoins identifiés (Article 1).

1. Un constat majeur : Le besoin d’outils quantitatifs

A I'heure actuelle, I'étude des bactéries en environnements intérieurs demeure au second
plan dans les démarches entreprises pour I'évaluation la qualité de I'air intérieur par
rapport aux différentes méthodes de mesures développées pour détecter des spores ou
des composés fongiques. Et lorsque ces démarches ont lieu, seule une mesure de la
concentration de la flore bactérienne cultivable est effectuée, sans chercher a en évaluer
la diversité (Chan et al., 2009).

De plus, les techniques existantes ne sont généralement pas totalement caractérisées et un
effort de standardisation est encore nécessaire pour pouvoir comparer les résultats obtenus
par différents opérateurs avec une méme technique (Huang et al., 2017). Ainsi, plusieurs
rapports concluent que davantage de recherche est nécessaire pour mettre au point des

méthodes de mesures quantitatives de I'exposition aux bactéries (Nazaroff, 2016).

2. Discussion sur les méthodes fréquemment utilisées

La mesure de I'exposition aux bactéries correspond a une étape d’échantillonnage, puis a une
étape d’analyse pour caractériser et/ou quantifier la flore bactérienne et ses composés
bactériens. Des méthodes communes ont été identifiées dans ce travail bibliographique, mais

certaines pratiques sont spécifiques aux environnements étudiés (Revue de littérature).

Historiquement, les outils les plus utilisés pour mettre en évidence les bioaérosols sont basés
sur la culture car elle est facile a mettre en ceuvre et peu onéreuse (Peccia and Hernandez,
2006). La culture permet de mettre en évidence la viabilité et linfectiosité des bactéries
identifiées et c’est pour cette raison qu’elle continue a étre utilisée en particulier dans les
situations ou il est important de connaitre cette viabilité. Cependant, la culture ne permet de

mettre en évidence qu’environ 1% des agents (Pace, 1997).

De plus, la méthode culturale est I'approche traditionnelle pour quantifier les bactéries quel

gue soit 'environnement investigué. Le type de milieu de culture et les conditions d’incubation
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difféerent néanmoins selon les études. Au cours des derniéres décennies, les techniques
d’analyses ont bénéficié de I'essor général des techniques microbiologiques. Ainsi, les micro-
organismes ne sont plus seulement dénombrés au microscope ou apres culture, mais

quantifiés au moyen de techniques moléculaires, immunologiques et biochimiques.

Les techniques basées sur la réaction de polymérisation en chaine (Polymerase Chain
Reaction, PCR), ont rapidement montré leur intérét pour mettre en évidence les bactéries non
cultivables (Alvarez et al., 1994; Nehme et al., 2008; Oppliger et al., 2008) grace a I'utilisation

du géne codant pour 'ARN 16S en patrticulier.

Les outils métagénomiques se sont intéressés aux communautés bactériennes, en particulier
les microbiotes du tube digestif et de la peau humains (Grice and Segre, 2011) mais peu aux
communautés de I'environnement intérieur. Elles ont simplement été utilisées réecemment pour
décrire les populations bactériennes sur les surfaces dans les habitats (Flores et al., 2013; D.
Hospodsky et al., 2012; Sordillo et al., 2011) et une autre étude s’est intéressée a l'air dans

un musée (Gauzeére et al., 2014).

Trois grands types de prélévements peuvent étre réalisés en environnement intérieur (Frankel
et al., 2012):

- Les prélévements d’air peuvent étre effectués par différents systémes de collecte (systemes
a impaction, collecteurs cycloniques, systémes de filtration). Les volumes d’air prélevés
doivent étre adaptés au niveau de contamination attendu de I'environnement (trés chargé dans
les élevages agricoles a trés propres a I'hopital) et I'objectif de I'étude (prélévement ponctuel
dans le cadre d’'une surveillance environnementale, ou mesurage représentatif d’'une

exposition sur le long terme, voire étude de I'exposition individuelle).

- Les prélevements de surface utilisant des boites de contact gélosées ou des écouvillons sont
souvent utilisés dans le domaine hospitalier ou dans les laboratoires pour vérifier I'efficacité
des mesures de prévention et de nettoyage-désinfection. Incidemment, I'application directe
d’'un ruban adhésif peut étre utilisée si une tache suspecte est repérée dans un batiment pour

en caractériser I'origine.

- Les poussiéres sont frequemment prélevées sur des surfaces horizontales des logements
ou des lieux de travail. Elles ont 'avantage de représenter une exposition cumulée sur une
certaine période. Elles peuvent étre collectées par préléevement actif par aspirateur ou passif
par collecte sur lingette électrostatique. L’avantage des lingettes réside dans leur simplicité
d’utilisation et surtout le fait que, dans le cadre d’études de la contamination des logements
en bioaérosols, elles peuvent étre facilement disposées directement par 'occupant. De plus,

une expeédition postale vers le laboratoire d’analyse permet de diminuer, de fagon tres
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importante, les colts de prélevement souvent rédhibitoires dans ce type d’études (Noss et al.,
2008, 2010).

Il est a noter que le type de préléevement doit étre adapté en fonction de ce qui doit étre mis
en évidence. Si I'on veut détecter des légionelles dans un aérosol, il vaut mieux utiliser un
prélevement en milieu liquide qui préservera davantage l'intégrité de la bactérie. Par contre,
si 'on cherche a mettre en évidence des spores bactériennes, un prélevement de poussiére,

cumulatif, sera plus judicieux.

3. Revue de la littérature

Indoor bioaerosols: a focus on bacteria exposure, health risks and measurement methods
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Abstract

Environmental factors are among the major determinants of health. These factors generate the
degradation of air quality which lead to diverse and various respiratory pathologies including simple
discomforts, allergies, asthma exacerbation, and more severe respiratory diseases which may become
cardiovascular disease.

Besides the extensive studies of atmospheric pollution, indoor air pollution is a recent public health
concern. As the general population spend almost 90% of their time indoor, bioaerosols may play an
important role in these pathologies.

Although the World Health Organization has defined indoor environmental quality guidelines for
monitoring mold contamination, the role of bacteria in health respiratory disease is still largely
misunderstood.

This article is a review of the recent scientific literature on the impact of bioaerosol on health, and focus
on the origin of bacteria indoor and the technical challenges to rely the presence of bacteria to health
troubles.

Keywords: Environmental health, Indoor, Microbial contamination, Bioaerosols, Exposure.
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Introduction

The concept of air pollution is usually accepted as pollution from outside, streets, cities, and that
which is prompt in the workplace. Moreover, to establish a correlation between air pollution and the
genesis of diseases including respiratory, epidemiological investigations have focused on the
measurement of outdoor contaminants to buildings.

But in recent years, there has been a growing interest in the quality of indoor air. So, many scientists
have shown that the air inside homes and buildings could be heavily polluted or even more than the
outdoor air.

In modern societies, people spend 80-90% of their time indoors. Monitoring the quality of the indoor
air found that adults spend an average of only one hour a day outside, and the rest of the time in a closed
environment (home, work, and transport). Time spent indoors is even more important for certain
categories of vulnerable people, such as children, the elderly and the sick. The exposure time is longer
and the risk to health becomes more important.

Numerous pollutants contaminate the indoor environment: chemical, gaseous or particulate, allergens
and other microbiological contaminants including molds, bacteria, and viruses whose concentrations
are variable in time and space. Materials, temperature, humidity, ventilation, air exchange between
outside and inside, but also human activities and the presence of animals, are emission sources and
influence concentrations of pollutants and contaminants.

In addition, the energy saving measures has increased the insulation of air space and renewal and
inadequate ventilation.

In this review, after describing the bioaerosols and their formation, we will discuss their pathological
effects and focus on the methods to collect and analyze the bacteria indoor needed to assess their role
in respiratory diseases.

The bioaerosols

Aerosols consist of inert particles of solid or liquid suspended in the air if their size allows them to do.!
Some of them carry the microorganisms (bacteria, fungi, viruses) but also pollens, algae and mites, their
fragments, or their byproducts (Figure 1). These isolated biological particles or aggregates, living or

inert are called bioaerosols. 23

Bioaerosols (short of biological aerosols) are defined by Douwes et al., 4 as aerosols or particulate
matter of microbial, plant or animal origin that is often used synonymously with organic dust. The
American Conference of Governmental Industrial Hygienists (ACGIH) defines organic aerosols as
airborne particles consisting of living organisms, such as micro-organisms (bacteria, fungi, viruses,
protozoa) or from living organisms (toxins, dead microorganisms or fragments of microorganisms). 56
These complex biological structures can be airborne and aero-settled inside a building, carried by air
currents caused by natural or mechanical ventilation.” Transport and destination are linked to their
physical properties (density size, shape) and environmental parameters (temperature and relative
humidity) in which they operate. The particulate in a bioaerosol is generally 0.3 — 100 microns in
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diameter; however, the respirable size fraction of 1-10 microns is of primary concern,® as this fraction
can reach the alveoli.

A microorganism that is found in the air has a very uncertain future. The drying agent itself or its
aqueous carrier is the main cause of the inactivation of airborne microorganisms. However, certain
types of bioaerosols are only slightly influenced by external conditions. They enjoy structures that
protect them from stress due to their environment such as drought, high temperatures in the presence
of UV or solar radiation, and certain chemical and ionic compounds in the air. There are sporulated
forms of bacteria or fungal spores, and certain viruses.

Role of moisture and temperature in indoor environments

Water is the main actor in the survival of microbial aerosol, but it can also influence the resilience of
the bioaerosol. The relative humidity (RH percentage) and temperature are critical both during
aerosolization in the survival of microbial aerosols.

In 2005, a study highlights over a period of observation of 1 to 3 days, increased resistance of Legionella
pneumophila in a dry environment.® Survival revealed by membrane integrity decreases from 4 hours
of residence time in a 95% relative humidity environment. In contrast, cell functions are maintained and
optimal at 30% relative humidity. After 70 hours, there was less than 20% of the initial active biomass

in humid conditions.?

The impact of bacterial bioaerosols on human respiratory health

The bioaerosol exposure can cause respiratory problems and have a major impact on human health. A
high rate of morbidity and mortality has been reported by the National Institute Occupational Safety
and Health in workers exposed to bioaerosols.°

The contamination is very strong in the barns of workers and dairy farms due to the high concentration

of bioaerosols in these environments. For example, at the end of a working day, a pork producer can

inhale up to 10%° 11,12

bacteria per working day.
However, some factors influence the impact of bioaerosols on health. The susceptibility of the host,
particularly genetics and his health in general, the nature of biological particles, their immunogenicity,
their concentration in the air, the size of these particles as well as the site of their deposition in
respiratory tree are decisive in causing respiratory problems.

The respiratory tree consists of a nasopharyngeal section gathering upper respiratory tract (nose,
mouth, larynx, and pharynx) of a tracheo-bronchial section composed of the lower airways of the
trachea to the bronchioles terminal and finally, pulmonary section, the cells in which are gas
exchanges.

Furthermore, respiratory infections and other noninfectious disorders depend on the nature of the
offending microorganism: only viable microorganisms can cause a respiratory infection. Non-viable
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components of bioaerosols are not infectious but can cause allergic or hypersensitivity reaction in the
respiratory tract due to their toxic or antigenic properties.

The deposition of inhaled bioaerosols and impact on health are based on their aerodynamic diameter
and specific natural defenses at each level of the respiratory tree. They are deposited in the upper airway
particles with diameters less than 100 microns. Those having a diameter of about 10 microns are
deposited in the larynx and bronchi. The most dangerous particles, causing respiratory disorders, are
those who present a diameter of about 3.5 microns. They can be deposited in the terminal bronchioles

and alveoli where their removal is difficult due to the absence of mucus. Some of these particles can be

phagocytosed by macrophages, but the removal process will take time, months or even years.ll

The number of visits made by physicians for respiratory infections is superior to all the others combined
consultations patterns. Direct contact with the environment and the permanent exposure to airborne
microorganisms in the air that man breathes help explain the frequency of these infections. Some of
these are particularly pathogenic microorganisms and reach healthy subjects even at low
concentrations.® The airways are particularly vulnerable to infections. Microbial agents suspended in
the air expelled by infected patients can subsequently be inhaled or aspirated in the oral cavity of
uninfected people.ll The inhalation of contaminated particles causes the pathological process,
decreasing natural defenses favored by cold, smoking, asthma, and cystic fibrosis immunosuppression.
Respiratory symptoms due to bacterial bioaerosols are cough, sputum, irritation of the nose and throat,
runny nose, sneezing, breathing difficulties, chest pain. It can also manifest as rhinitis and allergic
bronchitis and asthma.*

The origin of the airborne bacterial contaminants

We almost know that the outdoor air content impacts on the composition of indoor air. Recently Adams

etal.,!® compared settled dust within homes (indoor) to settled dust on a balcony (outdoor) they showed

that the bacterial species richness was higher outdoors than within a home. However, what was also

noted was that the bacteria present within the indoor samples predominantly came from the inhabitants

residing within the home. The outdoor bacterial taxa were present within the indoor samples; for all

that the reciprocal is not true.®

Indoor occupants

In modern societies, most of people are more likely to spend their time indoors.*® Every person is known
to maintain their own microbial “fingerprint”.}’ This “fingerprint” is then shed to the indoor environment
through skin surface contact, skin shedding and respiratory activity.'® In fact, humans carry 10%?
microorganisms on their epidermis, 10 microorganisms in their alimentary tract, and many of bacteria
in their respiratory tract and saliva, so humans might be one of the main sources of bioaerosols in the
indoor environment particularly in poorly ventilated or densely occupied environments,®202!
Respiratory activity and daily skin shedding cells contribute to load bioaerosols in the built environment.
Occupants can impact indoor environments through the simple presence of their bodies and person can

influence the indoor microbial content in several Ways.22 Firstly, humans act as a vehicle that tracks in
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organisms that are found within soil or plant material and outdoor surfaces with their shoes, clothing
and hair.2?4 Secondly, the routine activities, such as opening windows, cleaning and using air
ventilation systems, will have an impact on the indoor microbiome. Lastly, the human microflora serves
as a reservoir that can contribute to the indoor microbial content via body fluids and body surfaces.?®

The skin is among the most dominant source of the human body and can highly contribute to the indoor
microbiome. Furthermore, human skin can be colonized by many aerobic viable bacteria

(approximatively 10* different viable aerobic bacteria), it can be continuously undergoing renewal, and

being shed everyday as flakes, thereby releasing the skin colonizing bacteria into the environment. 22

|26

Recently, Qianeta proceeded to the quantification of microorganism emission rates and they found

3.7x10 7 bacterial genome copies emitted per person-hour. The estimation of mass emission rate was

~30mg per person—hour.27 Barberan et al., 28 concluded that the composition of the bacterial
communities found in indoor dust is more strongly influenced by the number and types of occupants
living in the homes.

Human presence is not the only element that affects the total airborne bacterial load; it additionally
affects the community structure.?>23:30 Furthermore, Meadow et al.,3° concluded that ventilation
and occupancy influence significantly the indoor air microbial communities.

In fact, where we may think that community structure in indoor was scrupulously intertwined with that
of outdoor air, the abundance of human —associated bacteria was over two times more important in an

occupied indoor environment.

Human flora is described in Table 1. As reported by Barberan et al., 28 males and females may have a
distinct role in the distribution of airborne bacteria in indoor environments. In fact, according to the
female/male ratio their occupancy generates different airborne bacterial strains inside homes.

3In study showed that the microbial agents presents on hands, feet and in noses of occupants appear
like the microbial agents found in their homes.®! Other studies showed that an increase in bacterial
biochemical markers in the dust collected from an occupied classroom was due to the presence of school
children.3? Furthermore, dominant bacterial species such as Propionibacteria, Streptococcus,
Staphylococcus and Corynebacterium were identified in dust from nursing homes.?> One study

investigated the comparison between the bacteria diversity from unoccupied homes to that of occupied
homed. The results revealed that the settled dust present within unoccupied homes was dominated by

Gram-negative bacteria, especially Proteobacteria (predominantly found in outdoor environments). 33

Conversely, the indoor microbial communities present within the occupied homes were dominated by
Gram-positive bacteria (Predominantly from the phyla Actinobacteria and Firmicutes).

Indoor pets
The presence of pets (in particular, the presence of cats and dogs) influence the indoor dust bacterial

contaminants.® Pets track in outdoor materials like soil, water, plant material, and faeces, They act as
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vehicles and are considered themselves as reservoirs, where the bacteria and the fungi associated with

the animal is shed within the indoor environment.2>

Various studies have shown that bioaerosols and dust particles emitted by dogs and cats are healthful
to infant.3*3536:37 Barberan et al., 38 investigated the role of dogs and cats in the manner to elaborate
the indoor microbiome (Table 1). The authors could determine, with DNA sequence based-methods,
that certain house dust communities were associated with pet ownership.39 This study revealed that
either animal behaviour, or animal owner behaviour in the context of movement between indoor and
outdoor environments, may be a contributing factor when studying the indoor bacterial environment.
In fact, pets’ responsibility to increase the exposure to resuspended dust simply by their different
movement is no excluded.

Studies have shown that there is a proportional relationship between the presence of pets (cats or dogs)

and the increase on endotoxin levels within several homes.*® The bedroom and living room floors were
associated with the higher concentrations.*! These results were like those of Thorne et al.,42 Few studies

have used molecular techniques to measure the impact that pets have on the indoor environment, 3943
However, animal fecal material, hair as well as skin could possibly contribute to the indoor bacterial
environment.18

Dust resuspension in indoor air

Indoor air is made up of more than 60% of dust resuspension.***° Dust is described as the dispersed
distribution of solid material in the gas phase, especially in air. It is found almost everywhere in
residence. House dust is very heterogeneous because of its varying sources and consists of variety of
organic and inorganic particles such as fibers of different sizes. Microorganisms have been found at
highly variable concentrations in household dust ranging from undetectable to 10° cells.g™.?® Recent
studies have reported a significant diversity of bacterial communities in house dust. Gram positive and
skin-associated bacteria are the main dominating and including 112.10% phylotypes (across samples
from ~1200 locations). Actually, most abundant bacterial found in household dust are Actinobacteria,
Staphylococcus, Corynebacterium, Firmicutes, and Lactococcus. 46:47:25.38.28

Due to their higher settling velocities, certain bacteria tend to be associated with larger vehicle
particles and therefore can be enriched in dust. While, the probability of the resuspension of bacteria
that are associated with the vehicle particles of smaller size remains highly important.

Occupants can cause the fact of dust resuspension just by walking.*® A study has shown that, when two
people were walking in a same room, the resuspension emission rates of PM2.5 and PM5 were as high
as 0.5 and 1.4 mg.min respectively.*® Qian and Ferro “® reported high dependent relationship between
resuspension rates and flooring types. They concluded that vinyl tiles show significantly smaller particle
resuspension rates than a carpet. Additionally, there are many activities that produce and increase
resuspended particles including bacteria eventually, such as making the bed, vacuuming and folding
clothes. According to Knibbs et al., *° 4.10* bacterial genome copies per minute were define as a median
emission rate from measurements of 21 vacuum cleaners. Vacuum cleaner bags can also transmit
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considerable amounts of bioaerosols, especially airborne bacteria. Therefore, they constitute a
significant source that is often misrepresented. However, this source should be highlighted by
assessments of cases of allergies, asthma or infectious diseases.>!

Even being asleep, occupants can generate resuspended bacteria. In fact, they spend more than 30% of
their time sleeping on a mattress which contains abundant bacterial agents and other microorganisms.>2
As reported by Cohen and Positano 2 dirty clothing has a significantly higher dust resuspension rate
than clean clothing. Briefly, after the deposition of airborne bacteria on surfaces, it would be difficult to
assume that they have been permanently removed from the indoor air because there is great probability
whether resuspended in the air. In fact, Tringe et al.,*® showed that the bacteria living on the skin of
individuals inhabiting a particular space define the microbial community observed in air samples taken
from that same space. Given that, the average human sheds approximatively 1,5 million skin cells an
hour, carrying with them approximatively 15 million bacterial cells, humans clearly contribute to indoor
microbial diversity.®® Although few molecular studies have directly investigated the impact of pets, it is
expected that animal skin, hair, fecal material, even saliva and possibly fleas all may contribute
significantly to microbial communities associated with indoor surfaces and air.®

Outdoor air: Contributor of bacterial house dust

Outdoor particulate matter (PM) can be found in indoor air. Although, most human exposure to these

PM of outdoor origin happens in indoor environments.>* Thereby, outdoor PM could have certain

influence on indoor PM.%°:56 Furthermore, distribution risks of airborne bacteria in the indoor

environments increase in naturally ventilated homes. In this regard, we cannot assume all bioaerosols
moving through the eventual pathways that may borrow to reach indoors, eventually in through open
windows and doors.

The collection and analysis of bacterial aerosols

The study of bioaerosols is subjected to the constraints of collection systems and the associated
analytical tools. Although the techniques of sampling have no difficulty of use a priori in other
environments (the soil or the water), it remains a key step when it comes to study the air and especially
the air in indoor environments, which makes the study of its health impact difficult.

Culture on agar plate has long been the standard for the study of microbial air content method. It does
not require the collection of large volumes of air while providing access to both quantitative and
gualitative information but provides access to only a tiny fraction of the bacterial diversity. However,
using of molecular tools for the analysis, collection must allow sampling of larger volumes. In addition,
sampling of large volumes of air also allows obtaining a representative part of the indoor environment
investigated.Moreover, it is difficult to see if bacteria are naturally present in the air or if it is a transient
population not adapted to oligotrophic environment in which it is located, since, in general, the culture
media commonly used for the measurement of cultivable microorganisms contain a thousand times

more carbon per unit volume that can generally find in most environments tend to oligotrophic (1-15
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mgC.1").5"3 A common alternative is to use a diluted form of conventional media to search for

oligotrophic organisms.58

Usually, the study of bacterial aerosols begins with the collection. Many techniques have been
evaluated and developed to collect, identify, and focus microbial aerosols. There are common
parameters to be considered in the collection and analysis to achieve later. This is the biological
effectiveness (for methods of culture) and the cut-off diameter (d50) which is defined as the particle
diameter at which there is a 50% collection efficiency.>®

The collection efficiency for small particles increases as the cut-off diameter decreases. This
parameter is essential both from the analysis by culture or during molecular studies.

To sample bacteria in the air, there are several methods. There are four broad categories based
collection device : impaction on solid medium, impaction on liquid medium or "impingement", the
filtration, and the dust collection (vacuuming).

Sampling by impaction on solid medium

The impaction aims to separate the particles from the gas in which they are contained, thanks to the
inertial properties of the latter but also the physical characteristics of the device used. In this kind of
sample, air is drawn through a gate which may be comprised of calibrated orifices (10 um) which
allows the acceleration of the flow and then directed onto a surface target (collection or carrier medium
agar).eo'61 The impaction occurs when the particle due to its inertia away from the power line and hits
the nutrient medium. A compromise is necessary to have sufficient speed to collect the smallest
particles, while ensuring the maintenance of the viability of the bacterial cells. The particles which are
sufficiently resistant to the rate of change then come to impact on the target surface.

The exhaust air flow rejects the particles of low inertia. Most often, this media collection can be a solid
or semi-solid agar contained in a petri dish, but other areas may be considered for further analysis, for
example, a slide for microscopic observation. The agar used obviously depends on what type of bacteria
should be detected. Usually, for bacteria detection, impactors may consist of a single-stage impinger
which, as their name suggests, are formed of a single set grid / collection medium.

In addition, the impaction can cause an underestimation of the number of colonies counted on the
environment. Indeed, many microorganisms can overlap or get aggregated on the Petri dish and thus
form colonies combined. Thus, the correction factor of Feller can be applied. This factor is applied as
a few colonies can cross the same hole of the grid whereas other holes will not be crossed by any
microorganisms.

Sampling by impaction on liquid medium or "impingement"*

When sampling by impactors liquid medium (also referred Impinger), air sucked through a tube is
propelled into a liquid medium or on its surface. The solutions for fluid collection are diverse; it may
be sterile water only as a physiological solution added with agents to protect bacteria from various

attacks suffered by sampling. In other cases, it may even be nutrient media. Bacteria pass into the
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collection fluid, which can be directly spread on the nutrient media or can be filtered. The filter is then
cultured to enumerate colonies formed. This method limits the stress due to mechanical shocks that may
induce impaction or filtration systems even if the impaction on the liquid surface can affect the integrity
of the bacteria. That is reason cyclonic collectors were developed for driving the microorganisms in a
cyclone limiting the deleterious effects of the impact on air/water interface. However, as with the
previous method, the presence of cell aggregates, dispersed or not, do not achieve by growing a
representative estimate of the number of microorganisms. The use of a fluid collection limits the
sampling time. Indeed, it is possible to show the phenomena of re-aerosolization and multiplication of
microorganisms, and a loss of cell viability.62 In the literature, several types of bio-collectors are
described including the Coriolis u (Bertin Technologies, France) which has a lateral air inlet disposed
at the end of a stick. During sampling, the air induces a cyclonic movement of the collection medium
contained in the collection tube. By centrifugal force, the air contained in the compounds is directed
towards the walls of the manifold, thus leaving the gas phase to concentrate in the liquid medium.
Different collection mediums can be tested: the one provided by the manufacturer, phosphate buffered
saline added of Tween 20, medium based on Triton X-100. Tween 20 and Triton X -100 are surface
active agents which will increase the dispersion of the bacteria in the medium. Thus, the efficiency of

sampling and homogeneity of the sample obtained is improved.63

The collection efficiency is also dependent on the speed and the suction time, and the diameter of the
suction port. The recommended maximum sampling speed by the manufacturer is 300 | minL,

Sampling time can vary from 1 to 10 min for this type of device.

Filtration

This collection consists of passing air through a filter that will retain microorganisms.64 The bacteria
can then be retained on the surface or inside of the filter can be varied in nature depending on the desired
analysis (in soluble gelatin filters, glass fiber, polycarbonate, polyvinylchloride, cellulose, fiber filter
glass ...), and the pore size depending on the microorganisms to collect (0.2 microns for bacteria). The
membrane used is based on the analysis to be performed. For example, for analysis by epifluorescence
microscopy, the choice will be a black polycarbonate membrane while a glass fiber membrane is used
for a determination of endotoxins. Moreover, the analysis can be performed directly on the membrane
or after the microorganisms retained by thereof have been unhooked.

Nevertheless, it has been shown that the composition of the filter influences the cultivability; it is the
same for sampling time, if it is too long, increases the drying, reducing the viability of species
susceptible to stress.%® For these reasons, this technique is rarely used for analysis by culture.

Dust collection

Dust can be analyzed to determine the presence of bacteria that have accumulated over time, and that
may have been airborne. Furthermore, different techniques can analyze dust.
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Dust found in livestock buildings is composed of a multitude of organic substances, and sizes of various
shapes. This organic dust consists of food fragments of dried feces, hair, feathers, insects, skin cells,
pollen, mold, viruses, and bacteria. Endotoxins produced by bacteria, are generally potent allergens
causing immediate or delayed reactions bronchopulmonary level, causing breathing problems.

Indoor, dust is usually collected with vacuum cleaner, but this collection is dependent from the type of
carpet, humidity and the characteristics of the house.5¢ But, the time of accumulation of dust is usually

not known, neither the amount of dust that can be inhaled after resuspension. To be more representative
of the inhaled fraction of dust, passive airborne dust collection methods, such as electrostatic dust
collectors, may thus be a low-cost means of assessing long-term bacterial exposure in standardizing the
time and the surface of dust accumulation.®

Sampling strategies are different and specific of each indoor environment. At hospital, surface and air
sampling are generally used to assess the contamination. They have also been useful in dwellings to
assess the exposure and evaluate the biodiversity. Nowadays, air sampling is the most commonly used
technique in indoor environments, as it provides a better characterization of the airway exposure.67'68
Table 2 presents the advantages and limitations of the different collection techniques.

Analysis of samples by culture

Before the low diversity of morphologies observed in microorganisms, the limits of microscopic
observations appeared very quickly. In 1881, Robert Koch (1843-1910) overthrew microbiology by
developing techniques for isolation on solid medium, thus improving the identification of bacteria.
Methods based on culture can identify bacteria with known growth requirements. Indeed, they are
based on the ability of microorganisms to grow on artificial medium under nutritional conditions
(organic matter, minerals ...) and physical (temperature, relative humidity, pH ...) previously
identified.

The major advantage of these methods is the demonstration of the viability of the microorganisms in
the environment. This approach generally involves a step of isolating pure cultures, sometimes
preceded by an enrichment phase to foster the growth of a particular microorganism. Morphological
and physiological characteristics of the strains isolated by culture are references on phenotypic
capabilities of non-isolated species phylogenetically close to these strains. The description and
classification of microorganisms based on their phenotype (morphology, physiological activities,
composition of ecological niches occupied or walls) provide little information about the evolutionary
relationships linking them.5?

Although traditionally used for the study of microorganisms, culture techniques on Petri dishes have, as
microscopic observations, their limits. Indeed, number of studies show significant differences between
the results of culture and microscopy counts.”” The development of molecular tools has led
microbiologists to reconsider their view of the microbial world. In fact, classical microbiology

techniques lead to a partial view of the microbial communities of an ecosystem promoting compliance
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cultivable microorganisms, this suggests that a clear majority of the "real” diversity could be ignored if
one focuses exclusively on culture methods. These differences can be explained by: 1) the difficulty

indesesese reproducing the exact conditions of a medium, including the relationship between
microorganisms (parasitism, synergy, commensalism ...) and / or with all environmental parameters,71
2) the presence in any habitat, microorganisms present in a dormant state, also called non-culturable

viable state. This is made of cells that have lost their ability to multiply but still have a cellular activity.72

These cells may in appropriate circumstances be newly culturable.”® Many studies have shown that most

pathogenic bacterial species to humans (eg Campylobacter, Helicobacter pylori, Legionella

pneumophila, Vibrio cholerae, Mycobacterium tuberculosis, Listeria monocytogenes, Salmonella

spp....) could exist as viable bacteria but not culturable.”4 776

In contrast to methods of culture, there are molecular tools to detect these viable non-culturable
microorganisms. However, culture is defined as the foundation of the foundations of our knowledge. It
remains the reference technique for the study of microorganisms in the environment; it is preferably
used in the regulatory framework.

Molecular tools

Despite the development of molecular tools for over 30 years, few studies have focused on the
diversity of indoor air bacteria (bacteria of indoor air environments) by independent culturability
methods.

Polymerase Chain Reaction

Following the development of molecular biology tools in the years 1960-1970, molecular methods
have become essential for the identification of microorganisms.

The targeted amplification of DNA in vitro by PCR (Polymerase Chain Reaction) permits access to the
genes and their nucleotide sequence. This enzymatic reaction allows amplification of multiple copies
of a DNA sequence (in general a specific gene or gene portion). PCR is the easiest and fastest way to

get sufficient amount of DNA template. The key step is the design of primers because they will target

the DNA sequence of a specific microorganism, a microbial group or a gene function.”’

The primers used for PCR detection of bacteria are of two types: universal when targeted one of the
three domains of life (Bacteria and Archaea) or specific when targeting a gene whose sequence is
conserved among a "group™, a "genus" or "species"” as phylogenetic terms.

The use of PCR overcomes the bias associated with the culture of microorganisms. It allows the
development of several tools especially with the use of the 16S rRNA as a molecular marker of the
present case.

However, it is not free of bias. Among them, we can distinguish: 1) the possible contamination of
reagents and amplification of contaminating DNA, "8 and so the detection of false positives,’®80 2) the

preferential amplification of some sequences including those related to the copy number of the
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operon,31:82:83 3) the pseudo universal primers®#8° 4) the risk of false negatives associated with the
presence of inhibitors of the polymerases present in the sample.86
A careful examination of the results must be performed to avoid these biases. 8788 Moreover, as the

culture media condition the detection of certain microorganisms, the primers are made from known

sequences and directly influence the detection of new sequences.

Often, PCR is only a preliminary step. The amplification products may be stored and used in the
identification or quantitation of one or more microorganisms or in population analysis by using nucleic
acid probes, molecular fingerprinting techniques, or molecular inventories.

Quantitative real-time PCR

Quantitative PCR (QPCR) is a variation of the PCR. Unlike “classic” PCR, it allows through a
fluorescent probe to measure in real time the amplification of a DNA fragment, and thus to quantify
the presence of the initial DNA in the sample. Increasingly applications are developed using this
technique especially in the medical field, but also in microbial ecology or its sensitivity and
reproducibility represent certain advantages.

Quantitative PCR represents a method of choice for a quantitative view of airborne microorganisms and
especially bacteria from indoor air.8%°° Nevertheless, there are few global analysis of bacteria in the

air, especially in indoor environments.?92 I

is therefore difficult to make comparisons with the data
we already have by culture. Although quantitative PCR has been widely used in other environments
(water, soil) or on clinical studies,? in the air its use has been limited to the detection and guantification

of microbial genera (Aspergillus, Penicillium ...),%%%°

or species of interest to public health
(Escherichia coli, Bacillus anthracis, Aspergillus fumigatus, Stachybotris chartarum, Alternaria
alternata, Salmonella ...),%6:°"%8 By cons, it is often cited, combined with molecular analyzes including
in the collection of large volumes of air needed for microbiome studies. ®8418 Some recent studies have

been performed on samples of air from various types of industries. Two studies published in 2008 have
focused on quantifying the total bacteria concentration in the air of several treatment plants as well as

in poultry.9-92 The concentrations are higher in poultry (between 7,7.107 and 1,3.10%ells m™) than in
the different treatment plants (between 2,8.10° and 3,2.10° cells m™). Cayer et al.,°! used quantitative
PCR to estimate the concentrations of airborne Mycobacterium species in peat moss processing plants.
More recently, Nehme et al.,' evaluated the total load of bacteria and archaea in pigsties. They obtained
values of up to 102 bacteria m™ and 102 copies of 16S rRNA m™ of air for archaea.

If exposure to bioaerosols workers is the subject of some research, the study of airborne bacteria in
indoor environments, particularly in habitats, on other hand is poorly documented.

Ribosomal RNA and NGS

The sequence of the ribosomal RNA (rRNA) is particularly useful for the identification of organisms due
to its high level of information, its preserved nature and its presence in all types of prokaryotic

microorganisms or archaea.1® In addition, the ribosomal DNA (rDNA) 16S (in prokaryotes) had the most
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appropriate size for the techniques used at the time. Moreover, the rRNA is essential for protein synthesis,
their presence is universal. The rRNA is homologous in all organisms. Their function is retained, in
addition to their sequence is large enough to achieve multiple phylogenetic analyzes. The pace of
change is slow because the selection pressure exerted on rRNA is only slightly subject to changes in

the environment. They consist of an alternation of highly conserved sequences and variable

sequences. 101

Currently, although there are other marker genes, the sequences of 16S rRNA are the most used in the
case of microbial phylogeny analysis. Reference guide the prokaryotic taxonomy, Bergey's Manual of

Systematic Bacteriology, adopted the 16S rDNA for classification of prokaryotes, replacing the

traditional phenotypic characterization.'%?

Development of culture independent methods based on 16S rRNA gene, used in combination with
phylogenetic analyzes revealed a significant share of unknown or uncultivated microorganisms, including

complete new divisions of bacteria. While, in 1987, the number of bacterial phylum was estimated at 12,100

d70

in 1998, 36 branches were identifie and finally 52 in 2004. The first branch was based on analysis of

cultured microorganisms (cyanobacteria, spirochetes, and gram-positive bacteria). However, there are limits
to this approach. Phylogeny based on the study of the rRNA gene does not allow access to all the information,
including those dealing with cellular functions or biochemical activity of microbial groups in the
environment.1>4%24 These studies were used to show that human and animal occupancy is associated to the
diversity and load of bacterial cells indoor.2%:1540:24
Technical challenges and outlook

Culture of environmental bacteria

Most available culture systems for bacteria allow detection of aerobic gram positive or negative, but
mostly detect gram positive bacteria. These bacteria are well growing on the culture medium used.
Recently, molecular methods have shown that gram negative bacteria and especially faecal anaerobes
are major components of bioaerosols in agricultural settings.1%>11, These environments have been
particularly studied due to professional risk of disease. Indeed, the potential impact of these bacteria
on respiratory health is often underestimated, with many studies instead focusing on endotoxins, a
well-described component of bioaerosols, known to be an aetiologic factor of several bioaerosol-
associated diseases. 446195 This suggests that culture mediums used to detect bacteria are not well

suited to environmental bacteria and need to be adapted.

Non culturable bacteria: an underestimated health problem?

Over the past ten years, studies using molecular methods for the detection of airborne microorganisms
have revealed that non culturable microorganisms are considerable constituents of bioaerosols. The
importance of the application of these methods was illustrated when they were used in the discovery of

significant amounts of archaea present indoor.106 Newly described bioaerosols components such as
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these could be a factor in several bioaerosols-related diseases with unknown.1%7 For example, chronic
bronchitis or chronic obstructive pneumonia disease are prevalent in people who work in swine barns
or dairy farms,198199 hut the definitive cause has yet to be clearly identified. It is therefore important to

use several detection approaches, and especially non-cultivable testing.
Next generation sequencing: the solution to identify the culprits?

Some studies have successfully applied pyrosequencing in talking various questions about indoor air
microbial communities.?>119111:112 The data obtained have demonstrated the presence of all microbial
domains (Bacteria, Eukariya and Archaea). Examination of these data reveals a bacterial diversity which
differs from that observed using culture methods: bacterial diversity is largely dominated by
Proteobacteria. There appears to be a diversity specific to indoor air. In terms of the health risks associated
with the presence of pathogenic species such as Propionibacterium acnes, Staphylococcus spp.,
Streptococcus spp. or Stenotrophomonas maltophilia. The pathogenic species found in air are often
associated with nosocomial infections (Acinetobacter baumanii, Clostridium jejeikieum, etc.)

and respiratory infections (Mycobacterium spp). Adverse health effects have also been associated to water
damage and linked to poor ventilation or aeration.*31* So, NGS may be used to identify the

bacteriome associated to these health effects.

Conclusion

Extensive qualitative description of bioaerosol components in numerous indoor environments is
necessary to better understand their health impacts on humans. If we are to have a better overall
understanding of bioaerosols, particularly in indoor environments, it is necessary to conduct studies
that characterize the entire population of bioaerosol communities, which requires careful selection of a

range of detection methods.
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Table 1 : sources of bacterial aerosols
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Sporosarcina spp
Moraxella spp
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1113
1113

115
1116

1117
1118
1119
1120
1121
1122
1123

1134

Table 2 : collection techniques

Collection Advantages Limitations References
techniques
Impactionon - Economically feasible - Exclusive to culture-based 1,234,567
solid medium  samplers due to their low methods

costs. - High risk of overloaded plates

- Largely used due to which make enumeration difficult

their autonomy and their  due to the underestimation of

simplicity of use overlap of colonies

- Collect directly - When sampling, the air flow rate

bioaerosols on agar can influence efficiency

media

- No need of post-

sampling processing

- Sample analyses by

culture assays provide

data regarding the

quantity of culturable

bacteria

- Several commercially

impaction samplers are

available for the

inhalable fractions of

bioaerosols
Impactionon - Technique used - Sampler must be sterilized after 28910
liguid medium frequently each sampling
(Cyclone) - Less overloaded plates - High risk of loss due to the

- Less physical stress for evaporation of the liquid

the microorganisms - When sampling, the air flow rate

can also influence efficiency

Filtration - Technically simple and - The process of post-collectionis 1213

economically feasible

- The enumeration is
directly applied after the
technique without any
restriction

essential for the quantification of
colonies

- High risk of overloaded filters in
certain highly contaminated
environments

- High risk of dessication of

112 Microorganisms on the filters

Dust collection
cost means of

assessing

- Electrostatic

- Easy to use and low-

long-term bacterial
dust collectors  exposure in standardizing
(EDCs) the time and the surface
of dust accumulation

comparable to other

techniques
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- Less number of microorganisms
comparable with those recovered
using sampling methods
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1129

1130
1131
1132
1133
1134

1138

1137

1138

1140

1143

1143

1144

1146
1147
1148

1148

1151

1154

1154

1158

1157

1188

1160
1161

1163

1164
1165

1169

1168
1158
1171
1172

1173
1175

1179

1178
1168
1181
1182

1184

1185
1186
1188
1190
1191

1193

1194

1198

1197

1188

- Household - Easy to use - Detect only settled bacteria 20,21
vacuum - Provides much load of - Bacterial fate in dust is little

cleaners with  bacteria known

or without

collection filter
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[Il.  Obijectifs de la these

1. Contexte de la theése

Comme indiqué plus haut, I'exposition aux bactéries en environnement intérieur semble étre

associée a I'aggravation des pathologies respiratoires.

Un premier travail de master 2 a été consacré a « débroussailler » le sujet par la
comparaison de deux outils de collecte d’air : le Samplair (AES Laboratoires, Bruz, France),
impacteur sur milieu gélosé et le Coriolis (Bertin Technologies, Paris, France), impacteur
cyclonique en milieu liquide. Trois types d’analyses ont également été évalués en paralléle :

la culture, la gPCR et le séquencage haut débit.

Les deux biocollecteurs ont présenté la méme efficacité de collecte. En effet, les
concentrations en flore cultivable évaluées par Coriolis 4 se sont révélées fortement corrélées
a celles obtenues par Samplair, redémontrant ainsi son efficacité de collecte (Méheust et al.,
2012). Cependant, les résultats obtenus avec I'impacteur en milieu gélosé ont montré une
prédominance des bactéries a Gram positif dans la composition de la flore cultivable sur gélose
ordinaire, comme décrit dans la littérature (Madsen et al., 2012). La présence de microcoques
a été constatée dans tous les préléevements aprés incubation. L'espéce Micrococcus luteus
(Gram +) était la plus importante en nombre parmi la flore bactérienne cultivable pour les
essais au laboratoire. Les genres Pseudomonas et Staphylococcus ont également été
retrouvés dans tous les prélevements d’air. De nombreuses espéces composant la flore
retrouvée dans I'air intérieur sont d’origine commensale (Madsen et al., 2012). Une technique
PCR en temps réel (g-PCR) de type SYBR Green a été développée pour la quantification de
la flore totale bactérienne dans l'air. Elle repose sur 'amplification du géne codant pour 'ARN
16S des bactéries. Cependant les premiers essais se sont avérés décevants avec une limite
de quantification haute entrainant un nombre important de résultats inférieurs a cette limite. Il
faut cependant noter que, pour les valeurs élevées de contamination, il a été possible de
déterminer un coefficient de corrélation moyen entre la détection par qPCR et par culture de
18, soit de I'ordre d’'un log décimal ce qui est assez souvent retrouvé dans la littérature (Ervin
et al., 2013).

Une premiére analyse par pyroséquencage a également été réalisée. Pour ce faire, dix-sept
aliquots d’ADN obtenus a partir d’échantillons de prélévement d’air par Coriolis au sein des
logements ont été séquencés. Les résultats montrent une fréquence élevée de Burkholderia

(pratiguement 50% des séquences détectées dans 7 logements analysés), et moindre pour
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Pseudomonas, Micrococcus, Staphylococcus and Ralstonia (proche de Burkholderia).
Stenotrophomonas un important pathogene a été détecté dans plus de la moitié des logements
de méme que Acinetobacter baumanii détecté dans 3 logements. A noter qu’une étude parue
récemment (Gaulzere et al.,, 2014) a montré la stabilité de la population bactérienne de l'air
intérieur dans un environnement particulier : le musée du Louvre. Elle démontre une
prépondérance des actinobactéries, alphaprotéobactéries, gammaprotéobactéries et
Firmicutes. Lee et al., (2010) avaient recensé une diversité équivalente en mettant en
évidence une prédominance de Proteobacteria, d'Actinobacteria, de Firmicutes et de

Bacterioidetes par analyse RFLP.

Considérant la difficulté de [l'utilisation des prélévements d’air pour déterminer la flore
bactérienne de I'habitat, nous nous sommes intéressés aux poussiéres comme matrice

accumulant la contamination bactérienne.

Un deuxiéme travail de master 2 s’est alors focalisé sur I'utilisation de lingettes électrostatiques
comme outil de prélévement, et en particulier a la phase de récupération des bactéries
adsorbées sur les lingettes. L'optimisation du traitement des échantillons générés a été menée
en plusieurs étapes durant lesquelles 3 paramétres ont été testés : la composition du tampon
d’extraction et le mode d’extraction des bactéries a partir des lingettes ainsi que la marque de
lingettes électrostatiques utilisée. L'utilisation des souches bactériennes Escherichia coli et
Staphylococcus epidermidis a permis de travailler avec des concentrations de référence. Les
résultats quantitatifs obtenus, dans un premier temps par culture puis vérifiés par PCR
guantitative SYBR Green® ciblant un géne spécifique a chaque espéce, ont permis de montrer
la difficulté de décrocher les bactéries des lingettes et donc l'intérét limité d’utiliser cet outil de

collecte.

Par contre, la collecte active de poussiéres par aspirateur mérite d’étre investiguée. D’autant
plus que le laboratoire participe a deux projets de recherche pour lesquels des échantillons de
poussieres ont été collectés pour analyse de moisissures et d’allergénes. Le projet
Asthm’Child a pour but d’étudier les déterminants de I'asthme dans une cohorte d’enfants,
avec prélévement de 150 échantillons de poussiéres dans les logements. Le projet ECENVIR
a pour objectif d’évaluer I'action des conseillers médicaux en environnement intérieur mais
aussi de compléter leur intervention en utilisant les résultats des mesurages
environnementaux réalisés pour améliorer la qualité de vie des patients asthmatiques séveres
et proposer des mesures d’éviction ciblées sur les polluants identifiés. Le recrutement des cent

guarante patiens est en cours ainsi que la collecte d’échantillons de poussiére a leur domicile.
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2. Objectifs

L’objectif principal de la thése est d’étudier les moyens d’évaluer I'exposition aux bactéries en

environnement intérieur pour comprendre leur réle dans les pathologies respiratoires. Pour

cela, il s’agira de :

- améliorer les conditions d’analyse des poussiéres en laboratoire.

- étudier la contamination bactérienne des poussiéres récoltées dans les projets Asthm’Child

et ECENVIR en lien avec le statut respiratoire des occupants et les caractéristiques des

logements.

tes bactéries
survivent-elles
dans les
poussiéres
domestiques?

Exposition aux bactéries environnementales
dans I’habitat

Chapitre 2 :
La poussiére domestique comme un modéle pour évaluer

la contamination bactérienne dans I'habitat

Chapitre 3 :

Caractérisation du microbiome de poussiere domestique
de patients asthmatiques séveéres et de patients contrblés
non-asthmatiques : une étude pilote utilisant le

séquencage de nouvelle génération
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Résultats
Les travaux de thése ont donné lieu a la rédaction de ces articles :

Article 2 : Indoor dust as a template to assess indoor aerosol bacteria contamination.

Article 3 : Characterization of indoor dust bacterial microbiota in homes of asthma and non

asthma patients: a pilot study using next generation sequencing.
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Chapitre 2. La poussiere intérieure comme un modeéle pour évaluer la contamination

des aérosols bactériens

Introduction

Comme discuté précédemment, pour évaluer le niveau de contamination bactérienne dans les
environnements intérieurs, il est possible d’échantillonner I'air mais cela reste représentatif
seulement du temps et des conditions auxguelles I'échantillon est collecté. Pour remédier a
cela, des auteurs ont proposé de collecter la poussiére de maison comme accumulant pendant
des heures la contamination bactérienne et observer si elle peut étre plus représentative de

cette contamination a l'intérieur des habitats.

La littérature ne rapporte que peu de travaux sur la survie des aérosols bactériens dans les
poussiéres domestiques. Nos travaux ont pour objet I'étude de la survie des bactéries

déposées et accumulées dans les poussiéres domestiques.

Dans l'article 2, I'étude a porté sur le développement d’'une technique de contamination au
laboratoire des poussiéres de maison avec la flore bactérienne en laboratoire afin d’apporter
des informations sur le temps de survie et de quantifier les cellules viables présentes dans

des échantillons environnementaux résidentiels.
Résultats et Discussion

Dans cette étude, un protocole d’évaluation de survie de la flore bactérienne dans les

poussiéres de maison a été testé (Figure2).

Pour se rapprocher de la contamination naturelle de poussiéres avec des bactéries, deux
bactéries susceptibles d‘étre retrouvées dans I'environnement (Serratia marcescens et
Staphylococcus epidermidis) ont été cultivées sur le milieu de culture Trypticase Soja Agar
(TSA), mélangées avec la poussiére et séchées sur un filtre de polycarbonate sous des
conditions d’asepsie générales. Deux types de poussiéres ont été comparés : stériles et non-
stériles, pour évaluer le rble possible d'autres bactéries et la matiére organique sur la survie
de bactéries. Le premier point a mentionner est le fait que cette poussiére a un effet protecteur
sur des bactéries puisque les bactéries mises en contact avec la poussiére survivent plus
longtemps que celles qui ne le sont pas. L'effet protecteur de poussiere contre la lumiére et
en particulier le rayonnement UV peut jouer un réle important et peut influencer les niveaux
de survie des bactéries aéroportées choisies (Tang, 2009). Le deuxiéme point nous renseigne
sur le fait que cette survie est meilleure dans la poussiére non-stérile par rapport a la poussiére

stérile. On peut I'expliquer par la présence de matiére organique comme la source de
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substance nutritive qui peut étre dégradée par la stérilisation. Le contenu de la matiere
organique et inorganique varie d’'une poussiére de maison a une autre. Le troisiéme point
consiste en ce que les allures des courbes de survie sont les mémes entre Serratia
marcescens et Staphylococcus epidermidis. Cette similitude est étonnante car on aurait pu
supposer que les bactéries de type coques sont plus résistants aux conditions
environnementales défavorables en raison de la composition de leur paroi cellulaire. Un autre
point nous renseigne du temps de survie des deux souches bactériennes et qui est moins de
7 heures. Ceci est probablement di au taux d’humidité trés faible des poussiéres, il n’est que
de 6%. La capacité pour résister aux humidités relatives différentes (RH) change d'un genre
bactérien a un autre. Par exemple, Escherichia coli survit mieux a une importante humidité
relative (90 %), tandis que Serratia marcescens et Staphylococcus epidermidis sont capables
de survivre a un RH de 40 % (Nevalainen, 1989). La relation entre la survie de Serratia
marcescens et RH a été étudié et les auteurs ont trouvé une réduction du taux de mortalité
naturelle avec I'augmentation RH , ce qui démontre bien le besoin d’humidité pour la survie

des bactéries, méme environnementales (Lighthart et al., 1971).
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Abstract

The exposure of occupants of housing to indoor air pollutants has increased in recent decades.
But among microbiological contaminants, bacterial aerosols remain poorly studied and their
role in respiratory problems needs to be studied.

Scientific literature demonstrates the link between bacterial aerosol contamination and dust
bacterial contamination. As house dust can accumulate bacterial contamination and is easy to
collect we were wondering of the fate of bacteria on this matrix.

To address this issue, we selected a model of environmental Gram-negative bacteria and Gram-
positive bacteria and study the fate of Serratia marcescens and Staphylococcus epidermidis in
sterilized or non-sterilized household dust. Dust samples were contaminated by bacteria and let
drying on polycarbonate filters. In 2 hours 84% of the initial Serratia died in sterilized dust but
only 36% of non-sterilized dust. For Staphylococci, 66% of Staphylococcus died in sterilized
dust but only 48% of non-sterilized dust, showing a better survival of cocci than bacilli.
Bacterial fate was also studied directly in air, without dust. 92% of Serratia and 88% died in
1h.

Bacteria can survive in dust for a longer period than in the air. This could be due to the presence
of water and organic matter in dust, but also the protection of bacteria to UV by dust. In
conclusion, to study bacterial contamination indoor it is more interesting to investigate their
presence in dust as this matrix support a more important survival of bacteria than air and can

also accumulate the contamination over time.

Keywords: Indoor air quality, Bacterial aerosols, Household dust, Environmental health.
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Introduction

Indoor air quality is closely related to human health since most people spend nearly 90% of

lifetime in the indoor environment [1].

Airborne biological agents or bioaerosols constitute a very important problem of public health.
As part of the study of biological indoor air pollution and the occurrence of respiratory
disorders, the bioaerosols were the object of a lot of interest from scientists and public
authorities [2]. Moreover, as we spend most of our time in the indoor environments, we undergo
continuous exposure to these bacterial aerosols communities and we have a limited
understanding of their impact on human respiratory health. The bacterial aerosols can vary in
kind and in load according to the considered environment [3], environmental settings such as
the temperature, the humidity, the weather conditions or the season [4], the presence or absence
of the occupants and pets and the rate of air change in dwellings [5]. However, the presence of
an environmental reservoir has not been linked with respiratory illnesses. It has not been clearly

identified either any airborne bacterial genera likely to be at the origin of these pathologies.

The presence of culturable Gram-positive bacteria is much more abundant than Gram-negative
species when it comes to indoor air. The total bacteria in indoor air that can be cultured is
relatively small; for example, Flannigan B,McCabe E, Jupe S [6] found that < 1% of the total
bacteria burden in a set of houses was culturable [6]. From another point of view, number of
research studies concerned the issue of the fate of the bacterial aerosols, but we do not know

the mechanism of their determinants yet.

To assess the level of bacterial contamination indoor, one can sample air but this is
representative only of the time and the conditions at which the sample is collected. To address
this, authors proposed to collect dust which can accumulate bacterial contamination overtime

and so can be more representative of the indoor bacterial contamination.

As there is scarce literature on the survival of bacteria on dust, our study deals with the
assessment of the survivability of bacterial deposited on household dust. Serratia marcescens
and Staphylococcus aureus were used as models as they are both environmental bacteria. In
contrary to most of the studies which focus on the survival of bacteria on dust in liquid
conditions, we set up an artificial way of contamination of dust by mixing dust with bacterial

culture and let them dry on polycarbonate filters to mimic natural contamination of dust. To
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help to understand the survivability of bacteria in dust, we characterized the dust by its

physico-chemical composition and observed it by scanning electronic microscope.

Materials and Methods

Floor dust collection

500 g of dust was collected in personal vacuum cleaner bag (the vacuum cleaner was used at
home). Household dust was sieved in a 425 pum mesh metallic filter and stored at 4°C. For
further experiments, 50 g of dust were sterilized at 121°C for 20 minutes.

Physicochemical characterization of house dust
Dry residue at 105°C

The dry matter content is expressed as a percentage relative to the weight of the sample. The
measurement method consists in placing a sample dust in an oven at 105°C, until a constant

mass is obtained.

After initial experiments, it has been found preferable to dry a quantity of 3g of sterilized and non-
sterilized household dust that were incubated in triplicate each in silica capsules for 24h at 105°C
in incubator StabiliTherm EU 2-118 (Thermo Electron Industries SAS, France).

Capsules were then weighed on a Sartorius balance (Sartorius, France) accurate to 107 g, and
calibrated annually.

Ash contained at 550°C

Dehydrated dust samples were then placed in a temperature-controlled oven manufactured by
Nabertherm (Nabertherm, GmbH model: L9/11/ B180, Germany) for two hours at 550°C to
obtain the ashes residue.

Elementary analysis of carbon, hydrogen, nitrogen, sulphur and oxygen

CHNS-O elemental analysers provide a means for the rapid determination of the composition
of dust samples in carbon, hydrogen, nitrogen sulphur and oxygen in organic matrices and
other types of materials. The direct analysis of C, H, N, S, and O was carried out in triplicate
on about 1 mg of sterilized or non-sterilized dust by elemental analyser (Flash EA 1112,
ThermoScientific, France).

Semi Quantitative chemical composition of the house dust
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Energy dispersive X-ray fluorescence analyses (EDX) were performed to determine the semi
quantitative chemical composition of the dust samples (Rayny series EDX-800HS

spectrometer, Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan).

Scanning electronic microscopy analysis

The samples were observed using scanning electron microscopy (SEM) JSM-7610F (JEOL,
Japan). JSM-7610F is an ultra-high resolution Schottky Field Emission Scanning Electron
Microscope which has semi-in-lens objective lens. The JSM-7610F has a magnification of x
1,000,000 with a resolution of 1nm.

Samples of dust were plotted on stubs coated with carbon and observed without any further

treatment.
Bacterial strains and culture conditions

The environmental Gram-negative bacteria Serratia marcescens ATCC 14990 and Gram-
positive bacteria: Staphylococcus epidermidis ATCC 13880 were grown on Trypticase Soja
Agar (TSA), (Biomérieux, France) at 37°C.

The bacteria were cultivated overnight in 500 mL of TSA to obtain about 108 crUmL™L. The
average density of the suspension of bacteria (inoculum which was loaded on the polycarbonate
filter) ranged from ranged from 3.0 x 108t05.2x 108 crUmML™ depending on the strains. To

enumerate the suspensions, 100 pL of tenfold dilutions were titrated and plated on TSA and
incubated overnight at 37°C. Plates were then counted and the survival time of each bacterial
strain was determined.

Set-up for artificial filter contamination

A filtration set-up was developed and validated for the study to contaminate polycarbonate
filters with the selected bacterial strains. Firstly, 500 uL of bacterial suspension were added to
a 15 mL tube and 10 mg of dust were added to the tube, then 200 pL of suspension and finally
20 mg of household dust (figure 1). After 10 minutes of contact between the bacterial dilution
and the household dust sample, the suspension was transferred in triplicate to a polycarbonate
filter with a porosity of 0.45 um. The polycarbonate filters were transferred on empty plates
then let dried for 10 min, 30 min, 60 min, 120 min (2 hours), 300 min (5 hours), 420 min (7
hours), and 540 min (9 hours) under microbiological safety cabinet. All filters were transferred

to agar plates and incubated at 37°C overnight (figure 2). The number of bacteria
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was determined (CFU sample'l) using the plate count method. The survival rate (S) of the

environmental bacteria samples (Gram-negative bacilli and Gram-positive cocci) was
determined by the formula:

S = (N¢/No) x 100%,

Where No is the number of bacteria present on the polycarbonate filter at the time t = Oh (CFU

sample'l), and Nt is the number of bacteria present on the polycarbonate filter after 24h of
incubation (CFU sample'l) at 37°C.

Results
Physicochemical characterization of the household dust

The dry residue at 105°C of sterilized dust is at 950 g/kg, while it is at 940g/kg for the non-
sterilized dust samples.

The dry residue at 550°C of sterilized dust is at 696g/kg, while it is at 671g/kg for the non-

sterilized dust samples.
Chemical composition of dust

The average composition of the sterilized dust is 1,54% of nitrogen, 14,18% of carbon, 1,85%
of hydrogen, 1,26% of sulphur, and 6% of oxygen.

The average composition of non-sterilized dust is 1,86% of nitrogen, 17% of carbon, 2,22%
of hydrogen 1,11% of sulphur, and 3% of oxygen.

The organic matter represents on average 19% of sterilized dust whereas it represents 22% of
non-sterilized dust.

Semi Quantitative chemical composition of non-sterilized or sterilized dust is almost the

same. The major minerals in the household dust are silice (SiO2: 36,84% versus 38,24%

respectively), carbon (C: 17% versus 14,2% respectively), calcium oxide (CaO: 14,89%

versus 15,33% respectively), sulphur trioxide (SOs: 9,35% versus 9,3% respectively),

aluminium oxide (Al203: 8,64% versus 9,5% respectively), haematite (Fe203: 6,27% versus

5,77% respectively), potassium oxide (K20: 3% versus 2,99% respectively), and titanium

dioxide (TiO2: 2,6% versus 2,62% respectively).

It is not possible to make the difference between sterilized dust to non-sterilized dust. Fibers

and quartz particles are visible. Dust is composed of minerals of different size. It is not
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possible to distinguish elements that suggest the presence of bacteria in non-sterilized dust.

However, it is possible to see a star-shaped structure which is probably a seed.
Artificial contamination of household dust

For this study, triplicates were conducted and the mean of the viability of bacteria was
calculated. The viability is defined as the fraction of the number of viable i e culturable

microbes at time t over the number of viable microbes at t = 0.

The percentage of survival Serratia marcescens over the exposure time showed that from 0 to
10 minutes, there is a very small loss of viability on control samples but on exposed to dust
samples the loss of viability was 10%. From 10 minutes to 2 hours; 80% of viability was lost
in 30 minutes in control samples, whereas in exposed samples 2 hours are needed to reach the

same result.

After 2 hours of exposition, a gradual loss of viability was observed to reach the death of all

bacteria after 7 hours.
The percentage of survival Staphylococcus epidermidis over the exposure time:
From 0 to 10 minutes, viability is very little affected.

In two hours, there is a difference in viability since about 83% of bacteria are dead in control
samples whereas only 30% of bacteria associated to dust. This difference decreases to reach a

minimum in 7 hours.

From 0 to 10 minutes, in sterilized dust, there is a high loss of in viability (76%) of Serratia
marcescens without dust whereas when bacteria are in contact with dust the loss of viability is

only 22%. In one hour, the difference is even higher (95% versus 40%).
After 5h there is no more difference.

In non-sterilized dust, the difference between bacteria exposed to dust vs non-exposed is less
important, since in one hour, only 21% of control bacteria are viable vs 72% of the exposed to
dust bacteria. After 5h, for both control and exposed samples, the rates of viability were under
10%.
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Discussion

Bacteria may play a role in respiratory diseases acquired indoor. Certain studies showed that
dust can accumulate microbial contamination indoor over time [7-9]. House dust is a complex
mixture of particulate material of outdoor, indoor, anthropogenic, and natural origin. As dust
is supposed to be dry, this study explored the survival of bacteria on this matrix using an
artificial system of contamination. The objective of the study was to explore the possibility of
using the dust as an accumulator to assess bacterial contamination indoor by the mean of culture
experiments. To assess the possibility of bacteria to survive on dust it is important to
characterize its composition. There is a significant variation between particles in size and
composition [10]. Dust was sieved in a 425 pm mesh metallic filter to eliminate big debris. The
dry residue at 105°C of sterilized dust showed that water content of dust is 5%, while it is at
6% for the non-sterilized dust samples. It is in the same range than observed by Molhave (2.5+/-
1%) and the organic fraction range from 19% in sterilized dust to 22% in non-sterilized dust.
This is different from the 33% obtained by Molhave in samples collected in seven Danish
buildings [11], but if we add oxygen to the result we found 30 and 33% respectively. The
mineral composition of dust is reflecting the presence of soil and rock debris as seen in scanning
electronic microscopy, but also fibers and seeds. But we were not able to see bacteria in non-
sterilized dust. This may be due to the treatment of the sample that is not able to maintain the
structure of bacteria. A large diversity of size of the particles is observed showing the
heterogeneity of the samples. The major minerals in the household dust are silica highly
common in soils, calcium oxide, sulphur trioxide, aluminium oxide, haematite, potassium
oxide, and titanium dioxide. According to Fergusson [12], 45-50% of house dust comes from

soil and street dust, about 2-3% comes from tyre wear, cement and car emissions.

To mimic natural contamination of dust with bacteria, two strains of environmental bacteria
(Serratia marcescens and Staphylococcus epidermidis) were grown on trypticase soja medium,
mixed with dust and let them dry on polycarbonate filter under biosafety microbial cabinet.
Two types of dust were compared: natural and sterilized vacuum collected dust to assess the
possible role of other bacteria and organic matter on the survival of bacteria. The first fact to
mention is that dust has a protective effect on bacteria since bacteria in contact with dust survive
longer. The protective effect of dust against UV light can play an important role and may

influence the survival levels of the selected airborne bacteria [13]. The second point is that
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survival is better in non-sterilized dust. This point can be explained by the availability of
organic matter as source of nutrient which can be degraded by sterilization. The content of the
organic and inorganic material varies from dust house to another. The house dust from
kindergartens frequently consists almost completely of inorganic materials such as sand, loam,
and clay from sand pits. House dust from the residences of animal owners, also having heavy

abrasion of carpets, can consist almost exclusively of organic material [10].

The third point is there is no difference of survival between Serratia and Staphylococcus. This
IS surprising as one can suppose that cocci are more resistant to adverse environmental

conditions due to the composition of their cell wall.

Another point is that bacterial survival is low since it is less than 7 hours. This can be explained
by the dryness of the dust (94%). The capacity to resist to different relative humidities (RH)
changes from a bacterial genus to another one. For example, Escherichia coli survives better at
high RH (up to 90%), whereas Serratia marcescens and Staphylococci survive best at a RH
below 40% [14]. The relation between survivability of Serratia marcescens and RH has been
studied and the authors found a reduction in natural death rate with increasing RH, reaching

exceedingly low values at humidities above 80% [15], which is observed in this study.

Finally, survival of Serratia marcescens is better than the one of Staphylococcus epidermidis.
This is surprising as Hirai [16] studied the fate of different bacteria of nosocomial origin on
glass plate and cotton lint. He found that survival of Staphylococcus is more than 25 days and
that 50% of gram negative cells were viable after 7h incubation in dry conditions. Survival of
Salmonella in vacuum dust has also be studied by Haysom and Sharp [17]. They found that
Salmonella can survive for 60 days in dust but their experiment was carried out by mixing dust
with liquid medium which is very different to what really happen in the vacuum cleaner. But
an interesting point was that they could isolate Salmonella from dust collected in vacuum
cleaner bags, suggesting that it is able to survive in dry conditions. It was the same for E. coli
which was also collected in dust [18].

Survival has been defined as maintenance of viability under numerous factors. Less clear is
what constitutes « viability » and what constitutes « numerous factors» [19]. Historically,
Valentine R, Bradfield J [20] proposed the term « viable » to describe cells capable of
multiplying and forming colonies, but suggested the term « live » for cells showing signs of
viability, like respiration, even if the cells were unable to divide under the prevailing conditions.

This might lead one to consider that viable cells are not alive, which is obviously not so.
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Jannasch HW [21] suggested that, below certain threshold concentrations of substrate, two
strategies for survival were observed: (i) the ability to grow at low substrate concentrations and
(it) the ability to become temporarily inactive (nonculturable) but to survive. Living
metabolically active, bacterial populations exist that do not form colonies on agar plates in vitro
and therefore exhibit no « viable count ». The viable but nonculturable bacterial populations
cannot be enumerated by currently employed culturing methods, because the populations do
not grow on conventional culture media, but their quantification is possible by methods that do

not require culturing [22].

In conclusion, this study showed that viability of bacteria in dust is short. That means that to
study the composition of bacterial flora indoor, especially if dust is used as an accumulator of
bacteria, it would be better to use molecular approach like QPCR or next generation

sequencing.
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Figure legends

Figure 1. Protocol showing a combination that ensures maximum contamination of dust
matrices.

Figure 2. Protocol showing the survival time of bacterial strains.

Figure 3. Comparison between the dry residue at 105°C and the dry residue at 550°C of

sterilized and non-sterilized house dust samples.
Figure 4. Scanning electron micrograph showing composition of sterilized (up) and non-

sterilized (down) dust.
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Figure 5. Comparison of the percentage of survival Serratia marcescens between control
(bacterial suspension) and exposed (bacterial suspension with sterilized and non-sterilized
dust) samples over time using Wilcoxon test ; there is a significant statistical difference
between sterilized dust and control (p= 0,046) ; between non-sterilized dust and control (p=
0,028), and between non-sterilized and sterilized dust (p < 1073).

Figure 6. Comparison of the percentage of survival Staphylococcus epidermidis between
control (bacterial suspension) and exposed (bacterial suspension with sterilized and non-
sterilized dust) samples over time using Wilcoxon test ; there is a significant statistical
difference between sterilized dust and control (p= 0,017) ; between non-sterilized dust and
control (p= 0,035), and there is no significant statistical difference between non-sterilized
and sterilized dust (p=0,109).

Table 1. Chemical composition and elementary analysis CHNS — O of the sterilized and non-
sterilized house dust

Table 2. Semi Quantitative chemical composition of dust
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B39 Table 1. Chemical composition and elementary analysis CHNS — O of the sterilized and non-sterilized house dust
532

533

534

535

536

Designation Test sample (mg) % N % C % H %S % O % Organic % Total
matter Ashes

Non-sterilized dust 00,9513 1,86 17,00 2,22 1,11 8,18 22,18 69,63 100,00
SD 0,0938 0,11 1,36 0,15 0,08
Sterilized dust 1,0196 1,54 14,18 1,85 1,26 14,00 18,83 67,17 100,00
SD 0,4625 0,32 2,02 0,27 0,43

537

538

539 LOD < 0,06 % on CHNS-O

540

541 LOQ < 0,2 % on CHNS-O
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Table 2. Semi Quantitative chemical composition of dust

Analyte Non-sterilized dust (%) Sterilized dust (%)
SiO2 36.843 38.238
CaO 14.889 15.333
SOs 9.353 9.29
Al203 8.644 9.493
Fe203 6.272 5.771
K20 2.987 2.914
TiO2 2.591 2.628
P20s 1.352 2.096
Cl 0.811 0.778
Zn0 0.394 0.383
C 17.000 14.180
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Chapitre 3. Characterization of indoor dust bacterial microbiotain homes of asthma and

non asthma patients: a pilot study using next generation sequencing

Introduction

L’exposition des occupants aux contaminants des environnements intérieurs a augmenté de
maniére significative durant ces derniéres décennies. Son impact sur la santé respiratoire, en
particulier, le développement et I'exacerbation de la maladie asthmatique est bien établi.
Cependant, la difficulté de la caractérisation et de lidentification des communautés
bactériennes réside, non seulement dans sa diversité, mais aussi dans la présence des

facteurs influengant leur prolifération.

Dans l'article 3, nous nous sommes intéressés la caractérisation du microbiome domestique
en analysant 30 échantillons de poussiéres de sol de séjour recueillies dans des logements
de deux cohortes composées de personnes asthmatiques et non-asthmatiques. Ces analyses
métagénomques ont été effectuées a l'aide de la technique moléculaire dite du Next-
Generation Sequencing (NGS). Les méthodes culturales traditionelles étant limitées, elles
n’apportent pas assez d’informations sur la composition de la flore bactérienne dans I'habitat.
En effet, les milieux utilisés au laboratoire, en général, n’ont pas été développés pour I'étude
des bactéries environnementales. Le NGS permet de recueillir des informations sur la
structure des communautés microbiennes par I'extraction de I'ADN et le séquencage des
cibles des génes phylogénétiques (16S ARNTr) des échantillons environnementaux (Caporaso
et al., 2011).

Notre étude pilote s’est déroulée sur deux cohortes : la cohorte ECENVIR, composée de
personnes asthmatiques sévéres, et la cohorte Asthm’Child, composée de personnes non-

asthmatiques.
La cohorte ECENVIR : patients asthmatiques sévéres

La cohorte ECENVIR a pour objectifs I'évaluation clinique et I'étude de I'impact économique
de l'intervention de Conseillers Médicaux en Environnement Intérieur (CMEI) au domicile des
patients asthmatiques séveres. Cette étude a commencé en automne-hiver 2013-2014 et se
terminera en 2020. La derniere visite du dernier patient inclus aura lieu en décembre 2018.
Plus de 100 patients devront étre inclus, tous étant asthmatiques, et agé entre 7 et 60 ans.
Les patients inclus ont répondu a un questionnaire, remplis par le CMEI, regroupant un grand
ensemble de données sur leur logement. Les patients ont bénéficié de I'évaluation de leur
asthme selon le score GINA et trois bilans sont disponibles. Le premier a lieu lors de la

premiere visite du CMEI et le dernier lors d’'une deuxiéme et derniere visite, un an apres. 6
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mois aprés la premiére visite un autre bilan est effectué lors d’un rendez-vous médical. Des
prélévements de poussiéres ont été réalisés dans la chambre, le séjour et sur le matelas a

I'aide d’un dispositif de prélévement Dustream®.
La cohorte Asthm’Child : patients controlés non-asthmatiques

L’étude Asthm’Child concerne un échantillon de la cohorte mére-enfants Pélagie qui suit 3500
femmes enceintes incluses entre 2002-2005 en Bretagne. Le projet Asthm’Child vise a évaluer
I'exposition a des polluants chimiques et biologiques dans I'environnement intérieur pouvant
impacter la santé respiratoire des enfants. A I'occasion du suivi des enfants de la cohorte
Pélagie a l'age de 6 ans, 150 familles ont rempli un questionnaire détaillé sur les
caractéristigues du logement occupé et leurs habitudes de vie et des préléevements de

poussiéres au sol ont été réalisés dans le cadre du projet Asthm’Child.
Résultats et Discussion

Les résultats obtenus aprés l'analyse métagénomique des échantillons de poussieres
domestiques, montrent une diversité importante des communautés bactériennes dans les
deux cohortes étudiées. 882 genres bactériens différents ont été identifiés. Les principaux
phylums bactériens identifiés avec plus de 89% des séquences analysées, il s’agit de :

Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes, et Proteobacteria.

Au vu de la détection des communautés bactériennes dans les logements des deux cohortes
(personnes asthmatiques, et non-asthmatiques), I'impact de I'environnement intérieur sur la
santé ne peut étre évalué simplement en considérant l'effet de I'exposition microbienne
intérieure. Les discussions porteront sur l'identification de facteurs potentiellement impliqués
dans le développement de I'asthme, tels que les interactions entre les agents bactériens, le

microbiome de l'occupant, et les caractéristiques du logement lui-méme.

L’utilisation de la technique NGS s’est révélée intéressante dans l'identification et la recheche

de la diversité bactérienne dans les échantillons de poussiéres domestiques.
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Abstract

The exposure of occupants of housing to indoor air pollutants has increased in recent decades.
But among microbiological contaminants, bacterial aerosols remain poorly studied and their
role in respiratory troubles needs to be studied. Facing the outbreak of chronic respiratory
diseases, the need for understanding the influence of the indoor microbial exposure on the
exacerbation of asthma is important. This study aimed to assess the diversity of indoor
microbial communities in relationship with the health occupants. Measurements were taken
from dwellings of 2 cohorts in Brittany (western France), one with children without any
pathology and the other with children and adults with asthma. Thirty dust samples were
analyzed by next generation sequencing to evaluate the feasibility of the investigation of the
role of indoor microbial communities in the development of health effects especially asthma.
House dust microbiome analysis using 16S ribosomal RNA sequencing identified 882
prokaryotic generas in the homes of children with asthma. The four main bacterial phyla were
identified: Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes, and Proteobacteria with more than 89%
of all sequences. No bacterial genera were significantly associated with asthma severity among
children. Regarding at the genus level, only Massilia was significantly more frequent in non-
asthmatic people. Using unsupervised hierarchical complete linkage cluster analysis on
bacterial genera relative abundancies, we were able to define two clusters that almost
correspond to the asthmatic status and to distinguish housing characteristics in each group.
Thus, increasing the number of samples could warrant to identify specific composition of the
microbiota and housing characteristics associated with the development of respiratory
symptoms during asthma.

Keywords: Indoor air quality, Asthma, Microbiota, Next Generation Sequencing, Household

dust, Environmental health.
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Introduction

Asthma is a common chronic inflammatory airway disease in children and adults in developed
countries. In France, it affects more than 10% of children and 6 % of adults (Delmas and
Fuhrman, 2010).

Asthma is a very complex disease characterized by enhanced bronchial reactivity leading to
airway obstruction and respiratory difficulties (Martinez and Vercelli, 2013). Exposure to
environmental chemical or biological factors can lead to exacerbation of asthma and
prevention measures are still needed (Beasley et al., 2015). As an example, indoor fungal
exposure has been associated to the development of asthma (Chen et al., 2014). But,
according to (Ege et al., 2011) children who grow up in the environments that afford them a
wide range of microbial exposures, like the farming environments, are more likely protected
from childhood asthma and atopy than urban children. (Feng et al., 2016) reported that
parental allergic diseases, atopy, diet and early life exposures might explain the lower
prevalence of asthma in the rural environment. Also, there is a complex interplay between
genetic predisposition and environmental exposures, including microbes and allergens
(Anderson and Jackson, 2017).

Among biological agents, bacteria have been less studied even if endotoxins produced by
gram negative bacteria have been significantly correlated with wheezing in children (Horick
et al., 2006). Furthermore, numerous studies have suggested that exposure to LPS, in non-
rural environments, is a risk factor for increased asthma prevalence and severity (Thorne et
al., 2005).

Culture-based studies are designed for a long time for the detection of various bacteria indoor
(Rintala et al., 2008, 2012). However, while culture isolation focuses on the presence of
particular bacteria, next generation sequencing (NGS) studies uncover microbial communities
comprising thousands of uncultured microbes. Recent advances in microbiological methods
show promise in determining whether the microbes recovered during indoor sampling
campaigns may in fact be causative agents as such, or only surrogates of an underlying harmful

or beneficial exposure. Given the lack of knowledge on the specificities of the relevant
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exposures, assessments at this stage need to be kept broad and comprehensive (Mensah-Attipoe
etal., 2017).

According to (Singanayagam et al., 2017) who underlined the role of microbes in the
exacerbation of asthma, the emergence of next-generation molecular sequencing techniques to
characterize the microbiota has facilitated renewed interest. They concluded that longitudinal
studies that characterize the changes in lower respiratory tract microbiota from birth up to
development of asthma are currently unavailable. Additionally, few studies have focused on
the interactions between bacteria and the immune system in driving development of nonatopic

asthma phenotypes.

Thus, despite the recognition of the importance of microbial exposure for human health, the
precise role of microbes and particularly bacteria in the development and exacerbation of

respiratory symptoms and allergies remains poorly understood.

The objective of our study was to use 16S rRNA sequencing approaches to characterize and
identify indoor bacterial communities that may be associated with the exacerbation of asthma.

This pilot study compared two cohorts of asthmatic and non-asthmatic people’s dwellings.
2. Materials and Methods
2.2 Study population and home visit

30 dust samples were collected from dwellings of 2 cohorts and were analyzed by next
generation sequencing:

(i) 15 dwellings from ECENVIR (E) cohort, which aims to evaluate the clinical and the
economic impact of Indoor Environment Counselor (IEC) on the symptoms of severe
asthma. Patients answered a questionnaire during an interview with the IEC on dwellings
characteristics (localization in cities or rural, apartment or house, ...) and cleaning habits of

patients. Asthma was graded with the GINA scale and patients had three clinical check-ups.

(ii) 15 control dwellings from the Pélagie AC cohort (AC), which follows more than 3,500
pregnant women in Brittany. The AC project aims to assess the effects on children respiratory
health of chemicals and biological pollutants exposure. One of the check-up of Pélagie AC cohort
occurs once the children are 6 years old. A subset of families without asthma answered a detailed

guestionnaire about their dwellings characteristics and life for the AC study.
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2.3 Dust collection

Dust samples were collected by vacuuming the floor in the child's bedroom using a Dustream
Collector (Indoor biotechnologies, United Kingdom) sampler-fitted vacuum cleaner (40 um
mesh nylon filter, domestic vacuum cleaner) as described by (Dallongeville et al., 2015).
Briefly, sampling was preferentially carried out on the carpets (when available) or on hard
surface floors until filling at least 2/3 of the filter-sampler, in order to ensure collection of at
least 10 mg of fine dust. Collected dust was sieved at 300 um to discard debris, and 10 mg of
fine dust were resuspended in 1 mL of PBS-Tween (0.05%) buffer, shaked at 800 rpm for 1 h
and stored at -20°C until analyzed.

2.4 DNA extraction, sequencing, and analysis

Total DNA was extracted from dust suspensions according to the method developed by Godon et
al., (1997). A fragment of the 16S rRNA was amplified by PCR using the barcoded, universal
primer set (515WF/918WR) (Wang et al., 2009). PCR reactions were performed using AccuStart
Il PCR ToughMix kit (Quantabio, Beverly, USA), cleaned (HighPrep PCR beads, Mokascience,
France) and then sequenced on lllumina Hiseq2000 instrument at GeT-PlaGe (Auzeville, France).
Negative controls for DNA extraction kits and PCR reagents were also performed to ensure that
materials were not contaminated. Sequences were analysed using Mothur (version 1.33.1)
according to MiSeq SOP pipeline (Schloss et al., 2009). Barcodes, primers, and sequences showing
homopolymers of more than 8bp have been discarded. Sequences showing 100% homology were
grouped in unique sequences, then in operational taxonomic unit (OTUs, based on 97% homology).
Sequences were next assigned to match to a sequence in SILVA (version 123) database for
prokaryotes, to identify the genus level. We considered assigned sequences with relative abundance
(RA) higher than 0.002 %

2.5 Statistical analyses

A non-parametric median comparison test was used between groups. The Agricolae R package
(R version 3.1.2, Agricolae version 1.2-3) was used for bacterial phylum relative abundancies
comparison. Stata (version 13.1) was used for bacterial generas relative abundancies
comparison and for the unsupervised hierarchical complete linkage cluster analysis on
bacterial generas relative abundancies. Stata was also used to perform a one-sided Fischer test

to compare the identified clusters.

3. Results
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Using the NGS methodology, we analyzed bacterial composition of dusts collected in the 30
dwellings from the two cohorts E (Asthmatics) and AC (non asthmatics) described in the material
and methods part. A total of 408,273 prokaryote sequences have been analyzed for the twenty five
samples which gave sequences (no sequence was obtained for three of them and two gave aberrant
data), with 6,296 to 21,728 sequences per sample. The number of Operational Taxonomic Units
(OTUs) varies from 376 to 1,256 (mean 780, standard deviation 332) in E samples and 512 to 1,235
(mean 774, standard deviation 206) in AC samples. Figure 1 shows that, within the domain
“Bacteria”, Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes and Proteobacteria are the four main phyla
whose sequences represent more than 89% of the total bacterial DNA sequences. However, the
relative abundance levels (RA) of these phyla markedly differed within dust samples. Indeed,
Proteobacteria was usually (19 out of 25 samples) the most abundant phylum of all samples (mean
43% in E and mean 39.4% in AC), respectively (Table 1). Besides, Firmicutes were less present
(mean 21.7% in E and mean 29.7 % in AC). The 2 following represented phyla were
Bacteroidetes (mean 16.4% in E and mean 12.9% in AC) and Actinobacteria (mean 11.9% in
E and mean 13.3% in AC) of the total sequences related to these four phyla. Consequently, the
rest of samples were mainly composed by other minor organisms with the respective means of

5% and mean 4.6% in E and AC (table 1).

To assess the differences of occurrence of the different phyla in the two groups (E and AC) we
used a non-parametric median comparison test from the R package and found that there was
no statistical difference for Proteobacteria (p=0.16), Firmicutes (p=0.07), Bacteroidetes
(p=0.16), Actinobacteria (p=0.54) (table 1).

Among the 10 most abundant genera, Acinetobacter, Corynebacterium, Massilia,
Pseudomonas and Sphingomonas belong to Proteobacteria phylum. Lactobacillus and
Staphylococcus belong to Firmicutes phylum and Hymenobacter to Bacteroidetes.

From a genus point of view, Staphylococcus present on normal skin and mucosa varies from
6.4% to 7.7% in E and AC, respectively. Acinetobacter, which is commonly present in soil and
water as free-living saprophyte and can be isolated from the skin, throat, conjunctiva, saliva,
and vaginal secretions of healthy people (Bergogne-Berezin et al., 1987), varies from 3.7% to
5.1% in AC and E, respectively. Pseudomonas varies from 2.6 % to 2.7 % in E and AC,
respectively. Sphingomonas is an environmental bacteria isolated from many different land and
water habitats, as well as from plant root systems and varies from 1.3% E to 2.1% AC,

Prevotella, Streptococcus, and Corynebacterium, these genera vary from 1.3% E to 1.8% AC,
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and from 1.8% in E to 4.1% in AC, and from 2.2% in E to 5% in AC respectively. Lactococcus
that is associated to milk products but can also be found in the gut varies from 1.4% in AC to
2.4% in E. Pedobacter is the less abundant genus and varies from 0.5% to 1.1% in AC and E,
respectively. Many other genera were also detected in the different dust samples at low

frequencies in both E and AC, like Massilia.

As it was not possible to identify the bacteria at the species level, usual pathogenic strains for

humans as Staphylococcus aureus, Acinetobacter baumanii for example could not be specified.

However, among the genera with RA > 2 % and displaying classical pathogenic species,
Staphylococcus and Pseudomonas were identified in most dust samples.

When applying Stata (version 13.1) package for bacterial genera relative abundancies
comparison (Figure 2), only the Massilia genus was found significantly different (p<0,05)
between the two cohorts.

To identify correlations between the populations of bacteria, the asthma condition, the habits
of the occupants and the characteristics of the dwellings, an unsupervised hierarchical
complete linkage cluster analysis was carried out on bacterial genera. The aim of this test was
to compare the relative abundancies of genera among each sample. The clustering was realized
in complete chaining on the basis of data containing the bacterial genera, without
standardization. This was chosen to give more importance of the data that are highly
contrasted. Applying the algorithm of clusterisation, a dendrogram was built (data not shown)
and two clusters were defined which almost correspond to the asthmatic status except for two
people.

Table 2 summarizes the housing and health characteristics for the two groups defined by the
clusterization, with the p-values of Fisher's exact one-tailed test. There are two main groups:
one with a high proportion of people with an asthmatic condition (64%) and another with very
few (20%). Only these two groups seem to be interpretable, with caution because their numbers
are reduced (11 and 10 respectively, ie almost 84% of the total workforce). An exact Fisher
test was performed on 2x2 tables representing the population of a health status variable or

dwelling in the whole sample or in a cluster.

However, the small number of samples per cluster and in general did not show any significant
differences between the groups and all the samples on all the variables. If we accept a p of more

tolerant significance, variable-cluster couples emerge. Only groups 1 and 2 were tested. Group 1
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is thus different from the set of samples concerning the variable "mechanical ventilation™ with a p
in unilateral test at 0.121. Similarly for group 2 with the variables: "presence of cat" (p=0.155),
"use of insecticide” (p=0.140) and especially "asthmatic status” (p=0.087). The presence of
difference between the two clusters was also investigated, cluster 1 has a strong tendency to present
more severe asthmatics (p=0.056), less use of insecticides (p at 0.055), less equipped with
mechanical ventilation (p=0.056) and has a lower tendency not to have a cat (p=0.135) compared
to group 2. Since these groups have been clustered only on the NGS bacterial genus variables, it is
interesting that these groups have discriminated against these 4 variables even if it is not possible
to distinguish the variables cat and asthma (indeed, none of the asthmatics declared having a

cat).

Thus, by clustering on the NGS bacterial genus variables, 2 main clusters were defined with
certain trends compared to the general sample, the first having buildings without mechanical
ventilation and the second having cats, using more insecticide and being less asthmatic. The
links mentioned in the literature between the different variables (mechanical ventilation and
humidity for example) are not visible during the clustering on the bacterial genes detected by

NGS, may be due to the low number of samples.
4. Discussion

Indoor air hosted highly variable bacterial communities assembled from complex interactions
between physical, environmental, and ecological characteristics of the indoor environments
(Emerson et al., 2017). Microbiome sequencing provides assessment of microorganisms in the
indoor environment that offers the capability to identify both culturable and non-culturable as
well as live or dead microbes that exist indoors and may influence human health (Hanson et
al., 2016).

According to (Karvonen et al., 2014), the quantity of microbial exposure predicted asthma better

than single microbial markers independently of microbial diversity and amount of dust.

In our pilot study, we aimed to characterize the indoor microbiome of two types of dwellings
depending on the status of occupants: healthy people and asthmatic people. Microbiome was
obtained from dust samples collected by vacuuming as this matrix has been shown to
accumulate biological contaminants indoor. Afterwards we tried to find difference of

composition of microbiome between the two groups and correlate this to the characteristics of
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the dwellings. The number of dwellings in each group was small and showed interesting

tendencies but unfortunately without statistically significant differences.

First of all, our results showed that major bacterial phyla found in home are similar to those found
in other studies on the indoor environment (Aydogdu et al., 2010; Hoisington et al., 2014; Jeon
etal., 2013; Kembel et al., 2012; Konya et al., 2014; Lee et al., 2007; McManus and Kelley, 2005;
Rintala et al., 2008), or in studies dealing with the composition of the indoor air microbiome, its
relationship with the inhabitants and its impact on the human microbiome (Adams et al., 2015;
Kelley and Gilbert, 2013; Kembel et al., 2012). Comparing our results to previously published
high-throughput 16S rRNA amplicon studies of other indoor environments, the composition of
our samples were similar to typical building microbiome samples which were dominated by
four bacterial phyla (Bacteroides, Actinobacteria, Firmicutes, and Proteobacteria) (Hewitt et
al., 2012). We also found that Proteobacteria and Firmicutes tended to be the most abundant

organisms indoor.

When we looked at the genus abundance between asthma and non-asthma population no
statistical difference was observed even if much Proteobacteria were detected in asthma
population as previously described (Ciaccio et al., 2015). This was associated with a higher
abundance of Proteobacteria in airways microbiota of asthmatic people (Hilty et al., 2010). It
is very difficult to compare the studies because usually the populations studied are different
(sometimes urban, sometimes rural, etc...). For example, in our study, there are more rural
dwellings in the Pélagie-AC (non-asthmatics) than ECENVIR (asthmatics) cohort but due to

the low number of samples we were not able to adjust the comparison on this criterion.

Streptococcus which is a human commensal bacterial genus, is present in a commensal way
on the animal mucous membranes, and is also pathogenic for human being, especially the
respiratory tracts (Krzys$ciak et al., 2013). However, the important abundance of this genus in
the non-asthmatic patients was already described in the bacterial flora of the superior
respiratory tract (Park et al., 2014). Streptococcus belongs to the genera which are the most
represented in the above gingival plates (Xiao et al., 2016), evoking a particular profile of
bacterial contamination of the oral flora. Streptococcus can be associated with otitis and

tonsillitis but also with respiratory tract infections (Nygaard and Charnock, 2017).

Sphingomonas and Pedobacter are two environmental bacterial genera. The first genus was

previously described as pathogenic human, and the family of Sphingomonadaceae more
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frequently found in the bronchial flora of badly controlled asthmatic patients (Huang et al.,
2011).

Environmental exposures influence asthma severity, including exposures to microbes. In the
study of Dannemiller et al., (2016), increased bacterial richness (number of unique bacterial
OTUs) was associated with increased asthma severity (p=0.046), and there was a trend toward
increased severity with increased endotoxin exposure (p=0.052). There was less variation in
community composition in homes of children with severe asthma. No bacterial genera were
significantly associated with asthma severity among children. As the study of Ciaccio et al.,
(2015), we did not find any significant difference in bacterial richness between the two groups
and any significant difference in the larger groups of bacteria. Only genus Massilia was more
frequent in non-asthmatic people. But as mentioned above, this genus is poorly described and
has never been associated with respiratory disease. It was isolated in 1998 in the blood of an
immunocompromised patient (La Scola et al., 1998) and was found in soil (Lee et al., 2017)
and air (Orthova et al., 2015; Weon et al., 2010). It has also been found in eye infections
(Ballestero-Téllez et al., 2016; Chiquet et al., 2015) and ear (Park and Shin, 2013).

Even if the number of samples was small, we tried to correlate the characteristics of the
dwellings of the patients with the environmental microbiome. In a previous study on the
Pélagie-AC cohort (Dallongeville et al., 2015), microbial contamination of dwellings was
studied regarding the characteristics of the dwellings. For example, having pets was
significantly associated with increased concentrations of Cladosporium, but this study did not
investigate the presence of bacteria. In our study, a trend of negative correlation between
having cats and asthma is observed. This has to be linked with the fact that usually people
having asthma know that allergens from cats can exacerbate asthma. An inverse trend between
having asthma and the presence of mechanical ventilation is also observed. This is in
accordance with the study of Lajoie et al., (2015), which showed that increasing ventilation in
dwellings of asthmatics reduce the episodes of wheezing.

A very recent study found a potential protective effect of gram positive bacteria in the
development of asthma but these are preliminary results and need to be confirmed (Valkonen
et al., 2017). However, we did not distinguish gram positive to gram negative bacteria in our

study. This should be of concern in a more powerful study.

A limitation of our study was that we investigated two cohorts, one with children without any

pathology and the other with children and adults with asthma. To investigate the relationship

Chapitre 3 Page 100



279
280

281

282
283
284
285
286
287

288
289
290
291
292
293
294
295
296
297
298

299

300

301

302
303
304
305

306
307
308

309
310

between the microbiome and the exacerbation of asthma it would be preferable to compare

two categories of people of the same cohort.
5. Conclusion

Controversial papers showed the importance of studying indoor microbial exposure as adverse
health effects have been evidenced especially in case in mold development but also benefits if
children live in farm environments (Mensah-Attipoe et al., 2017). This paradox has to be
understood and for these epidemiological studies have to be conducted. Next generation
sequencing will help to progress in the understanding of the role of indoor microbial

communities in the development of health effects especially respiratory disease like asthma.

Our findings provide evidence that dust samples harbor a high diversity, especially of human-
associated bacteria, and demonstrate the utility of molecular methods for identifying and tracking
this bacterial diversity in dust samples which can contribute to the development of asthma.
Our study demonstrates the feasibility of the use of the NGS to investigate he relationship
between the presence of bacteria and the risk of respiratory symptoms during asthma. Using
unsupervised hierarchical complete linkage cluster analysis on bacterial genera relative
abundancies, we were able, in this pilot study, to define two clusters that almost correspond to
the asthmatic status and to distinguish different housing characteristics in each group. Thus,
increasing the number of samples could warrant identifying specific composition of the
microbiota and housing characteristics associated with the development of respiratory

symptoms during asthma.
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Fig 1: Relative abundance of the most abundant bacterial taxa identified at the phylum level in
indoor dust. Sample ID with letters are from Pélagie cohort (non-asthmatic).

Chapitre 3 Page 105



465
466
467
468
469
470
471
472
473
474
475
476
477
478
479
480
481

482
483
484
485

Staphylococcus T—F ®
Acinetobacter e = — B
Pseudomonas | +—E—. ®
Corynebacterium oS =
Streptococcus | —F7-+ ®

Sphingomonas | &5
Massilia | #™e o 8°
Lactobacillus | = ® »
Hymenobacter | P=®

Flavobacterium | ‘&= e e ™
Chryseobacterium | %
Lactococcus | ‘FEE=-— @ ®

Paracoccus | '#&8— ¢
Agrobacterium | ®%®
Enhydrobacter | e & e

Clostridium | &F—e

Nocardioides | &%

Prevotella | & ——— ¢ .
Pedobacter | #— &
Kocuria |
0 1 i 3

Proportion

I Ac T E

Fig 2 : Bar charts representation of the relative abundancies in the dust samples for the 20 first top-
ranked bacterial generas. Bacteria were ranked according to their relative abundancies across the
samples. Only the Massilia genera was found significantly different (p<0,05) between the two cohorts
using a non parametric median comparison test.
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486  Table 1: Phylum composition of microbiome in dust samples.

487
E (asthmatics) AC (non-asthmatics)

Phylum min max mean SD min max mean SD
Proteobacteria 22.2%  73.4%  43.0% 145% 23.9% 56.6% 39.4% 9.0% p=0.16
Firmicutes 4% 494% 21.7% 142% 119% 389% 29.7% 9.3% p=0.07
Bacteriodes 2.1% 33.3% 164% 9.7% 6.5% 279% 129% 55% p=0.16
Actinobacteria  3.1% 21.8% 11.9% 55% 8.1% 20.6%  13.3% 4.5% p=0.54
Other 0.68% 104% 501% 3.1% 2.4% 8.5% 4.6% 2.0% NT

488

489

490 Table 2: Statistical correlation between the two groups obtained by unsupervised
491  hierarchical complete linkage cluster analysis on bacterial generas relative abundancies.
492  Different characteristics were tested.

493
Groups 1 2 p
# in the group 11 10
Housing type : appartment 1 2 0,462
Building year >1970 4 5 0,425
Presence of at least 1 dog 2 4 0,268
Presence of at least 1 cat 4 7 0,135
Bedding of an animal in the bedroom 2 4 0,367
Passive smoking 2 2 0,669
Mechanical ventilation 4 8 0,056*
Humidity signs 7 5 0,425
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Bleach using for cleaning 4 2 0,367

Use of deodorant or candle or incense

7 6 0,608
or electric diffuser
Use of insecticide 0 4 0,055*
Asthmatic status 7 2 0,056*

494  *almost significant
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Discussion générale et Perspectives

L’air que nous respirons influe directement sur notre confort et notre santé. Il est aujourd’hui
essentiel de se préoccuper de sa qualité pour maitriser les risques liés a sa dégradation.
Malgré le progrés technologique et I'évolution de la science dans le domaine de la qualité de
l'air intérieur, les connaissances demeurent limitées lorsqu’il s’agit de I'exposition a la flore

bactérienne dans les environnements intérieurs, et de son impact sur la santé humaine.

Au cours de nos travaux de recherche, différentes approches ont été mises en ceuvre afin de
mesurer I'exposition aux bactéries des environnements intérieurs. Notre discussion portera

sur:

- Les dispositifs de prélévement d’aérosol en environnement intérieur.
- La survie des bactéries dans les poussiéeres in vitro.
- Les techniques moléculaires pour l'identification et la mesure de la contamination

bactérienne des poussiéres issues des deux études ECENVIR et Asthm’Child.

Par la suite, des perspectives seront abordées afin d’étudier I'impact des bactéries en

environnement intérieur sur la santé humaine.

Dispositifs de prélevement d’aérosol en environnement intérieur : Principes, typologie,

et limites.

Lors de notre recherche bibliographique nous avons constaté que les prélévements d’air, de
surface, et de poussiéres sont les principales matrices environnementales étudiées dans les
espaces clos. Comme un précédent travail de Master réalisé au sein du LERES a porté sur
'étude de la contamination des surfaces des environnements intérieurs en lien avec les
bactéries respiratoires, nous nous sommes intéressés sur deux types deux matrices

d’exposition : I'air et les poussiéres domestiques.

L’échantillonnage d’un aérosol est I'opération qui nous permet d'obtenir un échantillon de
matiére dispersée dans l'air sous forme de particules solides ou liquides. Ici, il s’agit des
aérosols bactériens (ou bactéries aérosolisées). L’objectif étant d’évaluer I'exposition des
occupants d’habitat aux bactéries aérosolisées. L'évaluation de I'exposition implique dans ce
cas I'utilisation des méthodes individuelles de mesurage qui sont fondées principalement sur
'emploi de matériels portatifs permettant de réaliser une mesure dans la zone respiratoire.
Ces dispositifs dit « de prélevement individuel » different de ceux que I'on utilise pour effectuer

des prélevements dit « a point fixe » (www.inrs.fr).
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Un dispositif de prélévement d’aérosol comprend généralement plusieurs parties distinctes
ayant chacune leur fonction. Lors de son aspiration, I'aérosol passe a travers un orifice ou une
fente, celle-ci assure sa capture et le conduit jusqu’a atteindre un étage sélecteur afin de trier
les particules captées selon leur taille. L'étage sélecteur n’est présent que dans les dispositifs
sélectifs ayant pour fonction d’échantillonner une fraction particuliere de [I'aérosol,
généralement une sous-fraction conventionnelle inhalable (Chapitre 1). Une fois I'aérosol
retenu, il est transporté jusqu’a ce qu’il atteigne un étage collecteur ou bien un filtre. En régle
générale, I'aérosol collecté correspond aux particules impactées sur ce support de collecte

final.

Lors de leur transport, les aérosols subissent depuis I'air intérieur jusqu’a I'étage collecteur,
une série d’événements qui peuvent influencer sur leur probabilité d’étre échantillonnés d’'une
maniére efficiente sur le support final. Le mouvement des particules d’aérosols au voisinage
et a l'intérieur d’'un dispositif de prélevement, dépend des paramétres physiques liés a ces
particules (taille, forme, densité), a la géométrie de I'échantillonneur, et aux différentes
conditions aérauliques de son environnement immédiat (vitesse de l'air extérieur, intensité de
la turbulence, etc.). L’aspiration des particules étant elle-méme sélective ; I'entrée des
particules s’effectue dans I'échantillonneur a travers l'orifice qui dépend en partie des forces
de gravité (donc de leur poids) mais aussi des forces d’inertie liées a leur masse et a leur
vitesse relative par rapport a la vitesse locale de l'air, ou s’effectue le préléevement. Dans le
cas d’'un prélévement individuel, au cours duquel I'échantillonneur est positionné prés des
voies respiratoires supérieures d’'une personne, la présence de la personne elle-méme, en
particulier son thorax, peuvent modifier le champ et le flux de vitesse de I'air au voisinage de
I'échantillonneur. D’ailleurs, des études ont montré que cette modification n’altére pas les
vitesses d’air qui sont inférieures a 0,3 m/s (Gorner et al., 2010; Sajjadi et al., 2016). Par
conséquent, un dispositif congu pour prélever une fraction inhalable en étant porté par une
personne peut engendrer des résultats différents que lorsqu’il est par exemple utilisé pour un

prélévement depuis un point fixe isolé de toutes personnes.

Le fait d’aspirer les particules d’aérosols peut mener a une sous ou une surévaluation de leur
concentration. Les bords de l'orifice peuvent impacter I'aspiration des particules solides en
raison des phénomenes de rebond direct des particules qui y ont été précipitées au cours du
flux d’aspiration dG a leur impaction et au réentrainement des particules déja déposées
(Grinshpun et al., 1997; Vincent, 1989). Dans ce cas, la capture des particules par
'échantillonneur est issue de deux phénomenes indissociables ; I'aspiration et les effets de

bord (ou de paroi).
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Bien que les mesures individuelles représentent mieux le risque lié a I'exposition par inhalation
que les mesures environnementales effectuées depuis un point fixe, il n'est pas toujours

évident de les utiliser essentiellement pour des raisons économiques et de praticité.

Aujourd’hui, la détection des bioaérosols dans I'habitat est ciblée principalement sur les
moisissures selon les recommandations de la norme NF ISO 16000-17 intitulée « Détection
des moisissures — méthodes par culture ». Cette méthode a depuis défini les conditions de
prélevement représentatives de I'exposition des individus aux particules d’aérosols. Elle
préconise de réaliser au moins quatre prélevements a la suite de volumes distincts par
collecteurs a impaction en des points proches situés au milieu de la piéce et de réaliser par la
suite une analyse par culture. A partir de ces données, nous nous sommes intéressés a un

type de collecteurs appelés également impacteurs sur milieu solide (comme le Sampl’air).

Avec un débit de prélevement élevé (100 L/min), ce type de bio-collecteur permet la réalisation
de prélévements d’air sur des durées trés courtes, et pourrait donc étre utilisé dans le cadre

des visites effectuées par les CMEI chez les patients asthmatiques.

Les impacteurs sur milieu solide peuvent apporter des informations en termes de cultivabilité
de la flore bactérienne sur une gélose ordinaire. lls montrent une prédominance des bactéries
a Gram positif (Madsen et al., 2012). En effet, 'impaction sur gélose entraine une sélection
des bactéries a Gram positif, par opposition a la culture des bactéries a Gram négatif, qui est
effectivement délicate lorsqu’elles sont déposées par impaction sur le milieu de croissance,
méme s’il s’agit d’'un milieu préférentiel pour ces bactéries (Hwang et al., 2013). En effet, leur
structure (paroi monocouche) peut expliquer leur plus grande vulnérabilité a I'impaction.
Récemment, d’'autres études ont rapporté que les espéces Serratia marscescens,
Staphylococcus epidermidis, et Micrococcus luteus sont les plus retrouvées parmi la flore
bactérienne des prélevements d’air intérieur et des conduits de ventilation et ce, grace a
l'utilisation des impacteurs sur gélose (Lai et al., 2016; Mandal and Brandl, 2011). De plus, de
nombreuses espéces composant la flore bactérienne retrouvée dans lair intérieur sont

d’origine commensale (Hwang et al., 2013).

Les composés bactériens sur lesquels se posent le plus d’interrogations sont de loin les
endotoxines, présentées comme pro-inflammatoires dans la littérature scientifique et
incriminées dans le développement ou I'aggravation de I'asthme, elles peuvent étre également
impliquées dans la genése du syndrome des batiments malsains et peuvent induire des
réactions somatiques indépendamment du sujet exposé. Une mesure de I'exposition aux
endotoxines semble recommandée dans le cadre d’une étude de I'exposition aux bioaérosols

en air intérieur en relation avec la survenue ou I'aggravation de troubles respiratoires.
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Or les endotoxines sont des constituants spécifiques membranaires des bactéries a Gram
négatif. Les réponses apportées par la culture bactérienne, de par une évaluation de la
contamination de l'air restreinte a la flore cultivable conjuguée a une sous-estimation des
bactéries a Gram négatif peut guére étre considérée comme satisfaisante (Tringe and
Hugenholtz, 2008).

Face a ce constat, nous nous sommes intéressés a un second type de bio-collecteur qui
permet une analyse par biologie moléculaire des bactéries collectées et un dosage des
endotoxines a partir du milieu de collecte. Les impacteurs cycloniques contrairement aux
impacteurs sur gélose, sont dotés d’'une technologie d’impaction de particules en milieu
liquide. Cela permet de concentrer l'air prélevé vers un milieu de collecte liquide en
mouvement cyclonique tout en préservant leur intégrité. Avec une vitesse de prélévement
allant de 150 a 300 L/min, les impacteurs cycloniqgues (comme le Coriolis Y, Bertin
technologies, Montigny-le-Bretonneux) correspondent parfaitement au champ d’application
des CMEI, en offrant, de par la composition d’un échantillon liquide, de larges perspectives
analytiques. De plus, les méthodes cycloniques permettent la mise en ceuvre des différentes
techniques d’analyses, simultanées ou non, telles que les méthodes culturales, les méthodes
par détection au microscope optique aprés coloration, et les méthodes d’identification de

biologie moléculaire tels que la PCR.

Un troisieme type de prélévement basé sur le principe de filtration consiste a aspirer une
quantité d’air déterminée a une vitesse de filtration continue et connue, a travers un média
filtrant d’'un diameétre conséquent (Guey, 2003). Cependant, les méthodes de filtration
imposent de s’assurer que les conditions de filtration n’affectent pas la viabilité des particules
biologiques et que la membrane est facilement transposable, aseptiquement, sur le milieu de

culture.

L’échantillonnage de l'air ayant montré ses limites sur sa représentativité de la contamination
de l'environnement intérieur, les scientifiques se sont intéressés aux poussiéres. Les
échantillons de poussiéres prélevés sur le sol permettent la détection des micro-organismes
gui se sont accumulés au cours du temps (Emerson et al., 2017; Li et al., 2016; Nygaard and
Charnock, 2017). lls sont donc représentatifs d’'une partie de la flore bactérienne présente
auparavant dans lair. Cette approche, n’étant pas sujette aux différentes variations
temporelles comme c'est le cas avec des préléevements d’air, permet I'évaluation de
I'exposition et la mesure de I'accumulation des bactéries sur de longues périodes. Les
poussieres en suspension sont aussi susceptibles de véhiculer les micro-organismes en

particulier les bactéries.
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Au cours de ces dernieres années, des dispositifs, visant a évaluer la contamination des
poussieres domestiques, se sont développées, tels que les collecteurs électrostatiques de
poussiéeres appelés Electrostatic Dust fall Collector (EDC), qui ont fait leur apparition afin de
combiner certains avantages des prélévements d’air intérieur et de poussiéres domestiques
(Frankel et al., 2012; Normand et al., 2009; Noss et al., 2008; Roussel et al., 2012). En regle
générale, les particules de poussiéres, une fois prélevées du sol, ne peuvent plus étre
aérosolisées en raison de leur composés particulaires plus au moins lourds. Les EDC étant
des dispositifs passifs et peu couteux, permettent de facon quantitative, de collecter les
poussieres aéroportées et/ou aérodéposées sur une longue durée (allant de plusieurs jours a
plusieurs mois). Ces dispositifs sont généralement placés sur une étagére a 1,5 m du sol et
peuvent ainsi récupérer les poussieres sédimentées. N’étant pas affecté par les variations
temporelles des concentrations dans I'air, ce dispositif permet de standardiser la surface de
collecte et le temps de d’accumulation des poussiéres domestiques. A noter qu’il faut prendre
en compte la quantité de poussiére recueillie qui risque de ne pas étre suffisante pour établir
plusieurs analyses avec un seul et méme échantillon collecté. Cependant, ce type de dispositif
facile d’utilisation requiert encore des étapes de validation pour en faire un outil standardisé

de mesure en environnement intérieur a part entiere (Rocchi et al., 2017).

Les aspirateurs sont connus depuis longtemps pour leur contribution a la charge des aérosols
bactériens dans les habitats principalement a travers la re-suspension des bactéries se
trouvant déja au sol (Bodanis, 1988) .

Afin de mieux comprendre le rble des rejets de bactéries provenant de sacs de poussiére
d’aspirateurs dans I'exposition humaine, Knibbs et al., (2011) ont recueilli des échantillons de
poussiere issus de 21 sacs a poussiere d’aspirateurs. Etonnamment, ils n’ont trouvé aucun
lien entre I'importance de ces rejets et la quantité de bactéries contenues dans les sacs a
poussiere. De méme, le type d’aspirateur, le prix et 'dge de l'appareil n’'influencent pas
fortement 'ampleur des rejets de bactéries. De plus, Cette étude démontre aussi que les
émissions d’aspirateurs peuvent étre considérées comme étant une source d’exposition, parmi

d’autres, en environnement intérieur.

Dans une étude sur la survie et la récupération des bactéries dans la poussiére d’aspirateur,
les espéeces de Salmonella ont pu étre isolées des poussieres d’aspirateurs des d’occupants,
démontrant ainsi que les aspirateurs sont des collecteurs efficaces et des réservoirs de
contamination bactérienne et que ces contaminants peuvent survivre jusqu'a deux mois. Les
poussieres d'aspirateur pourraient donc étre un indicateur utile de la contamination de

I'environnement dans la maison (Haysom and Sharp, 2003).
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D’apres Veillette et al., (2013) les émissions de bactéries rejetées par les sacs de poussiere

d’aspirateurs peuvent atteindre les 700.000 équivalents de cellules bactériennes/g.

Aussi, il n’a jamais été démontré que les aspirateurs participent a la diffusion de bactéries

pathogenes.

La survie des bactéries dans les poussiéres domestiques in vitro

En environnement intérieur, les poussiéres sont composées généralement des particules de

nature chimique et/ou biologique.

Le développement, la survie ou la reproduction de micro-organismes, pathogénes ou non-
pathogenes, est lié généralement a la présence de la matiére organique mais aussi a de

nombreux facteurs environnementaux (température et humidité relative, ...).

Plusieurs études ont montréla diversité des micro-organismes accumulés au cours du temps
dans les poussiéres domestiques (Rintala et al., 2012) mais qu’en est-il des bactéries ?
Survivent-elles assez longtemps dans les poussieres domestiques pour qu’en puisse parler
de « modéle d’exposition indicateur de contamianation bactérienne » dans les environnements

intérieurs ?

Quelques études se sont intéressées a la caractérisation des communautés bactériennes et
fongiques dans les poussiéres domestiques mais peu d'entre elles se sont focalisées
seulement sur l'étude des communautés bactériennes présentes dans les poussiéres
domestiques et ce, de facon séparée a celle des moisissures (Haysom and Sharp, 2003;
Lidwell and Lowbury, 1950a, 1950b, 1950c, 1950d). Cela peut étre expliqué par la coexistence
entre ces deux communautés microbiennes dans un méme contexte environnemental, en
'occurrence, la poussiére domestique (Al-Hunaiti et al., 2017; Barberan et al., 2015; Hanson
etal., 2016).

A I'neure actuelle, il n’existe que trés peu de données disponibles permettant d’évaluer la

survie de la flore bactérienne présente dans les poussiéres des environnements intérieurs.

Ceci constitue un enjeu majeur auquel nous nous sommes intéressés lors de nos travaux
(Article 2).

Il est & noter que les techniques utilisées pour contaminer artificiellement les poussiéres

domestiques avec des souches bactériennes environnementales sont tres peu documentées.
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Notre démarche expérimentale (Article 2) a consisté a développer puis a proposer un protocole
visant a contaminer des échantillons de poussiéeres (naturelles et stérilisées) par des bactéries
environnementales afin d’'imiter la contamination des particules de poussiéres domestiques et
de s’approcher le plus possible des conditions réelles des environnements intérieurs, en
particulier, de l'habitat. Cette technique, réalisée in vitro, a nécessité I'adoption d'une
méthodologie qui consiste a contaminer des échantillons de poussieres issues
d’environnement intérieur et le recours a des outils analytiques et de culture microbienne mis
en ceuvre dans les conditions expérimentales. Ensuite, nous avons évalué la survie de deux
espéces bactériennes (Serratia marcescens et Staphylococcus epidermidis) considérées

comme étant des modeéles de bactéries retrouvées dans I'environnement des espaces clos.

Ce travail apporte une nouvelle approche de la bactériologie des environnements intérieurs,
en particulier, des poussiéres domestiques a travers une meilleure connaissance de
I'évaluation de la survie des agents bactériens présents dans ces poussiéres. Il a permis donc
d’étudier la viabilité des deux souches bactériennes testées lors de la contamination artificielle

des échantillons de poussiéres.

Cette viabilité (ou temps de survie) est plus importante lorsqu’il s’agit des poussiéres naturelles
a I'opposé des poussiéres stérilisées. Cela pourrait étre expliqué par la présence de matiére
organique. Cette présence a été confirmée par une caractérisation physico-chimique de nos
échantillons de poussiéres naturelles. De plus, des taux d’humidités relatives ont été observés
lors de la caractérisation sur I'ensemble des échantillons de poussieres (naturelles et
stérilisées). Par ailleurs, la survie des bactéries testées lors de phase d’expérimentation a été
probablement influencée par I'effet protecteur des poussiéres naturelles vis-a-vis les rayons
UV (Article 2).

Une étude faite au Japon a révélé que les bactéries échantillonnées dans I'air conditionné en
été peuvent survivre en hiver et ce, en exploitant ’humidité provenant des climatiseurs installés

au sein des résidences (Hatayama et al., 2017).

D’autres études ont démontré l'influence de la température sur les différences de survie de
l'espéce Staphylococcus aureus placée sur des supports inertes et sur la peau humaine
(Lacey et al., 1970; Pettit and Lowbury, 1968).

Quel niveau d’information sur la flore bactérienne ?
Deux techniques d’analyses de la flore bactérienne ont été utilisées lors de ces travaux de

recherche : les techniques culturales et les techniques de biologie moléculaire.
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Techniques Culturales

Actuellement, les méthodes basées sur la culture des micro-organismes sont les plus
répandues ; elles mesurent seulement la fraction viable et cultivable des bioaérosols, c’est-a-
dire les micro-organismes vivants, aptes a se développer et a étre en compétition avec les
autres organismes présents. Le choix du milieu de culture et des conditions de croissance sont
les premiers éléments déterminants dans I'analyse des aérosols bactériens, en fonction de

I'objectif visé.

Un grand nombre de milieux nutritifs sont disponibles ; certains, d’utilisation générale,
permettent la croissance d’une large variété de micro-organismes, d’autres sont sélectifs ou
différentiels. Un milieu sélectif fournit un avantage nutritif pour des micro-organismes ciblés,
alors qu’un milieu différentiel contient des ingrédients qui produisent des différences dans leur
apparence et facilitent leur identification. Les milieux a large spectre sont ceux qui sont

habituellement utilisés pour mettre en évidence la flore bactérienne cultivable totale.
Techniques moléculaires

Une étude menée par une équipe canadienne basée sur l'utilisation des approches
moléculaires par PCR quantitative en temps réel a montré la présence des communautés
d’archébactéries dans les poussiéres domestiques et que celles-ci dépendent des activités
des occupants et aux caractéristiques des logements (Pakpour et al., 2016).

La g-PCR en temps réel avait précédemment été utilisée afin de détecter le genre
Streptomyces dans les poussiéres domestiques, les résultats ont affirmé la spécificité, la
rapidité, I'efficacité, et la reproductibilité, vis-a-vis des échantillons environnementaux, de cette

technique analytique (Rintala and Nevalainen, 2006).

Ces différentes approches ont leurs propres limites et ne permettent de caractériser qu’une
partie de la flore bactérienne (flore cultivable, flore viable, micro-organismes sélectionnés de
maniere spécifique par la PCR). A titre d’exemple, Pietarinen et al., (2008) ont constaté une
différence de 10 a 100 entre les concentrations de Streptomyces obtenues par les méthodes
de culture et par les méthodes de biologie moléculaire gPCR. Le choix de la technique utilisée
est non seulement lié a l'objectif requis pour I'étude a réaliser, mais aussi des limites
techniques et économiques. L’étude de la flore bactérienne implique toutefois des variables
qui défient les méthodes traditionnelles. Cette difficulté d’analyse et d’évaluation partage, avec
linsuffisance d’outils et de procédés moléculaires, la responsabilité des retards qu’a connus

le domaine de la microbiologie des environnements intérieurs.
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Cependant, les techniques de séquencage haut débit développes récemment ont permis une
grande avancée dans la caractérisation des communautés bactériennes en environnement

intérieur.

Elles sont en grande partie composées de quatre phylums bactériens principaux qui sont
Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes, et Proteobacteria (Madsen et al., 2015).

Dans nos travaux (Article 3) relatifs aux deux études ECENVIR et Asthm’Child, les mémes
phylums bactériens ont été mis en évidence dans la grande majorité (90%) des séquences
détectées. Ces résultats rejoignent ceux des autres études menées par des équipes d’Asie et
d’Europe (Ciaccio et al., 2015; Fujimura et al., 2010).

Récemment, une étude sur l'identification de la communauté bactérienne présente dans

I'habitat les quatre phylums bactériens ont été détectés a plus de 98% (Jeon et al., 2013).

Dans une autre étude sur l'influence des animaux de compagnie sur la diversité des
communautés microbiennes dans les poussieres domestiques, les quatre phylums bactériens,
Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes, et Proteobacteria, sont également largement

représentés (Fujimura et al., 2010).

Ces résultats rejoignent ceux d’'une étude qui a porté sur l'utilisation des techniques de
pyroséquencage afin d’identifier la flore bactérienne présente dans les poussiéres

domestiques dd a I’humidité, avec un taux de détection de plus de 93% (Kettleson et al., 2015).

Une autre étude a révélé les liens entre le microbiome bactérien dans les poussiéres des
maisons de fumeurs en comparaison avec des maisons non-fumeurs et des maisons ou y’avait
une présence animaliére en comparaisons avec des maisons sans présence animaliére ; Les
guatre phylums bactériens (Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes, et Proteobacteria)

demeurent les plus dominants (Akin et al., 2017).

Outre les quatre phylums (Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes, et Proteobacteria)
retrouvés de facon abondante, un cinquieme phylum (Cyanobacterium) avait été détecté dans
le cadre d’'une étude menée afin de caractériser la flore bactérienne présente dans les maisons

d’enfants asthmatiques et non-asthmatiques (Ciaccio et al., 2015).

Récemment, une étude norvégienne portant sur la composition de la flore bactérienne
présente dans les poussieres de filtres de ventilation au sein des creches; 96% des
séquences détectées lors de cette étude appartenaient a ces cing phylums ; Actinobacteria,

Bacteroidetes, Firmicutes, Proteobacteria et Cyanobacterium (Nygaard and Charnock, 2017).
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D’aprés une étude récente, qui a porté sur la diversité des communautés bactériennes
présentes dans les climatiseurs installés au sein de béatiments résidentiels au Japon,
lorsqu'une structure de communauté bactérienne est analysée en utilisant le séquencage
NGS, le biais associé avec la PCR peut modifier la composition de la communauté
bactérienne, en favorisant certains genres bactériens. Cette méme étude a révélé qu'il était
possible que la diversité de la flore bactérienne se trouvant dans les climatiseurs pourrait étre
affectée par la contamination d'une autre flore bactérienne provenant des sols de ces

batiments (Hatayama et al., 2017).

Par ailleurs, une étude a fait I'objet d’'une caractérisation des changements qui peuvent
survenir dans les communautés bactériennes présentes dans les poussieres domestiques
apres l'utilisation des biocides ; Trois phylums (Actinobacteria, Firmicutes, et Proteobacteria)
ont été détectés a plus de 97%. Par contre, le phylum Bacteroidetes n’avait pas été détecté
(Yamamoto, 2015). Aussi, dans une étude autre qui a décrit les effets des biocides sur les
bactéries présentes dans les poussiéres domestiques, les deux phylums Firmicutes et
Proteobacteria ont été détectés a 81%, alors que les phylums Actinobacteria et Bacteroidetes

n’ont pas été détectés (Xu et al., 2016).

Les quatre phylums bactériens retrouvés dans la majorité des études qui ont porté sur la
caractérisation de la flore bactérienne en environnement intérieur, en particulier, dans les
poussiéres domestiqgues nous interpellent sur leur pathogénicité et leur contribution dans
'apparition ou 'aggravation des affections respiratoires, tel que I'asthme, chez les occupants.
Peu d’études ont porté sur le lien entre microbiome et pathologies respiratoires mais la
communauté scientifique commence a s’y intéresser plus particulierement. Par exemple une
étude récente a mis en évidence les liens qui existent entre la diversité microbienne des voies
respiratoires et le développement de I'asthme au début de lI'enfance ; la classification
taxonomique a montré une forte prévalence (89%) des quatre phylums ; Actinobacteria,
Bacteroidetes, Firmicutes, Proteobacteria (Chiu et al., 2017). Hilty et al., (2010) ont montré
que la communauté microbienne était modifi€ée au niveau des voies respiratoires chez les
asthmatiques avec notamment une modification de la composition en protéobactéries. Cette
différence de diversités de souches observée au niveau des voies respiratoires se retrouve-t-
elle au niveau du microbiome environnemental ou est-ce le microbiome environnemental qui
influence le microbiome respiratoire. Il est trop tot pour répondre méme si des travaux donnent
des éléments de réponse. Dannemiller et al., (2016) ont montré que la sévérité de I'asthme
était associée avec la richesse bactérienne chez les enfants atopiques et avec la composition

bactérienne chez les enfants non atopiques.

Discussion générale et Perspectives Page 118



La lutte contre la pollution des environnements intérieurs nécessite de relever le défi qui réside
dans I'élaboration d’'une méthodologie et la production d’outils permettant la caractérisation de
la flore bactérienne présente dans ces environnements afin d’étudier son lien avec les

pathologies respiratoires.

Perspectives pour évaluer I’exposition bactérienne dans les logements
La problématique de I'exposition des occupants aux bactéries environnementales représente
un axe central dans nos travaux (Article 2 et 3). Cette exposition, quoique difficile & mettre en

évidence, est réelle et permanente.

A I'heure actuelle, de nombreuses incertitudes demeurent pour décrire la relation entre
I'exposition aux bactéries environnementales et les effets sur la santé humaine, et ce en
'absence de standardisation de méthodes de mesures et de valeurs guides objectivant le
risque d’exposition. Aussi, linterprétation des résultats observés dans les études
épidémiologiques portant sur le sujet, est généralement limitée en raison de la difficulté
d’établir des mesures objectives des niveaux d’exposition. De plus, les mécanismes
d’interaction entre les bactéries et les particules de poussiéres domestiques sont complexes

et encore mal connus.

Nos travaux (Article 3) mettent en évidence plusieurs caractéristiques (I'age du logement, la
présence de la ventilation, la présence d’animaux domestiques, etc.) et des facteurs
environnementaux (la température, 'hnumidité ...) influencant le développement de la flore
bactérienne au sein des habitats. Par ailleurs, certains de ces parametres, en particulier
'humidité, élément vital pour la prolifération de la flore bactérienne, ne peuvent étre éliminés

completement.

Afin de caractériser les différentes communautés de la flore bactérienne présente dans les
poussieres domestiques, il serait intéressant pour les travaux a venir, d’utiliser les techniques
NGS pour avoir des niveaux d’informations comparables. L’enjeu futur sera de déterminer la
pathogénicité de ces communautés. Néanmoins, une standardisation des outils ainsi qu'une

méthodologie devront étre définies et validées au préalable.

Récemment, Rocchi et Reboux (2017) ont proposé de mettre en place une métrologie de
'exposition microbiologique unique mais aussi multifactorielle, en intégrant des données
quantitatives et qui devra étre mise en paralléle avec des données cliniques fondées sur les
mémes criteres (Caractéristiques de logements). De méme, les prélévements de poussiéres
ont été reconnus comme plus intégrateurs de I'exposition des enfants sur une période plus

longue que les prélévements d’air, qui sont effectués d’une fagon ponctuelle et permettent
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d’évaluer I'exposition des enfants. Par contre, I'utilisation de la poussiére récoltée sur le sol
comme indicateur de I'exposition et I'inhalation des allergénes semble étre biaisée notamment
par I'apport de poussiéres venant I'extérieur par les chaussures et la ventilation (Rocchi and
Reboux, 2017). Il est a relever dans cette étude que les prélevements de poussiéres sont
considérés comme intégrateurs et non pas comme indicateurs de I'exposition de enfants.
Cependant, I'étude a porté sur les allergénes, sans évoquer la flore bactérienne présente dans
ces prélévements. Il serait donc intéressant de faire une extrapolation des résultats de cette

étude spécifiquement pour les bactéries.

Par ailleurs, afin de réduire le plus possible les biais d’interprétation, un consensus
international sur les critéres de logements a échantillonner et sur les facteurs influencant la
prolifération bactérienne, devra étre établi pour toute recherche dans le domaine de
I'exposition et de la caractérisation de la flore bactérienne dans les environnements intérieurs.
De plus, La derniére génération de séquenceurs promet de réelles avancées dans le domaine

de la santé environnementale (Eduard et al., 2012).

La nécessité d’une démarche globale de santé publique

La démarche en santé publique requiert un raisonnement logique, un état d’esprit, et une
approche multidisciplinaire pour toute préoccupation pouvant avoir un impact sur la santé des
populations, en particulier, la santé environnementale. Une approche globale est nécessaire
tenant en compte la multitude des déterminants (critéres de logements et facteurs
environnementaux) mais aussi des activités de I’'homme. De plus, 'absence de méthodologie
clairement établie et de valeurs guides d’exposition a certains contaminants, tels que les
bactéries, rendent difficile la déclinaison d’'une démarche de santé publique en programmes

d’action.

En 1994, dans une conférence sur I'environnement et la santé a Helsinki (Finlande), TOMS a
défini la santé environnementale comme étant le domaine qui « fait référence aux aspects de
la santé humaine, y compris de la qualité de vie, qui sont déterminés par les facteurs
physiques, chimiques, biologiques, sociaux, psychologiques et esthétiques de notre
environnement » (WHO, 1994). En France, le sujet a été porté sur la scéne politique avec la
prise de conscience des pouvoirs politiques pour intégrer cette orientation au cceur des
politiques de santé et ce, avec la publication du premier Plan National Santé Environnement
(PNSE 2004 - 2008). Les PNSE2 (2009-2013) et PNSE3 (2015-2019) sont publiés par la suite
et ont porté notamment sur I'identification des jeunes enfants ainsi que les femmes enceintes

comme étant des populations vulnérables.
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Par ailleurs, afin de proposer des mesures d’éviction globales des polluants et d’optimiser la
prise en charge de I'environnement intérieur, il a fallu créer et développer la profession de
CMEI. Cette profession s’inscrit dans les PNSE 1, 2, et 3. De plus, la validation clinique de
'action des CMEI a été obtenue par le travail de I'équipe de Morgan et al., (2004). Depuis
2007, une licence professionnelle des métiers de santé et de I'environnement a été créée, la

filiere métrologie-environnement est réservée aux CMEI.

La société de Pneumologie de langue frangaise et la société francaise d’allergologie
recommandent ['éviction la plus globale possible des enfants asthmatiques dans leurs
recommandations pour le diagnostic, la prise en charge et le traitement de I'asthme en 2008,
mais aussi, ces deux sociétés recommandent de faire appel aux CMEI. De plus, il est probable
que l'efficacité de I'éviction des polluants variera en fonction du type d’asthme mais aussi du

type de polluant retrouvé dans I'habitat (Ott and de Blay, 2017).

De méme, le conseil Habitat-santé a été soutenu par le ministére de 'Environnement (Rocchi
and Reboux, 2017). Par ailleurs, aux Etats-Unis, 'Environnement Protection Agency (EPA)

recommande le développement du métier de CMEI.

Cependant, Il serait intéressant de proposer aux CMEI, pour les futures études, I'évaluation
de I'exposition aux bactéries présentes en environnements intérieurs en plus des nombreux
polluants recherchés par ces professionnels. Néanmoins, I'efficacité des visites des CMEI sur
la santé des occupants devra étre évaluée. C'est I'objet du programme de recherche
ECENVIR.

Par ailleurs, des études ont porté sur I'impact des mesures visant a résoudre les problémes
d’humidité et de moisissures sur la santé des occupants (Méheust et al., 2014). Néanmoins,
I'évaluation des mesures portant sur les probléemes d’humidité sur les bactéries et par voie de

conséquence sur la santé des occupants restent treés peu abordées.

La problématique de I'air intérieur dans les habitats appelle a une contribution active des
occupants. Une transformation des pratiques et des activités individuelles est nécessaire. Les
individus sont incités a « gérer » rationnellement leur « environnement immédiat » a partir de
I'adoption d’une série de comportements tels qu’aérer au moins 10 minutes par jour, éviter les
encens et parfums d’ambiance, les animaux domestiques, de fumer, de bricoler dans des

espaces mal ventilés, etc. (www.prevention-maison.fr). La part relative a l'information, la

sensibilisation générale, et I'éducation pour la santé est a développer. L’Institut National de
Promotion et d’Education pour la Santé (INPES), maintenant Santé Publique France

recommande les mesures a adopter dans le cadre de la prévention et la réduction des effets
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de I'exposition aux contaminants des environnements intérieurs.

(www.inpes.santepubliguefrance.fr).

Sur le plan pratique, et dans le but d’assurer un air sain dans I'habitat, la lutte contre

I'exposition aux poussiéres ambiantes est permanente.

Afin de réduire les émissions provenant de I'extérieur, I'équipement des maisons par des
systemes de filtration des particules entrantes en les piégeant sur des supports capables de
les retenir et les collecter grace aux charges électrostatiques, sous réserve d’'une maintenance
réguliére, est une piste de recherche pouvant intéresser les professionnels du batiment. Par
ailleurs, il serait intéressant d’assurer une aération contrélée en intégrant une entrée d’air
dénuée de toutes particules. A ce propos, un systeme de purification d’air intégré aux fenétres
a été développé par une entreprise allemande (Schiico, Hausberge, Allemagne). Ce
purificateur dénommé « VentoLIFE », en phase de test, fait office de systéeme de ventilation et
laisse passer I'air en éliminant 99,5% des contaminants allant jusqu’a 0,1 micron (notamment
le pollen, les bactéries et les squames d'animaux). De plus, la fenétre, méme fermée,
débarrasse l'air aspiré a I'extérieur et a l'intérieur de ses polluants. Son volet motorisé oriente
la prise vers I'épuration d’air extérieur ou intérieur, en fonction des informations de diverses
sondes internes et externes sur la qualité de l'air. D’autres fenétres permettent de ventiler et
de déshumidifier I'air, sans aucune intervention des occupants du logement. Aussi, un systéme
innovant permet leur ouverture automatique et assure le renouvellement de I'air en fonction
de la température ambiante et des niveaux de CO; captés dans [I'habitat
(www.schueco.com/web2/fr/particuliers/fenetres). Ces fenétres bénéficient d’'une certification
NF220-EP5 du Centre Scientifique et Technique du Batiment (CSTB).

La réduction des émissions provenant de I'intérieur doit passer par la lutte contre les conditions

favorables au dép6t et a 'accumulation de la poussiére au sein de I'habitat.

L’exposition aux micro-organismes est augmentée du fait du chauffage par radiateurs
soufflants qui favorise la mise en suspension des poussiéres, la présence de revétements de
sol (tapis, moquette, parguet mal jointoyé, etc.), de teintures murales, rideaux, tissus et papiers
qui entrainent I'émission de fibres et de particules dans 'air et créent des conditions favorables
au dépdét et a 'accumulation de poussieres au sein de l'habitat. De plus, I'utilisation
d’aspirateurs qui ne sont pas étanches entre le sac a poussiéres et le tuyau flexible, ce qui a
pour effet de rejeter une grande partie des poussiéres aspirées dans l'air intérieur. A ce propos,
'amélioration des aspirateurs, en particulier, les sacs a poussiére, permet de leur conférer une
capacité de filtration afin de mieux piéger les poussieres (sur cassettes) ne laissant passer

que le flux d’air exempt de poussiére.
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La recherche et le développement de nouveaux matériaux de revétement des sols des
environnements intérieurs et constitue un axe majeur pouvant contribuer a la réduction de

'accumulation des poussiéres domestiques déposées.

Par ailleurs, les meubles sont également mis a contribution pour assainir nos logements. A
'exemple du projet développé en 2016 par la start-up (’Atelier Climatique, Paris, France) qui
crée des meubles dépolluants. La gamme comprend trois meubles : une table de chevet, un
objet décoratif et un siege. Chaque meuble renferme une boite a air, constituée de trois
couches de filtres empilées de type G4 et F7 (AFNOR NF EN 779). La premiére couche,
composee de filtres grossiers de type G4, arréte jusqu’a 90% des poussiéres. La deuxiéme
est composée de filtres fins de type F7 (AFNOR NF EN 779). Elle retient jusqu’a 90% des
particules de 0,4 micrométres. La derniére s’occupe de filtrer les gaz et les odeurs par charbon
actif : les composés organiques volatiles (COV), gaz d’échappements, cigarettes, odeurs de
cuisine, etc. Le dispositif renferme aussi un ventilateur (Sunon, Kaohsiung, Taiwan) silencieux
(moins de 22 dB), d’'une puissance de 20 watts. Selon les concepteurs, ces meubles
dépolluent une piéce contaminée a la fumée de cigarette a 90%. Sans pollution particuliére,

I'épuration de l'air est effectuée en 30 minutes a moins d’'un métre de la sortie d’air.

Trés récemment, une autre start-up (BioOrg, Belgique) a développé une nouvelle technologie
de dépollution de I'air des environnements intérieurs. Cette technique consiste a projeter dans
I'air des « organismes positifs sains pour la santé humaine » et appelés : Tectobiotics®, afin
de rétablir I'équilibre dans l'air ambiant, sans utiliser de produits chimiques. Selon les

développeurs, ces organismes positifs auraient un effet curatif et préventif.

Le réle de l'occupant est tout aussi important dans le contréle des facteurs influengant la
prolifération des micro-organismes (la présence de chaleur, de 'humidité et le manque
d’aération et de ventilation, etc.). La place de l'information et de la sensibilisation de la
population générale n’est plus a démontrer. L’élargissement des études sur de plus grandes
cohortes et identiques est indispensable pour le recueil des données nécessaires pour
approfondir les connaissances et mettre en ceuvre les solutions les plus appropriées dans une

démarche globale de santé publique.
Microbe-homme et homéostasie : jusqu’ou va la symbiose ?

Les micro-organismes sont connus pour jouer un rdle crucial dans la physiologie humaine et
le développement, tels que métaboliser les glucides et les graisses digestibles, produisant
ainsi des vitamines essentielles, tout en contribuant au maintien de notre systéme immunitaire.
Il est établi que de nombreux agents pathogénes vivent et interagissent avec de vastes

communautés microbiennes (microbiome). La définition du microbiome a été donnée par
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(Lederberg and McCray, 2001) comme « la communauté écologique de microorganismes
commensaux, symbiotiques et pathogénes qui partagent littéralement I'espace de notre corps
», et a ensuite été élargie a tous les micro-organismes associés aux humains (Turnbaugh et
al., 2007) et englobe maintenant 'ensemble des micro-organismes dans un endroit donné
(Gilbert et al., 2010).

Des preuves de plus en plus croissantes suggérent que cette composition est essentielle, et
tout déséquilibre (figure 10) dans cette composition microbienne (dysbiose) peut provoquer
une grande variété de pathologies, telles que les troubles de la santé néonatale, les troubles
gastro-intestinaux, I'arthrite rhumatoide, les pathologies associées a I'épiderme, au poumon,
au foie, au tractus urogénital, les troubles neurologiques, le cancer, et les pathologies
chroniques telles que 'obésité et le diabéte. C’est la raison pour laquelle de nombreux projets
scientifiques d’envergure ont été créés partout dans le monde, a I'exemple du « projet du
microbiome humain » (NIH HMP Working Group et al., 2009), le projet américain Gut

(www.microbio.me/americangut /) lancé en 2013, et qui offre des opportunités de participation

pour le grand public, le projet britannigue Gut (www.britishgut.org/), le « consortium

international du microbiome humain » (www.human-microbiome.org) qui regroupe 12 pays, le

projet chinois « Initiative dans la peau et le microbiome oral » (iMicroCare), etc.

Mutualistes Symbiotes Pathobiotes

Homeéostasie

#zliglelleef|<)

Figure 10. Influence des agents pathogénes sur ’lhoméostasie (Round and Mazmanian, 2009).

L’interaction complexe qui résulte de la cohabitation « environnement-occupant » peut
influencer ou conduire a I'apparition d’un état infectieux (Chow et al., 2011; Rogers, 2012).
Des actions, telles que le transfert horizontal de génes entre bactéries commensales et
bactéries pathogénes (Stecher et al., 2012), ou la prise d’antibiotiques, peuvent etre a 'origine

des changements dans la composition du microbiome.
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Figure 11. Eléments influencant I'apparition ou le développement des pathologies.

Les interactions entre le microbiome environnemental et le microbiome de I'occupant sont
multiples et complexes. Des études dans ce domaine pourraient apporter des éléments de
réponse quant a la nature de ces interactions. Le microbiome de 'occupant est assemblé a la
naissance, se développe avec son hb6te et est fortement influencé par des facteurs
environnementaux. Plusieurs facteurs, a la fois intrinséques et extrinseques, comme la
génétique, les habitudes alimentaires, 'age, la situation géographique, l'origine ethnique,
'environnement, contribuent au fagconnage du soi. De plus, la variation génétique humaine
influe également sur la comptabilisation des différences interpersonnelles dans les
microbiomes pouvant ainsi influencer directement la santé en favorisant un microbiome
bénéfique. Il serait donc intéressant de comprendre I'implication et le réle du microbiome
environnemental et dans la prédisposition de I'occupant a développer des pathologies (figure
11). Des études sur des personnes obéses et sur d’autres personnes obéses ayant subi un
traitement chirurgical, ont effectivement montré une diminution de la prédominance des
bactéries du genre Bacteroides et la réduction de la population Archaea qui sont endémiques
des environnements intérieurs. Ces observations fournissent la preuve de l'association entre
la composition microbienne intestinale et diverses pathologies, tout en ouvrant des pistes pour
le traitement. Récemment, Goodrich et al., (2017) ont proposé que le microbiome soit
incorporé dans des études qui quantifient les interactions entre le génotype, I'environnement

et le microbiome afin de prédire la susceptibilité aux pathologies.
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Dans ce contexte, l'intégration d’'un agent pathogéne dans son environnement biotique est
définie comme pathobiome. La connaissance précise de la communauté microbienne, son
effet sur la survenue des pathologies, I'étude de la dynamique des agents pathogénes, et
l'identification des facteurs biotiques et abiotiques influencant le pathobiome (figure 12) et

pouvant provoquer des maladies chez 'lhomme, sont necéssaires pour sa compréhension.

Y £

culture treatments
antibiotics

e

anthropization

111! Hosts and
vectors

global warming
Pathogen

Introduction of new species
i Environment

£<

poliution

Figure 12. Le concept de pathobiome (Vayssier-Taussat et al., 2014).

Ces questions complexes demeurent, aujourd’hui, des sujets de recherche auxquelles les
scientifiques s’atteleront, plus particulierement, en développant des outils pour mieux

comprendre les pathobiomes qui nécessitent des approches de métagénomique.

Conclusion

La pollution des environnements intérieurs est une préoccupation majeure de santé publique
comme [atteste les différentes études et 'augmentation de prévalence des pathologies

respiratoires.

La majorité des études ont porté sur I'exposition aux moisissures, dans les environnements
intérieurs. Cependant, la part relative a I'exposition aux bactéries dans ces environnements
reste peu étudiée. De plus, leur contribution a la génése des pathologies respiratoires est a

démontrer.
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L’objectif principal de nos travaux a porté sur I'exposition aux bactéries environnementales de
'habitat a travers une étude des moyens d’évaluation de cette exposition ainsi qu’une

approche visant leur implication potentielle dans les pathologies respiratoires.

Cet objectif a débouché sur la réalisation d’'une revue de la littérature internationale sur les
méthodes de prélévements et d’analyse des bactéries en environnement intérieur, une
approche technique sur l'amélioration des conditions d’analyse de poussiéres en laboratoire,
et enfin, nous nous sommes intéressés a la contamination bactérienne des poussieres
récoltées dans les projets Asthm’Child et ECENVIR.

Les résultats de nos travaux ont permis de prendre connaissance de 'ensemble des méthodes
utilisées dans I'échantillonnage et I'analyse des bactéries en environnement intérieur, tels que
les méthodes d’impaction, cycloniques, et de filtration. Le choix de la méthode est tributaire de
'environnement considéré. Notre proposition concernant I'approche technique relative a
I'évaluation de la matrice poussiére comme étant un modéle indicateur de I'exposition a
consisté a sélectionner un modéle de bactéries environnementales gram négatif et des
bactéries gram positif a savoir Serratia marcescens et Staphylococcus epidermidis, afin de

déterminer leur temps de survie dans les poussiéres domestiques stériles et non stériles.

Les bactéries peuvent survivre en présence de la poussiere pendant une plus longue période

que dans l'air. Cette survie est meilleure dans les poussiéres non stériles que celles stériles.

Ces résultats nous incitent a introduire les techniques moléculaires afin d’approfondir les
analyses visant a déterminer la survie des souches bactériennes testées, mais aussi d’élargir
I'étude en intégrant les deux projets ECENVIR et Asthm’Child pour déterminer le réle potentiel
des bactéries dans la génése des pathologies respiratoires, en particulier, 'asthme. De méme,

ces résultats constituent une piste de réflexion pour développer les mesures d’éviction.

Concernant les deux projets ECENVIR et Asthm’Child, I'étude est basée sur des échantillons
de poussiére prélevés dans les logements de deux cohortes pour I'une sont asthmatiques
participant a une recherche sur l'intervention des CMEI, et pour l'autre non-asthmatiques
participant a un programme de recherche sur le réle de [I'environnement dans le
développement des enfants. 4 phylums bactériens, a savoir, Actinobacteria, Bacteroidetes,
Firmicutes, et Proteobacteria, dominent la flore bactérienne des logements des personnes

asthmatiques.

La lutte contre I'exposition aux bactéries des environnements intérieurs est un vaste chantier
nécessitant, un approfondissement des connaissances, un plus fort engagement des pouvoirs
publics, une sensibilisation de la population générale dans le cadre d’une approche globale de

santé publique. La communauté scientifique est appelée a élaborer une méthodologie et
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standardiser les techniques de mesure de I'exposition aux bactéries en

environnement intérieur.
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Résumé : La qualité de l'air des environnements intérieurs est
essentielle pour la santé. Le manque de renouvellement d’air et
'humidité dans les habitats favorise la prolifération microbienne. Les
effets sur la santé sont multiples et souvent associés a des maladies
chroniques respiratoires, tel que I'asthme. Ces effets sont plus ou
moins graves selon le niveau d’exposition et la vulnérabilité des
occupants et le role des moisissures est pointé. Cependant, le
manque d'outils valides permettant d’évaluer quantitativement
I'exposition aux bactéries environnementales constitue une des
principales difficultés pour mieux appréhender leur impact sur la
santé humaine. Un protocole expérimental basé sur les techniques
culturales a été développé et testé au laboratoire pour mesurer la
survie des bactéries dans des poussiéres domestiques collectées au
sol. L'analyse de ces poussiéres a permis de déterminer le temps de
survie des bactéries testées. Cependant, les méthodes culturales
actuelles sont limitées et n'apportent pas assez d’informations sur la
composition de la flore bactérienne dans I'habitat. L'utilisation des
méthodes moléculaires, tel que le séquencage haut débit, est
nécessaire pour y remédier. Par ailleurs, les poussiéres domestiques
pourraient constituer un substrat intégrateur de I'exposition chronique
des occupants. Outre le développement, la standardisation, et la
validation d’outils de mesure, une approche globale de sensibilisation
et de prévention du risque d’exposition aux contaminants des
environnements intérieurs est recommandée, en particulier chez les

populations vulnérables.

Mots clés : bactéries, poussiéres, effets sur la santé, méthodes de

mesure, environnement intérieur.

Abstract : Indoor air quality is essential for health. Lack of ventilation
and presence of humidity in habitats promotes microbial growth. The
health effects are multiple and often associated with chronic
respiratory diseases, such as asthma. These effects are more or less
serious depending on the level of exposure and the vulnerability of
occupants and the role of mold is pointed out. However, the lack of
valid tools for quantitatively assessing exposure to environmental
bacteria is one of the main difficulties in better understanding their
impact on human health. An experimental protocol based on cultural
techniques was developed and tested in the laboratory to measure
the survival of bacteria in domestic dust collected on the ground. The
analysis of these dusts made it possible to determine the survival time
of the bacteria tested. However, current culture methods are limited
and do not provide enough information on the composition of the
bacterial flora in the habitat. The use of molecular methods, such as
high throughput sequencing, is needed to address this. In addition,
domestic dust could be an integrating substrate for chronic occupant
exposure. In addition to the development, standardization, and
validation of measurement tools, a comprehensive approach to

raising awareness and preventing the risk of indoor exposure to

contaminants is recommended, particularly for vulnerable
populations.
Keywords : bacteria, dusts, health effects, detection techniques,

indoor environment.



